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Resumo

INTRODUCAO O carcinoma seroso de ovério (SOC) é o subtipo mais comum de cancer de
ovario (OC) e uma das principais causas de morte entre os tumores ginecologicos. A sua
natureza assintomatica leva ao diagnostico em estagios avancados (~75% dos casos), o que
resulta em um prognostico desfavoravel. Inicialmente, as pacientes respondem a
quimioterapia, contudo estima-se que 80% dos tumores avangados recidivam. Os RNAs
longos nao codificantes (IncRNAs) tém sido implicados na progressao e na resposta a terapia
de vérios tumores, incluindo o OC. OBJETIVOS Caracterizar a expressdo de IncRNAs e
investigar seu envolvimento na resposta a carboplatina em linhagens celulares de OC e
organoides derivados de SOC; e buscar alvos acionaveis por drogas epigenéticas (epi-drugs)
que possam interferir na resposta & quimioterapia. METODOS E PACIENTES Os
organoides derivados de tumor (TDOs) foram estabelecidos a partir de amostras de efusdes
malignas (efusdo pleural ou ascite) coletadas de 15 pacientes com SOC submetidas a
diferentes regimes terapéuticos. Dados de RNA-Seq dos TDOs, de sete amostras de tecido
ovariano normal e de linhagens de OC sensiveis e resistentes a carboplatina foram obtidos e
analisados. Estes dados foram comparados com dados externos de RNA-Seq de organoides
derivados de SOC, de amostras de SOC (The Cancer Genome Atlas) e de tecido ovariano
normal (The Genotype-Tissue Expression). Bancos de dados publicos foram consultados para
filtrar genes diferencialmente expressos envolvidos com a regulagdo epigenética e predizer
interacdes entre seus produtos. LncRNAs potencialmente envolvidos com a maquinaria
epigenética foram investigados e selecionados para ensaios funcionais utilizando as linhagens
celulares de OC resistentes a carboplatina. RESULTADOS Identificamos IncRNAs,
incluindo SNHG12 e MEG3, e genes codificadores de proteinas potencialmente envolvidos na
regulagdo epigenética diferencialmente expressos nas linhagens e nos TDOs. A expressao
anormal desses IncRNAs foi confirmada nos conjuntos de dados externos. Nas linhagens
resistentes, o aumento da resposta a carboplatina foi verificado apos o silenciamento de
SNHGI12. Além disso, ap6és o tratamento com a epi-drug decitabina, sozinha ou em
combina¢do com tazemetostate, as linhagens celulares e o TDO testados mostraram maior
sensibilidade a carboplatina e aumento dos niveis de expressdo de MEG3 nas linhagens
celulares. CONCLUSAO Identificamos IncRNAs desregulados no SOC que sdo capazes de

interagir com efetores epigenéticos e sao alvos promissores para reverter a quimiorresisténcia.



Abstract

BACKGROUND Serous ovarian carcinoma (SOC) is the most common subtype of ovarian
cancer (OC) and one of the leading causes of death among gynecological tumors. Its
asymptomatic nature leads to diagnosis at advanced stages (~75% of cases), which results in a
poor prognosis. Although patients are initially responsive to chemotherapy, it is estimated that
80% of advanced-stage tumors will recur. Long noncoding RNAs (IncRNAs) have been
implicated in progression and response to therapy in several tumor types, including OC.
OBJECTIVES To characterize the expression of IncRNAs, investigate their involvement with
carboplatin response in OC cell lines and SOC-derived organoids, and search for targets
actionable by epigenetic drugs (epi-drugs) that may interfere with SOC response to
chemotherapy. METHODS AND PATIENTS Tumor-derived organoids (TDOs) were
established from malignant effusions (pleural effusion and ascites) of 15 patients with SOC
undergoing different therapeutic regimens. RNA-Seq data from TDOs, seven normal ovarian
tissue samples, and carboplatin-resistant and -sensitive cell lines were obtained and analyzed.
The data was compared with external RNA-Seq data from SOC-derived organoids, SOC
samples (The Cancer Genome Atlas), and normal ovarian tissue samples (The Genotype Tissue
Expression). Public databases were used to filter differentially expressed genes involved in
epigenetic regulation and predict interactions between gene products. LncRNAs potentially
interacting with the epigenetic machinery were investigated and selected for functional assays
using carboplatin-resistant OC cell lines. RESULTS We identified IncRNAs, including
SNHG 12 and MEG3, and protein-coding genes involved in epigenetic regulation differentially
expressed in the cell lines and TDOs. The abnormal expression of these IncRNAs was
confirmed with the external datasets. In resistant cell lines, increased response to carboplatin
was observed following SNHG 12 knockdown. Furthermore, after treatment with the epi-drug
decitabine, alone or in combination with tazemetostat, the cell lines and one TDO demonstrated
enhanced sensitivity to carboplatin, and increased MEG3 expression in cell lines.
CONCLUSION We identified dysregulated IncRNAs in SOC that can interact with epigenetic

