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RESUMO

O Glioblastoma € o tumor cerebral primario mais comum e letal, com prognéstico
desfavoravel e sobrevida de até 15 meses. O diagnédstico padrdao baseia-se no
exame anatomopatolégico e imagens pré-operatérias, enquanto o tratamento
envolve a resseccdo cirurgica combinada a radioterapia e/ou a quimioterapia.
Entretanto, a natureza infiltrativa e difusa do tumor frequentemente resulta em
ressecgcao incompleta, e consequentemente em elevadas taxas de recidiva,
dificultando o acompanhamento longitudinal e a estimativa progndstica
individualizada. Diante disso, a biopsia liquida surge como ferramenta promissora
para o diagnostico precoce e classificagdo molecular do tumor, permitindo uma
decisdo clinica de tratamento mais assertiva e menos invasiva. Nesse contexto, os
INcRNAs emergem como potenciais biomarcadores circulantes devido ao seu
envolvimento com mecanismos celulares na tumorigénese e capacidade de serem
liberados nos fluidos corporais diretamente ou via exossomos, tornando-os
detectaveis por meio de analises de bidpsia liquida. Diante disso, destaca-se a
relevancia do presente estudo em reunir dados desses possiveis biomarcadores,
sobretudo diante da escassez de pesquisas nacionais sobre o papel dos IncRNAs
como potenciais marcadores progndésticos para o glioblastoma. Foi conduzida uma
revisdo bibliografica com foco em pesquisas atuais que avaliaram IncRNAs como
biomarcadores circulantes em pacientes com GBM. Os resultados das analises
demonstraram poucos resultados clinicos de IncRNAs dentro do contexto de
amostras de bidpsias liquidas, com a maioria dos trabalhos sendo revisdes teodricas
sobre os mecanismos celulares dos IncRNAs. Conclui-se que ha uma lacuna
significativa entre esse potencial tedrico e a aplicagdo clinica dos IncRNAs no
progndstico e diagnodstico de GBM no contexto de bidpsia liquida. Dessa forma, esta
revisdo sintetiza o conhecimento atual e identifica uma &rea prioritaria para
pesquisas futuras, servindo como base para o avango do diagndéstico molecular néo
invasivo do glioblastoma.

Palavras-chave: Glioblastoma, IncRNAs, Bidépsia Liquida, Biomarcadores,
Progndstico.



ABSTRACT

Glioblastoma is the most common and lethal primary brain tumor, with an
unfavorable prognosis with a median survival of approximately 15 months. The
standard diagnosis is based on histopathological examination and preoperative
imaging, while treatment involves surgical resection combined with radiotherapy
and/or chemotherapy. However, the infiltrative and diffuse nature of the tumor often
results in incomplete resection and consequently high recurrence rates, hindering
longitudinal monitoring and individualized prognostic assessment. Therefore, liquid
biopsy emerges as a promising tool for early diagnosis and molecular classification
of the tumor, enabling more assertive and less invasive clinical treatment decisions.
In this context, INcRNAs emerge as potential circulating biomarkers due to their
involvement in cellular mechanisms of tumorigenesis and their ability to be released
into bodily fluids directly or via exosomes, making them detectable through liquid
biopsy analyses. Given the scarcity of national research on the role of IncRNAs as
potential prognostic markers for glioblastoma, this study conducted a literature
review focusing on current research that evaluated IncRNAs as circulating
biomarkers in GBM patients. The analysis results demonstrated few clinical findings
on IncRNAs in the context of liquid biopsy samples, with most publications being
theoretical reviews on the cellular mechanisms of IncRNAs. It is concluded that there
is a significant gap between this theoretical potential and the clinical application of
IncRNAs for GBM prognosis and diagnosis via liquid biopsy. Thus, this review
synthesizes current knowledge and identifies a priority area for future research,
serving as a foundation for advancing non-invasive molecular diagnosis of
glioblastoma.

Keywords: Glioblastoma, IncRNAs, Liquid Biopsy, Biomarkers, Prognosis.
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INTRODUCAO
1.1 Tumores do Sistema Nervoso Central (SNC)

O Sistema Nervoso Central (SNC) possui diferentes tipos celulares que se
baseiam nos neurdnios e nas células da glia, sendo os primeiros responsaveis pela
maioria das fung¢des exclusivas do sistema nervoso, enquanto a glia contribui para a
atividade e o processamento da atividade neuronal, principalmente através do
fornecimento da sustentacéao, do efeito isolante e do suporte nutricional’.

As células gliais, assim como todas as células dos tecidos corporais, estdo
sujeitas a mutagbes genéticas que desregulam o ciclo celular e propiciam a
formagdo de tumores, sejam eles benignos ou malignos. A perturbacdo da
hemodinamica e do ciclo celular dessas células resulta em uma massa anormal que
persiste da mesma maneira excessiva apos a interrup¢ao do estimulo que originou
as alteracbes. Toda a populacdo de células neoplasicas dentro da massa tumoral
surge da proliferagdo e inibigdo da morte celular de uma unica célula que sofreu
alteragdes genéticas?. Esta célula-mae inicial consegue transmitir as células filhas
essa vantagem genética, dando origem a um clone de células que ndo respondem
mais aos mecanismos de controle de proliferagdo, diferenciacdo e morte que
governam a comunidade celular. O panorama genémico de cada tumor individual é
heterogéneo e se modifica ao longo do tempo?.

Este processo é consequéncia da plasticidade celular, que € a capacidade que
as ceélulas tém de se transformar e adotar uma nova identidade. Por isso, a
tumorigénese € um processo no qual as células normais adquirem uma identidade
maligna, originando uma populagao clonal aberrante. Embora os tumores tenham
origem monoclonal, com o tempo os constituintes celulares se tornam extremamente
heterogéneos (subclones) dada sua instabilidade gendmica3.

Assim, a carcinogénese é, portanto, um processo multietapas e sequencial,
onde as alteragbes genéticas resultam em acumulo de novas mutagdes que
promovem regulagcao defeituosa da proliferacao celular, da resisténcia a morte
apoptdtica, e da habilidade de invadir os tecidos adjacentes e metastatizar para
sitios distantes. Por se dividirem rapidamente, estas células malignas tendem a ser
muito agressivas e incontrolaveis®*.

O cancer é a denominacao dada a um conjunto de mais de 100 doengas que,
caracteristicamente, sao representadas por crescimento celular desordenado®.

Epidemiologicamente, é uma das principais causas de morte no mundo, responsavel
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por quase 20 milhdes de Obitos em 2022, ou aproximadamente uma em cada seis
mortes®.

Em relacdo aos tumores do SNC, é possivel defini-los como lesdes expansivas
que ocupam volume e podem ser originarios de neoplasias, processos tumorais
inflamatérios ou vasculares, e que se dividem em neoplasias primarias e
secundarias. As primarias tém origem no tecido neuroepitelial, aracnéide, células da
oligodendroglia, micréglia ou outros componentes intracranianos. Ja as secundarias
advém de metastases de focos primarios, normalmente no pulmdo, na mama,
gastrointestinais, renais ou melanoma®.

Embora representem apenas cerca de 1,7 % dos novos casos de cancer’, os
tumores do SNC apresentam notavel heterogeneidade histomorfolégica e molecular,
exigindo investigacdo epidemiologica detalhada’. Mundialmente, ocorrem cerca de
310 mil novos casos de tumores do sistema nervoso central (SNC) por ano®. Desse
nuamero total, mais de 250 mil novos casos de tumores cerebrais malignos primarios
sdo diagnosticados anualmente em todo o mundo®’. Essa neoplasia ocupa a 192
posicdo em incidéncia e a 122 em mortalidade entre todos os tipos de cancer,
evidenciando sua alta letalidade®. No Brasil, o numero estimado de casos novos
anuais para o triénio 2023-2025 ¢é de 11.490, sendo 6.110 em homens e 5.380 em
mulheres™.

Essas neoplasias intracranianas podem surgir de diversos tecidos cerebrais e
sdo caracterizadas por sua diversidade histologica, localizagdo anatbmica e
potencial de crescimento infiltrativo. Tal variabilidade explica por que os sinais e
sintomas dos tumores do SNC dependem fundamentalmente da localizagdo e da
taxa de crescimento, podendo incluir manifestacbes gerais, relacionadas ao
aumento da presséo intracraniana (PIC), e manifestagdes focais, refletindo o efeito
do tumor sobre estruturas especificas™.

Por exemplo, os tumores do lobo frontal sdo, inicialmente, silenciosos e, com o
tempo, podem haver alteragdes de personalidade, disturbio do juizo critico, abulia,
anormalidades de marcha, incontinéncia urinaria e reflexos primitivos. Ja os tumores
do lobo temporal tendem a causar crises convulsivas que variam de alucinacdes
olfativas simples, sentimento de medo, a crises parciais complexas. Enquanto os
tumores parietais causam perda sensitiva cortical e da percepgao, hemiparesia e
disturbios das capacidades visioespaciais. Os tumores occipitais provocam

alteracbes do campo visual ou, mais raramente, crises convulsivas visuais. Os
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tumores talamicos levam a disturbios sensitivos contralaterais, alteragdes cognitivas
e, em menor frequéncia, afasia. Sinais de multiplos nervos cranianos sao vistos na
meningite carcinomatosa, que pode ocasionar a sindrome do mento dormente, por
comprometimento do nervo mandibular e caracterizada por dorméncia no queixo e
labio inferior?.

Porém, os sinais gerais podem se resumir a letargia, confusdo, cefaleia,
nauseas, vomitos, paralisia do sexto nervo, papiledema e déficit cognitivo, enquanto
sintomas mais especificos aparecem conforme a evolugao do tumor*'-'2,

No que tange ao diagnostico e ao tratamento, a cirurgia permanece como a
pedra angular tanto da avaliagdo diagndstica e progndéstica quanto da melhor
abordagem terapéutica com potencial curativo. Para o diagnostico sao utilizados
exames laboratoriais e técnicas de imagem, os quais sdo essenciais para a
localizacdo da lesao e, consequentemente, para a definicdo do tratamento, sendo
complementados pela analise histopatolégica e molecular da massa tumoral obtida
na ressecgao cirurgica.

Estudos recentes demonstraram que tumores com caracteristicas
microscopicas e histologicas semelhantes podem se comportar de forma diferente,
dependendo de suas particularidades moleculares e genéticas®. Por isso, cada vez
mais, a analise molecular se torna essencial para identificar o painel de alteragoes

genéticas do tumor, e assim definir terapia e avaliar progndésticos mais assertivos.

1.2 Classificagcao dos Gliomas

Gliomas sao o tipo mais comum de cancer do SNC, compostos por células que
se assemelham as células gliais normais, como astrécitos, oligodendrécitos e células
ependimarias. Essas células fornecem suporte estrutural ao SNC e desempenham
fungcdes essenciais no cérebro, incluindo manutencdo da Dbarreira
hematoencefalica™. De modo geral, os gliomas sdo divididos em gliomas
circunscritos (benignos, curaveis com ressec¢gao completa) e gliomas difusos (mais
malignos, ndo curaveis apenas com cirurgia)'. Antes de 2016, os gliomas difusos
eram classificados apenas por caracteristicas morfologicas™.

A partir da edicdo de 2016, a Classificagdo de Tumores da Organizagao
Mundial da Saude (OMS) passou a incorporar caracteristicas moleculares essenciais
aos critérios morfolégicos ja estabelecidos, sendo, por exemplo, a mutagdo em IDH
e a codelegao 1p/19q necessarias para o diagnostico de oligodendroglioma. O status
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de mutagdo em IDH, junto ao grau histolégico, é usado para subdividir os
astrocitomas em subtipos™®.

A quinta edicdo da Classificagdo Dos Tumores do SNC da OMS (CNS5),
publicada em 2021, introduz mudangas significativas que ampliam o papel dos
diagnosticos moleculares na classificagdo dos tumores do SNC. Além disso, a CNS5
destacou a importancia da graduagédo dentro de cada tipo de tumor. Assim, séo
divididas 4 familias diferentes™’:

1) Gliomas difusos do tipo adulto;

2) Gliomas difusos pediatricos de baixo grau;

3) Gliomas difusos pediatricos de alto grau e;

4) Gliomas astrociticos circunscritos™®.

Dentre os gliomas difusos do tipo adulto ha a classificagdo molecular:
astrocitoma mutante para IDH (grau 2, 3 ou 4); oligodendroglioma mutante para IDH
com codelegdo 1p/19q (grau 2 ou 3); glioblastoma IDH-wildtype (tipo selvagem)®.
Uma mudancga importante entre as classificagcbes da OMS de 2016 e 2021 é que
astrocitomas IDH-mutantes, mesmo apresentando caracteristicas histopatolégicas
de alto grau que anteriormente justificariam um grau 4, ndo sdo mais chamados de
glioblastomas, pois sdo menos agressivos que seus equivalentes IDH-wildtype (IDH
selvagem). Por outro lado, astrocitomas IDH-wildtype de grau Il ou Il (segundo a
numeragao antiga), se apresentarem caracteristicas moleculares minimas
equivalentes as do glioblastoma, passam a ser classificados como CNS WHO grau
4, mesmo na auséncia de caracteristicas histopatolégicas de alto grau*®"’.

Nesse sentido, embora caracteristicas morfolégicas de alto grau, como
mitoses, necrose e proliferacdo microvascular, ainda sejam consideradas para
identificar um glioblastoma IDH-wildtype, existem critérios moleculares minimos para
diferencia-lo daqueles classificados como IDH-mutante em grau 2 ou 3 pela OMS:
sdo chamados de glioblastoma e recebem um grau 4 da OMS todos os tumores sem
mutacdes em IDH que apresentam concomitantemente ganho do cromossomo 7 e
perda do cromossomo 10, amplificacdo de EGFR ou mutagdes no promotor de
TERT (Figura 1)*.



Gliomas difusos do tipo adulto
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Figura 1. Classificagdo molecular dos gliomas difusos do tipo adulto baseada no perfil de mutagéo do
IDH, segundo a OMS CNS5 (2021).

Portanto, do ponto de vista molecular, as mutagcbées em IDH desempenham
papel central na diferenciagao de glioblastomas IDH-wildtype de outros astrocitomas.
Essas enzimas metabodlicas do Ciclo de Krebs, Isocitrato Desidrogenase 1 (IDH1),
quando mutadas em residuos-chave de arginina que normalmente se ligam ao
substrato isocitrato, possuem uma mudancga radical na sua atividade, na qual
convertem a-cetoglutarato em D-2-hidroxiglutarato (D2HG)'™. Isso resulta na
superproducdo de um oncometabdlito que altera o metabolismo celular e a
regulacdo epigenética®. Independentemente do mecanismo, parece provavel que a
capacidade de ganho de fungao das células de produzir D2HG como resultado das
mutacdes em IDH1 contribua para a tumorigénese™.

Gliomas difusos de baixo grau geralmente acometem pacientes com menos
de 50 anos e sdo ainda classificados em subtipos moleculares, astrocitoma e
oligodendroglioma. Tumores cerebrais malignos menos comuns em adultos incluem
o linfoma primario do sistema nervoso central (PCNSL) e formas malignas de
meningiomas, ependimomas e outros tipos raros de tumores cerebrais®.