effectors and are promising targets for overcoming chemoresistance.
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1. Introducdo

1.1. O cancer de ovario

O cancer de ovario (OC, do inglés: Ovarian Cancer) ¢ um problema de saude global,
tendo acumulado 324.603 novos casos e 206.956 mortes em 2022 !. No Brasil, ocorreram 3.920
obitos por OC em 2020 e sdo esperados 7.310 novos casos para cada ano do tri€nio 2023-2025
2. 0 OC ocupa a oitava posi¢do dentre os tipos de cAncer mais incidentes entre mulheres,
excluindo-se o cancer de pele nio melanoma, no Brasil e no mundo 23, Apesar de nio ser o tipo
de neoplasia ginecoldgica mais comum, o OC ¢ frequentemente agravado pela associagdo com
a presenca de recidiva e quimiorresisténcia 4. O OC é diagnosticado em estdgios avangados em
aproximadamente 75% dos casos, em parte por ser assintomdtico ou apresentar sintomas
inespecificos no inicio da doenga, assim como pela propensdo a se disseminar na cavidade
peritoneal >, Além disso, ndo hd um método de screening efetivo que possa ser amplamente
adotado para o diagnéstico precoce. Neste contexto, ¢ possivel compreender por que o OC
corresponde ao segundo tipo de cancer ginecoldgico mais letal mundialmente, superado apenas
pelo cancer de colo uterino °.

O risco de desenvolver OC ¢ aumentado por fatores genéticos e hereditarios conhecidos,
como historico familiar de cancer de mama ou de ovario e mutagdes germinativas nos genes
BRCAI (BRCAI DNA repair-associated) e BRCA2 (3,6% e 3,3% dos casos, respectivamente)
ou em outros genes envolvidos na via de reparo por recombina¢do homologa . Entretanto,
outros fatores nao-hereditdrios podem influenciar as diferengas geograficas, étnicas e
socioecondmicas observadas na incidéncia da doenca ®. A taxa de incidéncia no Reino Unido é
uma das maiores registradas '. Na Inglaterra, aproximadamente 35% das mulheres

diagnosticadas sobrevivem 10 anos ou mais °. No entanto, quase metade dos casos de OC ¢é