Esta divisdo molecular mais especifica proposta pela OMS permite estratificar
de forma mais precisa os tumores e agrupa-los em categorias mais homogéneas e,
assim, delinear diagndsticos mais assertivos para pacientes, 0 que,

consequentemente, melhora o tratamento e o acompanhamento longitudinal,
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beneficiando o progndstico do paciente.

1.3 Glioblastoma

Glioblastomas (GBM), gliomas difusos IDH-wildtype, sdo tumores cerebrais
incuraveis caracterizados por sua heterogeneidade celular e natureza infiltrativa. A
incidéncia do glioblastoma, o tumor cerebral maligno primario mais comum em
adultos, aumenta ap6s os 40 anos e atinge o pico em adultos entre 75 e 84 anos®.

Acredita-se que as células do glioblastoma se originam de células-tronco
neurais (CTNs), que sao progenitoras das linhagens neuronal, astrocitica e
oligodendrocitica. Logo, gliomas podem ter o perfil citoldgico e histolégico misto com
diferentes subpopulagdes fenotipicas. Devido a sua capacidade intrinseca de
autorrenovagao e de adaptabilidade, as CTNs s&o propensas a se transformar em
células do cancer com perfis histolégicos variados e responsaveis por dificultar o
tratamento da célula neoplasica?'.

O glioblastoma se distingue por seus mecanismos altamente complexos de
evasao imunologica e heterogeneidade pronunciada. Essa variabilidade é evidente
tanto dentro do préprio tumor, que pode exibir multiplos fenétipos simultaneamente,
quanto em seu microambiente circundante®', apresentando alta incidéncia de
invasdo no parénquima cerebral adjacente, sendo, portanto, classificados como um
subtipo de glioma difuso®.. O microambiente tumoral é unico no glioblastoma, pois as
células estdo rodeadas por neurdnios eletricamente ativos, microglia e astrocitos que
sustentam o crescimento do tumor. Essas caracteristicas distintas, juntamente com a
presenca da barreira hematoencefalica, tornam o tratamento do glioblastoma
desafiador®.

Do ponto de vista histolégico, os glioblastomas s&o caracterizados por atipia
celular e nuclear proeminente, frequentes figuras mitoticas, areas de necrose e
proliferacéo vascular®.

A respeito dos fatores de risco, existem poucos validados para o glioblastoma.
A exposicao a radiagao ionizante é o fator de risco mais fortemente associado ao
glioblastoma e é o unico conhecido como potencialmente modificavel. Existem
sindromes genéticas raras associadas ao glioblastoma, como a sindrome de
Li-Fraumeni e a sindrome de Lynch; entretanto, elas correspondem a menos de 1%
dos casos®.

No que tange aos sintomas clinicos, pacientes com neoplasias intra-axiais de
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comportamento mais agressivo, como no caso do GBM, tém histérico de curta
duragéo caracterizado por sinais neurolégicos, como convulsdes, déficits focais e
hipertensao intracraniana®?®. Apesar da existéncia desses sintomas, o glioblastoma
possui um diagndstico relativamente raro, com 3 a 4 casos por 100.000 pessoas®.
Além disso, o prognostico do glioblastoma continua sendo um dos piores na
oncologia clinica, com uma sobrevida média global (OS) de 16 a 18 meses*. Em
relagdo ao diagndstico, para a maioria dos pacientes, sintomas relacionados ao
efeito de massa (alteragao fisica no cérebro causada pelo crescimento do tumor) se
desenvolvem rapidamente, e caracteristicas de imagem de alto grau, como realce
periférico e necrose central, geralmente estao presentes no diagndstico™.

Retomando as classificagdes, a presenca de qualquer um dos cinco critérios a
seguir é suficiente para designar um glioma astrocitico difuso IDH-wildtype como
glioblastoma: proliferagcdo microvascular; necrose; mutagdo no promotor de TERT,
amplificagcdo do gene EGFR; alteragbes no numero de copias dos cromossomos
+7/-10%. Tumores com essas caracteristicas ndao sdo mais chamados de “glioma
astrocitico difuso IDH-wildtype com caracteristicas moleculares de glioblastoma
multiforme™’. Além dos fendtipos EGFR, promotor TERT e +7/-10 para esses
critérios diagnosticos, outras anormalidades moleculares comuns incluem delecao
de CDKN2A/B, alteragdes em PTEN, mutagdes em TP53, amplificagcdo de MDM2 ou
MDM4, mutagcdes BRAF V600E (especialmente no subtipo epitelioide) e metilagao
do promotor de MGMT™". Dessas, o status de metilagcdo do promotor de MGMT é o
mais critico, pois prediz a resposta mais efetiva a drogas quimioterapicas
alquilantes, como temozolomida (TMZ) e lomustina®.

O tratamento € o basico trimodal de primeira linha, que envolve a ressecgao
cirurgica, radioterapia e quimioterapia adjuvante. A cirurgia é a primeira e principal
etapa do tratamento e tem como objetivo a observagéao histoldgica e a distingdo dos
diferentes tipos de gliomas com base em sua caracterizagdo molecular e com o
objetivo principal de atingir o mais alto nivel de ressecg¢ao para propiciar um melhor
prognostico. Porém, devido a caracteristica altamente infiltrativa do tumor, € possivel
que células tumorais de microinvasao ainda figuem presentes no tecido nervoso, por
isso a radioterapia e quimioterapia sdo ainda indicadas como o principal tratamento
adjuvante, sendo a primeira feita de maneira direcionada e a segunda com
quimioterapicos que facilitem a acido da radioterapia, a exemplo da TMZ®.

Apesar disso, o glioblastoma apresenta uma probabilidade de sobrevida de 5
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anos de aproximadamente 10%?®. Conclui-se que o GBM ainda € uma doenga de
dificil controle e o acumulo de grandes conjuntos de dados na busca pela
combinagao mais eficaz para diagnosticar e distinguir diferentes tipos de GBM tem
despertado grande interesse na comunidade cientifica. Em sintese, a identificagcao
de alvos moleculares e a exploragdo de tratamentos eficazes para inibir a
proliferagcdo dessa neoplasia extremamente agressiva e que possui um mau
prognostico sao altamente desejaveis para possibilitar o diagndstico precoce e
monitorar a progressao, regressao e recorréncia do tumor, de modo a promover

tratamentos mais personalizados voltados para cada tipo molecular daquele tumor.

1.4 Biomarcadores de Biépsia Liquida

Como discutido anteriormente, a detecgao precoce do cancer pode reduzir a
chance de prognésticos pobres e melhorar de forma significativa a sobrevida
daquele paciente. Assim, um grande esforgo tem sido dedicado a exploragao de
novas tecnologias para identificar sinais iniciais da doenca. Os biomarcadores de
cancer abrangem uma ampla gama de entidades bioquimicas, como acidos
nucleicos, proteinas, agucares, pequenos metabdlitos, parametros citogenéticos e
citocinéticos, bem como células tumorais inteiras. Eles podem ser utilizados para
avaliacao de risco, diagndstico, progndstico e para a previsdo da eficacia do
tratamento, da toxicidade medicamentosa e a recorréncia tumoral®. Nesse sentido, o
termo biomarcador pode ser definido como uma molécula que pode atuar
objetivamente como um indicador de um processo fisioldgico ou patoldgico®.

No contexto das vias moleculares relevantes para o prognoéstico e diagndstico
do GBM, destaca-se a mutacado no gene IDH1 como um fator crucial. Descoberta por
Yan et al. (2009), essa alteracdo geralmente envolve a substituicdo do aminoacido
Arginina pela Histidina na posicdo do cdédon 132. Esta unica mutagdo confere
caracteristicas genéticas e clinicas marcadamente distintas aos tumores mutantes
em comparagdo com os tumores do tipo selvagem. Nesse estudo seminal, foi
observado que pacientes com essa mutagdo apresentaram melhor prognostico do
que aqueles com genes IDH do tipo selvagem. Devido a localizagdo da mutagao ser
concentrada em um unico aminoacido (R132), o uso dessa alteragao genética
simplifica as abordagens diagndsticas e prognodsticas. Desse modo, a mutagao

desse gene usada para a atual classificacdo dos gliomas, segundo a OMS, é um



exemplo elucidativo do valor dos parametros moleculares como indicativos de
biomarcadores®’

Os biomarcadores oncolégicos podem ser encontrados primariamente em
tecidos tumorais. Diante disso, as biopsias liquidas surgem como alternativas
complementares ou substitutas com op¢des menos invasivas ao paciente. Isso se
explica devido ao fato de que a ressecgao tumoral € um processo cirurgico de risco
nao negligenciavel, principalmente ao que se diz respeito as neoplasias cerebrais,
visto a localizagdo em que o tumor se encontra: envolto por tecido nobre e sensivel.
Assim, a biopsia tecidual representa uma potencial ameaga a fungdo neurolégica
devido ao risco de lesdo ao longo do trajeto da pungao®.

Dessa forma, o acompanhamento longitudinal, que requer coletas repetidas,
apresenta-se como um desafio metodologicamente significativo, o que dificulta a
vigilancia da evolugéo clonal tumoral essencial para a medicina de precisdo. Logo, a
bidpsia liquida é considerada a abordagem mais recente e avangada para a
detecgao de biomarcadores relacionados ao progndéstico da doencga e a resposta ao
tratamento devido ao monitoramento minimamente invasivo®.

Essa técnica consiste em avaliar diversos componentes nos compartimentos
liquidos, que incluem vesiculas extracelulares (EVs) (exossomos, microvesiculas e
corpos apoptéticos), células tumorais circulantes (CTCs), DNA nuclear livre de
células (cfDNA), DNA tumoral circulante (ctDNA), RNA livre de células (cfRNA), RNA
Tumoral Circulante (ctRNA)*.

As EVs sao vesiculas de membrana lipidica unica secretadas por células em
todos os fluidos corporais®. Células do sistema nervoso central (SNC), como
neurdnios e ceélulas da glia, sdo conhecidas por liberar EVs no espago extracelular,
as quais podem ser identificadas por diversos métodos, incluindo por marcadores
especificos de superficie celular ou pela analise de seu conteudo molecular. As
células tumorais circulantes (CTCs) sao células que se desprendem do sitio primario
de tumores e entram na circulagdo sanguinea. Outro componente da bidpsia liquida
€ o DNA livre de células (cfDNA), que se refere a fragmentos de DNA de fita dupla
liberados por células nucleadas que circulam livremente na corrente sanguinea.
Dentro dessa classe geral, o DNA Tumoral Circulante (ctDNA) constitui o
subconjunto de fragmentos de DNA liberados especificamente pelas células

tumorais. O ctDNA é de particular interesse, pois reflete o perfil genético do tumor, e



a presenca de niveis elevados tem sido associada a progressdo da doenga,
indicando mutagdes génicas e perfis epigenéticos especificos®.

Da mesma forma, os RNAs livres de células (cfRNAs) englobam todas as
moléculas de RNA liberadas nos fluidos biologicos, sendo liberadas tanto por
secregcao passiva de células necroticas ou apoptdticas, quanto por secrecéo ativa
mediada por vesiculas membranosas. Essas moléculas incluem RNAs mensageiros
(mRNAs) e RNAs nao codificadores (ncRNAs), estes ultimos subdivididos em formas
pequenas (por exemplo, microRNAs, miRNAs) e longas (IncRNAs). Quando
provenientes de células malignas, esses RNAs séo classificados como RNA Tumoral
Circulante (ctRNA), abrangendo também mRNAs, miRNAs e IncRNAs de origem
tumoral®=*. Os miRNAs desempenham um papel crucial na regulacdo da expressao
génica e sao ativamente liberados no liquido cefalorraquidiano (LCR) e na corrente
sanguinea, atuando tanto como biomarcadores quanto como alvos terapéuticos no
glioblastoma (GBM), influenciando a tumorigénese e a progressdao do cancer?.
Enquanto, os RNAs longos ndo codificantes (IncRNA) desempenham papéis
importantes na proliferacdo e progressao tumoral, regulando a expressdo de
oncogenes, genes supressores de tumor e outros genes associados ao cancer por
meio de controle epigenético, assim como por meio de regulagédo transcricional,

pos-transcricional e translacional®.

1.5 RNAs Longos Nao Codificantes

Os IncRNAs sao transcritos de RNA nao codificadores de proteinas, com
comprimento superior a 200 nucleotideos. Estes desempenham papéis importantes
na proliferagdo e progressdo tumoral por meio da regulacdo da expressdo de
oncogenes, genes supressores tumorais e outros genes associados ao cancer, tanto
pelo controle epigenético quanto pela regulagéo transcricional, pés-transcricional e
traducional®.

Perfis moleculares abrangentes recentes em muitos tipos de cancer revelaram
mutagbes oncogénicas e expressdes aberrantes de genes codificadores de
proteinas. No entanto, como o genoma codificador representa menos de 2% de toda
a sequéncia de DNA e muitas mutagdes foram relatadas em sequéncias nao
codificantes, passou-se a entender que a desregulacdo de RNAs nao codificantes

pode afetar os fenétipos tumorais®’.
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Embora os IncRNAs constituam a maioria dos RNAs ndo codificantes no
transcriptoma humano, eles ainda permanecem entre as moléculas de RNA menos
bem caracterizadas, o que pode ser atribuido a uma combinacdo de fatores,
incluindo baixos niveis de expressdo, baixa conservacdo e alta especificidade
tecidual/celular®. A complexa biologia dos IncRNAs ainda dificulta prever o que
alteragdes em transdugdes de sinais acarretara em termos de fungdes bioldgicas
para as células, considerando sua atuagao em multiplos niveis de regulacéo génica.
Entretanto, ha um numero cada vez maior de estudos a respeito dos IncRNAs que
desempenham papéis regulatorios importantes e diversos, tanto em condigdes
fisiologicas quanto patoldgicas, incluindo a regulagdo negativa e positiva da
expressao génica. Nesse sentido, mecanismos moleculares recorrentes para
IncRNAs estdo sendo agora estudados e tecnologias emergentes estdo expandindo
a capacidade dos pesquisadores de anotar funcionalmente IncRNAs associados ao
cancer®,

A localizacio subcelular dessas moléculas esta intimamente associada as suas
fungbes, embora os fatores que determinem essa localizagdo ainda sejam
desconhecidos. De modo geral, os IncRNAs apresentam um padréo de localizagao
mais nuclear quando comparados aos mRNAs, apesar de grandes quantidades de
INcRNAs estarem localizadas no citoplasma. Essa localizagdo nuclear permite a
regulacdo da expressao génica através da modificacdo de cromatina e de
recrutamento de fatores de transcrigdo, formando uma estrutura de suporte
loci-especifico para essas moléculas regulatorias. Além disso, transcritos de RNA
recém-sintetizados no nucleo sédo processados por diferentes mecanismos, incluindo
splicing, poliadenilagcédo, adigcdo de cap $' e metilagdo. Durante esses processos, 0s
IncRNAs afetam o splicing de RNA e a estabilidade do mRNA®**. Ademais, os
IncRNAs interagem com outros tipos de moléculas de RNA nas células, como mRNA
e miRNA, e modulam sua estabilidade, traducdo e metabolismo.