detectada nos estagios I11 e IV %, No estagio mais avancado, a taxa de sobrevida em cinco anos
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cai para 16%, em oposicio a taxa de 94,5% quando o diagnostico ¢ feito no estagio I °. O
estudo clinico UKCTOCS (do inglés: UK Collaborative Clinical Trial of Ovarian Cancer
Screening), o mais recente e abrangente at¢ o momento, incluiu 202.638 mulheres britanicas
nio pertencentes ao grupo com risco elevado para desenvolver OC familiar ''. Entre essas
participantes, foi avaliada a influéncia de duas estratégias de screeening anual sobre a
mortalidade decorrente de OC, tubas uterinas ou peritonio. As lesdes malignas nesses trés sitios
primarios pouco diferem umas das outras quanto a apresentagao e ao tratamento e sdo agrupadas
sob os mesmos critérios de classificagdo !!. Um grupo de mulheres foi submetido apenas a
ultrassonografia transvaginal, enquanto no outro foi aplicada uma abordagem multimodal,
constituida por acompanhamento de variagdes nos niveis séricos do biomarcador CA125 (do
inglés: cancer antigen 125) ao longo do tempo e por exames de ultrassom como segunda linha.
Ao mesmo tempo em que uma maior quantidade de casos foi diagnosticada no estagio I em
ambos os grupos comparativamente ao grupo controle, ndo foi verificada reducao significativa
na mortalidade '!'. O marcador sérico CA125, codificado pelo gene MUCI6 (mucin 16, cell
surface associated), ¢ utilizado para monitorar as mulheres do grupo de alto risco de OC, assim
como a resposta a quimioterapia e o surgimento de recidiva. 80% dos tumores e 50% das
pacientes em estagios iniciais do OC expressam niveis aumentados dessa glicoproteina, o que
demonstra que sua especificidade e sensibilidade limitam seu uso como biomarcador individual
12 Dessa forma, ¢ essencial que sejam identificados novos marcadores que complementem as
estratégias existentes, possibilitando que o OC seja detectado precocemente, contribuindo para
a melhora no prognostico das pacientes. Contudo, essa busca ¢ dificultada por se tratar de uma
doenca complexa, caracterizada por heterogeneidade molecular, histolégica e clinica '°.

O OC nao ¢ considerado uma entidade tinica e pode ser classificado em diferentes
subtipos, de acordo com a origem celular (epitélio, estroma do corddo sexual, células

germinativas ou tipos celulares mistos) e aspectos histologicos . O cancer epitelial de ovario
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(H3K27me3), promovendo o silenciamento transcricional de RASSF1A4 3%3!. Os IncRNAs ainda
sdo capazes de interferir na metilagdo do DNA em células humanas ao recrutar ou inibir a agdo
de DNA metiltransferases e desmetilases. Um exemplo ¢ o IncRNA antisense TARID (TCF21
antisense RNA inducing promoter demethylation), que medeia a desmetilagdo do supressor
tumoral TCF21 (transcription factor 21), codificado pela fita sense do DNA *2. TARID se liga
ao promotor do seu gene-alvo e recruta a proteina GADDA45A (growth arrest and DNA damage-
inducible alpha), que, por sua vez, atrai a maquinaria de desmetilagdo do DNA para ativar a
transcri¢do de TCF21 *. As proteinas da familia TET (ten-eleven translocation), em especial,
sdo reconhecidas pelo seu papel como desmetilases em mamiferos; elas oxidam a 5-
metilcitosina (SmC) em 5-hidroximetilcitosina (5ShmC), que ¢ oxidada em 5-formilcitosina
(5fC) ou 5-carboxilcitosina (5caC). A maquinaria de reparo por excisao de base promove a
substitui¢ao de 5fC e 5caC por citosinas ndo modificadas por meio da excisao desses residuos

pela proteina TDG (thymine DNA glycosylase) e do reparo do sitio apirimidinico resultante 3.
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8. Conclusoes

A utilizagdo de bancos de dados publicos dedicados a IncRNAs para buscar transcritos
desregulados no OC permitiu a identificacdo de um conjunto de candidatos que interagem
com a maquinaria epigenética, como anteriormente sugerido por evidéncias experimentais
€ computacionais;

Com base nos resultados obtidos, verificamos que o IncRNA SNHGI2 contribui para a
modulacdo da resposta a carboplatina nas linhagens celulares de cancer de ovario estudadas;
Foi possivel estabelecer TDOs a partir de amostras de efusdes malignas de 15 pacientes
com SOC. Nesses modelos experimentais, identificamos a expressao diminuida do IncRNA
MEGS3, que foi confirmada em dados externos derivados de SOC;

Andlises usando bancos de dados permitiram predizer a interagdo de MEG3 com efetores
epigenéticos também diferencialmente expressos nos TDOs. Portanto, MEG3 esta
potencialmente implicado na regulagdo epigenética;

Apbs o tratamento de linhagens celulares resistentes a carboplatina com epi-drugs,
verificamos a resposta ao quimioterapico ¢ o aumento dos niveis de MEG3, sugerindo a

participagdo desse IncRNA na resposta ao tratamento dos carcinomas serosos de ovario.
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