Uma dessas interacbes pode ser exemplificada pelo efeito que os IncRNAs
exercem sobre os miRNAs, que € o chamado esponja de miRNA. Neste caso, os
IncRNAs citoplasmaticos com sitios de ligagdo para miRNAs interagem com essas
moléculas por meio de sequéncias-semente, isto €, pelo sequestro especifico de
sequéncias, que reduzem seu efeito regulatério sobre o mRNA alvo®’.

No contexto do cancer, os IncRNAs conseguem influenciar cada uma das

caracteristicas pontuais dos hallmarkes do cancer (descritas por Hanahan e
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Weinberg em 2000* e revisadas em 2011*"), que precedem e s&o cruciais para o
desenvolvimento de neoplasias com gendtipo e fendtipo de malignidade. Sob essa
otica, os IncRNAs, resumidamente, estdo presentes nos circuitos de amplificacédo e
proliferacédo, supressao, viabilidade e motilidade celular.

Um exemplo elucidativo em relagdo a motilidade celular, seria a
superexpressao de MALAT1, um IncRNA nuclear abundante e evolutivamente
conservado que foi associado a um alto risco de progressao metastatica em
pacientes com cancer de pulmio de células ndo pequenas em estagio inicial. A
deplecdo de MALAT1 em células desse carcinoma prejudica a motilidade celular in
vitro e a metastase em camundongos, sugerindo que a superexpressdo desse
INncRNA no céncer pode promover fenétipos de ganho de fungdo que nao séao

observados durante o desenvolvimento ou a homeostase de tecidos normais®°.

2.0BJETIVOS

Investigar e levantar evidéncias sobre a aplicagdo dos IncRNAs (long
noncoding RNAs - RNAs longos nao codificantes) como biomarcadores de
glioblastoma (GBM), no contexto da bidpsia liquida. Assim como descrever seus
mecanismos moleculares, de modo a ampliar novas perspectivas de diagndstico,

prognostico e possiveis tratamentos.

3.METODOLOGIA

O presente estudo foi desenvolvido por meio de uma revisao integrativa,
utilizando-se de uma sintese de conhecimento a partir da avaliagdo de estudos
prévios, com o objetivo de obter uma compreensdo abrangente acerca do tema
proposto e identificar diferentes perspectivas.

Apo6s a definicdo do tema, realizou-se uma busca sistematizada nas bases
PubMed, Scopus e Embase. Inicialmente, foi realizada uma pesquisa geral,
utilizando termos relacionados a IncRNAs como biomarcadores prognésticos em
glioblastoma, sem filtragem especifica para amostras circulantes. Para
operacionalizar a busca, os termos foram combinados por meio do operador
booleano AND, contemplando simultaneamente os seguintes aspectos: glioblastoma

(glioblastoma, GBM), long non-coding RNAs (long noncoding RNA, long non-coding
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RNA, IncRNA), e desfechos clinicos (prognosis, survival, overall survival,
progression-free survival, hazard ratio, outcome).

Os resultados dessa etapa foram entdo importados para o Mendeley,
permitindo a organizagao das referéncias e a remogéo de duplicatas.

Em seguida, foi realizada uma busca mais especifica, associando os mesmos
descritores e termos referentes a biomarcadores circulantes (circulating, blood,
plasma, serum, liquid biopsy), seguida do mesmo processo de consolidacdo de
duplicatas.

Para o recorte final, foram aplicados os seguintes critérios de incluséo e
exclusédo: (i) estudos conduzidos com adultos diagnosticados com GBM, com énfase
na maior relevancia epidemioldgica; (ii) analise de IncRNAs individuais ou painéis de
IncRNAs detectados em amostras de bidpsia liquida; (iii) artigos publicados a partir
de 2021, em conformidade com a classificaggo WHO CNS5; e (iv) publicagdes

disponiveis em portugués ou inglés.

Definigao do tema

l

Busca Sistematizada - Geral

Estratégia de Busca:
Glioblastoma AND IncRNA
AND Desfechos Clinices

Base de dados:Scopus,
Embase e PubMed —

Busca Sistematizada - Especifica

Base de dados:Scopus, Estratégia de Busca:
Embase e PubMed — | Termos iniciais + termos referentes
a biomarcadores circulantes

e o Andlise e selecao de - -
[ Definicdo dos critério de ] [ artigos conforme os J [ Elaborag&o da reviséo J

i g g e integrativa
incluséio exclusio critérios adotados g

Figura 2 - Fluxograma revisdo integrativa. Primeiro foi realizada uma busca sistematizada geral,
depois foi realizada uma busca especifica para biodpsias liquidas. Ambas etapas foram realizadas com
as bases de dados Scopus, Embase e Pubmed. Esses trabalhos,entdo, passaram por selecgao critica
para elaboracao da revisao integrativa.
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4 RESULTADOS

Os resultados da primeira etapa foram importados para o Mendeley. Apds essa
consolidagao, a biblioteca final passou a conter 279 artigos unicos, garantindo que
cada estudo fosse considerado apenas uma vez.

Observou-se que, quando a pesquisa foi realizada de forma geral, abrangendo
tanto bidpsias liquidas quanto amostras tumorais, os resultados foram
substancialmente numerosos. No entanto, ao refinar a busca para incluir
exclusivamente amostras circulantes, o numero de artigos reduziu-se
significativamente. Esse achado evidencia que poucos IncRNAs foram validados
como biomarcadores progndésticos em bidpsias liquidas, constituindo o foco central
do presente estudo, considerando o conforto do paciente e a viabilidade de
acompanhamento longitudinal proporcionados por essa abordagem.

Com a aplicagao dos filtros referentes as bidpsias liquidas, a busca resultou em
uma bibliografia final de 123 artigos. Apds aplicagdo dos critérios de inclusédo e
exclusao, 9 artigos foram selecionados para analise qualitativa aprofundada.
Desses, 3 estudos focaram especificamente na validacdo de IncRNAs como
biomarcadores em amostras de bidpsia liquida de pacientes com GBM e
constituiram o corpus principal para a discussao dos resultados. Entretanto, para
este presente estudo e considerando os critérios de inclusdo previamente
estabelecidos, foram encontrados apenas 2 estudos de fato dentro dos critérios e 1
de 2017 que foi considerado dada sua relevancia. O estudo de 2017 € uma pesquisa
completa que buscou caracterizar diversos IncCRNAs presentes em amostras
tumorais a fim de afunilar para os mais relevantes dentro do contexto de expressao
em amostras de soros de pacientes com GBM.

Os artigos excluidos nesta fase final ndo abordavam diretamente a detecc¢ao
de IncRNAs em amostras circulantes ou focavam em contextos tumorais distintos do

GBM.
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Tabela 1 - Principais IncRNAs investigados como biomarcadores liquidos no glioblastoma.

IncRNA Amostra Biolégica | Via Molecular/Mecanismo | Fungao/Associagao Estudo
Clinica
MALAT1 Soro Regula miR-203 — Resisténcia a (TM2); Chen et al., 2017
1 Timidilato Sintase (TS) baixa expressao em
respondedores
HOTAIR EVs Regula miR-526b-3p — 1 Resisténcia a TMZ; Wang et al., 2022
EVA1 proliferacédo e invasao;
pior progndstico
LINC00565 Soro Nao elucidada (estudo Biomarcador Amer et al., 2023
diagndstico) diagndstico (70%
sensibilidade, 100%
especificidade); pior
sobrevida
LINC00641 Soro N&o elucidada (estudo Biomarcador Amer et al., 2023
diagnostico) diagndstico (100%
sensibilidade, 93,3%
especificidade); pior
sobrevida global e livre
de progressao
SOX21-AS1 Exossomos (dados | Rede ceRNA (ndo Baixa expressao Doghish et al. (revisao)
in silico) totalmente elucidada) associada a pior
sobrevida
STEAP3-AS1 Exossomos (dados | Rede ceRNA (ndo Alta expresséao Doghish et al. (revisao)
in silico) totalmente elucidada) associada a pior
sobrevida
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5. DESENVOLVIMENTO

Revisbes sistematicas demonstram o potencial uso de IncRNAs como
marcadores prognosticos, especificando suas acgbes em vias moleculares
importantes para a tumorigénese. Com o0s avangos nas técnicas de biologia
molecular e sequenciamento (NGS), diversos tipos de IncRNAs, anteriormente
considerados como “matéria escura” ou “ruido da transcrigdo”, passaram a ser
reconhecidos como importantes reguladores da expressdao génica, do
remodelamento da cromatina, da memoria epigenética, do splicing de RNA e da
traducgao, entre outros processos moleculares*'.

Os IncRNAs regulam a expressado génica em multiplos niveis, modificam a
estrutura e a fungdo da cromatina, além de influenciar a transcricdo de genes
proximos e distantes. Também possuem o potencial de afetar o splicing, a
estabilidade do RNA e a sua tradugao. A producéo e a organizagao de organelas e
condensados nucleares também sao reguladas por IncRNAs. Ademais, eles regulam
a transcri¢do génica formando estruturas 3D de DNA, impedindo a ligagao de fatores
de transcrigdo ou atuando como “armadilhas” (decoy RNAs)*.

Essa multifuncionalidade os torna elementos-chave na fisiopatologia de
doengas complexas como o cancer e, consequentemente, alvos promissores para o
desenvolvimento de biomarcadores. Os IncRNAs, por serem frequentemente
expressos de maneira estavel e especifica tanto no tecido quanto no plasma e
outros fluidos corporais*, destacam-se como candidatos ideais como forma de
detecgdo nao invasiva em fluidos biolégicos e que, assim, possam ser um
instrumento de acompanhamento da evolug¢ao temporal do tumor.

Pesquisas a respeito dos IncRNAs focam nao apenas em como esse
biomarcador € capaz de detectar a presenga do tumor, como também modulam
diretamente vias moleculares ativas que estdo intimamente ligadas a progressao
tumoral (ex.: angiogénese, proliferacdo, invaséo)*. Por isso, estudos recentes e
revisados para discussao a seguir ilustram com precisdo como IncRNAs especificos
estdo intrinsecamente ligados a agressividade do GBM.

Dado o grande numero de tipos de IncRNAs em cérebros saudaveis e a
extensa heterogeneidade do tecido de GBM, é necessario considerar esses
transcritos ao avaliar a classificagdo da doencga, fazer progndsticos ou investigar sua

resposta a terapias experimentais. Estudos demonstraram uma ligagdo entre
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IncRNAs e muitos processos implicados na formacao e crescimento do GBM***. Os
INcRNA estdo envolvidos em: proliferagdo celular (MIAT), apoptose celular
(MALAT1), invasao celular (ATB), angiogénese (HULC), resposta a danos no DNA
(PCAT1), regulagéo do ciclo celular (CASC7), regulagdo do microambiente tumoral
(FAM66C), hipoxia (MIR210HG), permeabilidade da barreira hematoencefalica
(TUG1), progressao tumoral (TUNAR), recidiva (TALC), resisténcia a temozolomida
(ADAMTs9-AS2), resisténcia a radiacao (HMMR-AS1) e outros*.

Embora o recorte temporal estabelecido priorize publicagdes de 2021 a 2025,
em conformidade com a classificacgo WHO CNSS5, optou-se por incluir o estudo
seminal de Chen et al. (2017) por representar uma das primeiras € mais robustas
evidéncias de validacdo de IncRNAs (MALAT1) em amostras séricas de pacientes
com GBM, preenchendo uma lacuna critica na literatura sobre bidpsia liquida. Este
estudo teve como objetivo analisar células de GBM resistentes ao tratamento com
TMZ. Inicialmente, foram avaliados tecidos tumorais de pacientes sensiveis e
resistentes ao quimioterapico para identificar IncRNAs diferencialmente expressos. A
partir dessas analises, quatro INcRNAs apresentaram diferengas significativas entre
pacientes respondedores e nao respondedores, e foram validados por RT-qPCR.

Posteriormente, MALAT1 foi identificado como o IncRNA mais relevante apés
analise de 140 amostras séricas (70 respondedores e 70 nao respondedores),
também por RT-gPCR, mostrando-se significativamente desregulado, com
expressao drasticamente reduzida nos pacientes respondedores em comparacao
aos nao respondedores. Com base nesses achados, foram realizados estudos
funcionais para investigar o papel do MALAT1 na regulagdo de mecanismos que
influenciam a quimiorresisténcia em células de GBM*.

A partir do critério de estratificagdo (ponto de corte que oferece o melhor
equilibrio entre sensibilidade, 77,1% e especificidade, 65,7%) definido pela curva de
ROC (Curva Caracteristica de Operagcdo do Receptor), observou-se que o numero
de pacientes que responderam ao tratamento com TMZ foi significativamente maior
no grupo com baixa expressdo de MALAT1 em comparagdo ao grupo com alta
expressao®.

Para investigar os mecanismos moleculares, foram utilizados modelos
celulares parentais e resistentes a TMZ, induzidos por concentragdes crescentes do
farmaco. Observou-se que a expressdo de MALAT1 estava aumentada nas células

resistentes. Estudos in silico e ensaios de luciferase identificaram que MALAT1
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exerce seu efeito promovendo resisténcia a TMZ através da regulagado negativa de
miR-203 e da consequente promogao da expressao de TS (timidilato sintase). A
inibicdo de MALAT1 resultou na reversao parcial da resisténcia, aumentando a
sensibilidade das células ao quimioterapico. Esses achados indicam que a
superexpressdo de MALAT1 confere uma eficacia terapéutica significativamente
reduzida. Portanto, MALAT1 pode ser um potencial marcador progndéstico e alvo
terapéutico em pacientes com GBM*.

Um dos elementos amplamente estudados nesse contexto € o IncRNA HOX
transcript antisense RNA (HOTAIR). Wang et al. relataram que HOTAIR esta
positivamente regulado em células de glioblastoma (GBM) resistentes a
temozolomida (TMZ). Estudos iniciais evidenciaram que HOTAIR apresenta alta
expressao em tecidos clinicos, linhagens celulares e EVs (extracellular vesicles;
vesiculas extracelulares) de pacientes com GBM. Em analises diretas de amostras
de pacientes, verificou-se que HOTAIR esta significativamente elevado nos EVs
séricos de individuos com GBM (n=40) em comparagdo a controles saudaveis
(n=40)*.

Além disso, observou-se que EVs podem encapsular IncRNAs e transferi-los
para células tumorais receptoras. Nesse sentido, células de GBM co-cultivadas com
EVs séricos de pacientes apresentaram maior expressdo de HOTAIR do que
aquelas tratadas com EVs de individuos saudaveis. A expressao de HOTAIR
também se mostrou elevada em linhagens de células de GBM resistentes a TMZ,
obtidas a partir de células sensiveis expostas a concentracbes crescentes do
farmaco*® .

Investigagcbes mecanisticas revelaram que HOTAIR regula positivamente a
expressdo de EVA1 (epithelial V-like antigen 1) ao atuar como esponja molecular
para o miR-526b-3p, favorecendo a progressao tumoral e a resisténcia a TMZ. Este
estudo forneceu a primeira evidéncia de interagdo direta entre HOTAIR e
miR-526b-3p em células de GBM. Para validar o eixo proposto, EVs isolados do soro
de pacientes com GBM foram cocultivados com linhagens celulares, transferindo
HOTAIR e promovendo agressividade tumoral e resisténcia a quimioterapia®*.

O silenciamento de HOTAIR (sh-HOTAIR) resultou no aumento dos niveis de
miR-526b-3p e na reducdo da expressdo de EVA1, levando a supressdo da
proliferacéo, invasio e resisténcia a TMZ. Esses efeitos puderam ser revertidos pela

superexpressdao de EVA1 (oe-EVA1), confirmando que EVA1 atua a jusante de
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HOTAIR na via de sinalizagdo. Assim, os dados consolidam que HOTAIR funciona
como competitive endogenous RNA (ceRNA) para miR-526b-3p, promovendo a
regulacdo positiva de EVA1 e, consequentemente, a progressdo do GBM e a
aquisicao de resisténcia a quimioterapia*.

Além disso, evidenciou-se o papel dos EVs séricos contendo HOTAIR na
resisténcia tumoral a TMZ in vivo. Camundongos tratados com células expostas a
EVs séricos de GBM apresentaram aumento do volume e peso tumoral, bem como
maior expressao da proteina proliferativa Ki67, em comparagao com o grupo tratado
com EVs de individuos saudaveis. O silenciamento adicional de EVA1 produziu
efeitos opostos. RT-gPCR demonstrou maior expressao de HOTAIR e EVA1 e menor
nivel de miR-526b-3p nos tecidos tumorais de camundongos injetados com células
U251 co-cultivadas com EVs séricos de GBM*.

Como a redugdo direta de HOTAIR derivado do soro ndao € possivel,
realizou-se o knockdown in vivo da sua expressdao por meio de adenovirus
carregando sh-HOTAIR (Ad-sh-HOTAIR). A combinacdo de GBM-serum-EVs com
Ad-sh-HOTAIR foi capaz de reverter o efeito promotor dos EVs sobre a resisténcia a
TMZ em xenotransplantes de GBM. Esses achados demonstram de forma
consistente que HOTAIR, transportado pelos EVs séricos de GBM, promove

resisténcia a TMZ in vivo via o eixo miR-526b-3p/EVA1*.

Liberagéo de HOTAIR

'
das vesiculas
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miR-526b-3p ﬁ
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Figura 3. Mecanismo de agédo do IncRNA HOTAIR via biopsia liquida. EVs séricos de pacientes com
GBM entregam HOTAIR as células tumorais cultivadas por linhagem celular de GBM, onde atua como

RNA competitivo endégeno (ceRNA) sequestrando o miR-526b-3p, o que resulta na regulacao
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positiva de EVA1 e, consequentemente, na proliferagdo, invasdo e resisténcia a temozolamida.
Adaptado de Wang et al., 2022.

Em outro estudo prospectivo, dois IncRNAs foram investigados (IncR565 e
IncR641), através da técnica de qPCR para medir e quantificar os niveis de
expressdo no soro de pacientes com glioblastoma e em amostras de um grupo
controle saudavel. O IncR565 apresentou aumento significativo nos pacientes com
GBM em comparagdo ao grupo controle; além disso, revelou boa eficacia
diagndstica, com 97% de sensibilidade e especificidade absoluta. Esse resultado
indica que o IncR565 esta aberrantemente superexpresso em casos de GBM e pode
ser utilizado como marcador molecular liquido para diagnostico da doenga*’.

De forma semelhante, o IncR641 também apresentou aumento significativo
nos casos de GBM em comparagdo aos controles, com eficacia diagndstica de
sensibilidade absoluta e 93,3% de especificidade. Esses achados indicam a utilidade
do IncR641 como marcador molecular liquido que pode auxiliar no diagndstico do
GBM. Além disso, a média dos niveis de IncR565 apresentou aumento significativo
em pacientes com massa tumoral = 5 cm, indicando que ambos os IncRNAs podem
estar relacionados a agressividade tumoral®’.

A anadlise do padrdo de sobrevida mostrou que niveis mais elevados de
IncR565 e IncR641 apresentaram associagao significativa com pior PFS (Sobrevida
Livre de Progressdo) e OS (Sobrevida Global). Esses achados revelam o papel
relevante dos IncRNAs como marcadores de bidpsia liquida minimamente invasivos,
passiveis de serem utilizados como preditores prognodsticos®’.

Outros estudos identificaram trés INcCRNAs exossomais, HOTAIR, SOX21-AS1
e STEAP3-AS1, que se correlacionaram significativamente com o prognéstico de
sobrevida na rede ceRNA por meio de analises in silico. Analises adicionais de
sobrevivéncia confirmaram que a alta expressdao de HOTAIR e STEAP3-AS1 e a
baixa expressdo de SOX21-AS1 estdo associadas a uma baixa taxa de sobrevida
global (OS), indicando a capacidade preditiva potencial desses trés IncRNAs.
SOX21-AS1 também foi relatado como associado a multiplos canceres, apesar de
cada tipo de cancer apresentar caracteristicas moleculares e clinicas muito
diferentes entre si. STEAP3-AS1 é menos compreendido dentre os IncRNAs
analisados e s6 foi relatado como associado a baixa sobrevida em carcinoma
espinocelular de lingua*. Analises de regressao demonstraram alta consisténcia na
expressao dos trés INcRNAs entre exossomos e tecidos tumorais®.
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Além do HOTAIR, outros IncRNAs como o LINC01956 demonstram potencial
como candidatos para biépsia liquida, uma vez que sao secretados ativamente por
células tumorais em exossomos. O LINC01956 forma um complexo com a proteina
FUS e a B-catenina, o que leva a translocagao nuclear da 3-catenina, ativando assim
a via de sinalizagdo Wnt/B-catenina em células de glioma. A sinalizagédo
Wnt/B-catenina anormal desempenha um papel importante em diversas patologias,
especialmente em canceres humanos. A supressao da [(-catenina inibe multiplos
alvos oncogénicos em células de glioma humano. No presente estudo, foi revelado
que a reducdo da expressao de LINC01956 diminuiu a atividade da via
Whnt/B-catenina em células de glioma*.

Da mesma forma, o H19 atua como um IncRNA oncogénico no cancer ao
promover proliferagcao celular, invasao, metastase e quimiorresisténcia por meio de
diferentes mecanismos moleculares. Um de seus papéis-chave € como ceRNA,
esponjando miRNAs especificos para modular a expressao de genes-alvo. Assim,
emerge como um oncogene chave no GBM, regulando eixos como
H19/miR-19b-3p/SERPINE1“2, Embora estes ultimos, LINC01956 e H19, ainda
carecam de validacdo direta em amostras liquidas de pacientes, seus papéis
centrais na tumorigénese e a natureza do seu mecanismo de agao os tornam alvos
prioritarios para o desenvolvimento da proxima geragcdo de biomarcadores
circulantes.

Revisdes bibliograficas abrangentes, como a apresentada por Doghish et al.
(2025), sdo fundamentais para consolidar o conhecimento emergente sobre o papel
dos IncRNAs na patogénese do GBM. Este estudo sintetiza a regulagao exercida por
diversos INcCRNAs sobre vias de sinalizagdo cruciais para a progressao tumoral,
como a via da WNT/B-catenin, da TGF-B, da PTEN, da PISK/AKT, EGFR, da GSK3,
da JAK/STAT, da Notch e da P53 que fazem parte das seguintes vias celulares,
respectivamente: proliferagdo, apoptose, quimiorresisténcia (geralmente ao
quimioterapico TMZ), migragao/invasdo e da via da EMT (transicéo
epitelial-mesenquimal)?.

Embora ndo haja estudos clinicos translacionais de amostras de bidpsia
liquidas em pacientes com GBM, alguns exemplos de IncRNAs que atuam em cada
uma dessas vias e foram revisados por estudos anteriores, in vivo (camundongos),
in vitro ou em tecidos tumorais de pacientes sdo: NEAT1 (oncogénico,

superexpresso e ativa a via WNT/B-catenin); PVT1 (oncogénico, superexpresso e
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ativa a via da TGF-B); TUG1 (supressor tumoral, regulado negativamente e ativa a
via da PTEN); LINC01426 (oncogénico, superexpresso e ativa a via da PI3K/AKT);
CRNDE (elevado, mediado pela ativacdo da via de sinalizacdo do EGFR);
AC023115.3 (reduzido, via da miR-26a-GSK3B-Mcl1); PEG10 (oncogénico,
superexpresso, JAK/STAT); PIncRNA-1(oncogénico, superxpresso, via Notch); H19
(oncogénico, superexpresso, via P53). A revisao corrobora a premissa central deste
trabalho ao destacar o potencial dos IncRNAs como alvos terapéuticos e
biomarcadores no contexto do glioblastoma?.

Em relacdo aos dois estudos iniciais apontados, observa-se que ambos
convergem na pesquisa a respeito da analise de células resistentes ao tratamento
TMZ em consonancia com a observagao da atuagao dos IncRNAs como esponjas de
miRNAs envolvidos na via molecular avaliada. Esses trabalhos, portanto,
estabelecem um estudo prévio in silico dos IncRNAs relevantes e dos sitios de
atuacdo destes no contexto dos genes em que determinado miRNA atua,
convergindo para estudos in vitro de células sensiveis e resistentes ao TMZ**

Porém, no estudo de Wang et al.,, foram extraidas amostras de EVs de
pacientes com GBM e pacientes controle para observar a entrega desse INCRNAs in
vitro através das vesiculas exossomais em células de GBM, o que constitui uma
diferengca metodoldgica relevante, visto que exossomos oferecem aos INcCRNAs uma
protecdo contra a degradagao e podem representar um compartimento molecular
mais estavel para biomarcadores circulantes. Somada a essa diferenca
metodoldgica, ha a discrepancia em relagdo a casuistica, representada por uma
coorte de 40 pacientes com GBM e 40 amostras controle no estudo de Wang et al.
em comparagdo uma coorte mais robusta no trabalho de Chen et al. representada
por um numero amostral de 140 pacientes com GBM, sendo 70 responsivos ao
tratamento e 70 ndo responsivos.

Ademais, Wang et al. incluiram uma validagédo complementar in vivo que traz
uma robustez na analise de como o IncRNA responde dentro de uma rede complexa
e integrativa do organismo. Assim, camundongos foram tratados com células
expostas a EVs séricos de GBM para analise de resposta tumoral, sendo essa mais
proliferativa, tumorigénica e resistente ao TMZ.

Notavelmente, HOTAIR e MALAT1 atuam como ceRNAs ao realizarem o
sequestro de miRNas e, assim, regularem positivamente genes criticos no processo

de tumorigénese, 0 que sugere, que esse possivel padrdo de regulagéo
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pos-transcricional possa estar relacionado a um mecanismo de quimiorresisténcia de
GBM, abrindo caminhos a estudos para outros possiveis IncRNAs envolvidos nessa
pos-transcrigao.

Logo, um possivel estudo integrativo que combine esses IncRNAs ja
estudados, analisando a dindmica em conjunto no processo de quimiorresisténcia,
pode ser muito relevante e elucidativo. Em suma, ambos, além de possuirem um
valor prognostico em relagdo ao tratamento, podem também atuar como alvo
terapéutico, justificado pelo teste pré-clinico feito em Weng et al. e Chen et al. com
células de GBM resistentes e tratadas com knockdown desses InCRNAs,
demonstrando que foram capazes de reverter as resisténcias das células. Dessa
maneira, um tratamento com siRNA pode ser uma possivel alternativa para
pacientes n&o responsivos ao tratamento quimioterapico.

Coletivamente, esses IncRNAs (MALAT1 e HOTAIR), além de suas
importancias ja muito discutidas em estudos in silico, in vitro e em amostras tumorais
a respeito de sua agao oncogénica e quimiorresistente, emergem como potenciais
biomarcadores prognosticos de amostras liquidas no contexto de pacientes que
apresentam resisténcia ao tratamento quimioterapico TMZ. Apesar desses
resultados elucidativos e promissores, ainda ha a necessidade de estudos adicionais
e complementares que usem uma coorte maior de pacientes e usem essas
expressdes diferenciais de IncRNAs em mais contextos progndsticos além da
quimiorressisténcia ao TMZ.

Ja a expressao dos IncR565 e IncR641 por Amer et al. foi calculada
diretamente por gPCR, indicando a sua superexpressao em soro de pacientes com
GBM. Dessa forma, foram analisadas a sensibilidade e a especificidade desses
potenciais biomarcadores, com resultados promissores. Apesar dos promissores
resultados do poder diagnostico de LINC00565 (97% sensibilidade, 100%
especificidade) e LINCO00641 (100% sensibilidade, 93,3% especificidade), sua
implementagcdo na pratica clinica exigiria a padronizagao de métodos de deteccao
em biopsia liquida e a definicdo de pontos de corte validados em estudos coortes
multicéntricos. Embora os estudos de Wang et al. e Amer et al. demonstrem
resultados promissores, é importante reconhecer suas limitagbes inerentes ao uso
de coortes clinicas. O tamanho amostral reduzido (n=40 em ambos os estudos)

limita o poder estatistico e a generalizagdo dos achados.

23



Logo, conclui-se que urge a necessidade da transposi¢gdo dos outros varios
tipos de IncRNAs que participam de processos celulares importantes e que possuem
grande base tedrica para analise clinica e de bidpsias liquidas, da mesma maneira
feita nesses 3 estudos discutidos, porém em coortes maiores e em contextos mais
abrangentes e diferenciais de progndsticos, ndo apenas para identificagdo (como
feita no estudo de Amer et al.), de quimiorresisténcia (como nos de Wang et al. e

Chen et al.) e de agressividade tumoral (como feita por Wang et al.).

6.CONCLUSAO

Embora MALAT1, HOTAIR, LINC00565 e LINC00641 demonstrem potencial
como biomarcadores em bidpsia liquida, eles representam apenas uma fragdo dos
mais de 100 IncRNAs com base tedrica solida em estudos com tecidos tumorais que
aguardam validagao translacional. Neste cenario, a validagdo destes e de outros
IncRNAs em amostras de bidpsia liquida € uma etapa crucial para traduzir o
conhecimento do tecido tumoral para uma pratica clinica menos invasiva.

Nao obstante essa limitagdo, os achados desta revisdo ja elucidam muitos
caminhos para futuros estudos de IncRNAs no contexto de quimiorresisténcia,
diagndstico e prognéstico de pacientes com glioblastoma, como a identificagdo de
biomarcadores em amostras circulantes, a validagdo em biofluidos dos IncRNAs ja
estudados em tecido tumoral, e a confirmagdo em coortes mais amplas e
multicéntricas, com metodologias mais padronizadas.

Desse modo, investigar moléculas intimamente ligadas as vias moleculares
cruciais do GBM, como crescimento, proliferagcdo, apoptose e resisténcia, pode
trazer maior assertividade e conforto para os pacientes, que hoje dependem de um
meétodo invasivo e arriscado como a bidpsia tumoral. De acordo com os achados
desta revisdo, os RNAs longos néo codificantes (IncRNAs), por atuarem como
reguladores centrais desses processos celulares, emergem como candidatos ideais

para preencher essa lacuna clinica.
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