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O carcinoma urotelial representa um dos tipos mais comuns de neoplasias urinarias,
apresentando altas taxas de recorréncia, agressividade e progressdo para doenca musculo-
invasiva. Devido a complexidade dos sistemas bioldgicos, pouco é conhecido sobre os
mecanismos moleculares responsaveis pelos carcinomas uroteliais. Nos ultimos anos, a
introducdo de novas ferramentas de bioinformatica permitiu identificar novas moléculas e
mecanismos implicados na carcinogenese. Neste estudo foram feitas duas abordagens com o
objetivo de identificar novos potenciais biomarcadores para tumores uroteliais de baixo e alto
graus. Inicialmente, a partir de dados de sequenciamento de RNA, foram avaliados os niveis
de expressédo génica e o perfil de splicing do mRNA em amostras tumorais obtidas do
biorrepositério da Faculdade de Medicina da USP (FMUSP). Os dados mostraram que 0S
tumores de baixo e alto graus, comparados com tecido saudavel de bexiga, apresentavam
alteracdo na expressdo em genes da via do TP53, e de splicing de mRNA de genes
relacionados a ciclo celular, adesdo, migracdo e processamento do RNA. Os tumores de alto
grau, comparados aos de baixo grau, apresentavam aumento da expressdo de genes
relacionados a quimiotaxia (GREM1, S100A12, NR4Al, IL6, CCL20, CXCL8, S100A9,
CXCL10, CXCL11 e CCL7) e a funcdes neuronais (EPHB2, CNTNAP2, KCNQ3, TENM2,
RDH12, DPF1, SHISA9, SLC30A3, MME e MSI1). Além disso, foram identificadas,
exclusivamente nos tumores de alto grau, moficacBes de splicing em fatores de transcri¢ao
(GAS5, RPL10, RPL13A e RPL37A), com potencial impacto na producdo proteica. Na
segunda abordagem, foi realizado estudo funcional refrente ao papel das proteinas de ligacéo
ao RNA (RBPs) na carcinogénese urotelial. Para isso, a partir de 405 casos de carcinomas
uroteliais obtidos do The Cancer Genome Atlas - TCGA (384 alto e 21 baixo grau), foram
mensurados 0s niveis de expressdo de genes relacionados a 1.542 RBPs. No total, foram
identificadas 236 RBPs com potencial atividade oncogénica nos tumores de alto grau, sendo

14 (NOCT, CELF2, ENDOU, EXO1, EZH2, IFIT2, MOV10L1, MSI, PEG10, PTRF, TERT,
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TRIM71, WARS e YBX2) associadas a pior progndstico, e selecionadas para o estudo
funcional. A validacdo dos niveis de expressdo dessas RBPs revelou que 8/14 (EXO, EZH2,
NOCT, TERT, MOV10L1, MSI1, WARS e YBX2) também apresentavam niveis de expressao
aumentados nas amostras tumorais obtidas do biorrepositério da FMUSP. A analise funcional
em trés linhagens celulares (UMUCS3, T24 e J82) mostrou que o silenciamento de cada gene
codificador das RBPs (total de 14) resultou na diminuicdo da proliferacdo e viabilidade
celular, e no aumento das taxas de apoptose. Especialmente o silenciamento do gene MSI1
(Musashi-1) mostrou forte impacto na viabilidade, proliferacdo, migracao e invasao celular e
apoptose, e também na diminuicdo da resisténcia celular a quimio e radioterapias (in vitro).
Além disso, a analise de sequenciamento de mRNAs apds o silenciamento do MSI1,
evidenciou alteracfes na expressdo de genes relacionados a diferenciacdo de células
epiteliais, via Wnt e quimiotaxia. A analise, por CLIP (Crooslinking Immunopreciptation)
dos alvos da musashi-1 mostrou que esta preferencialmente a se liga a regido 3’UTR e a
regides intronicas de mMRNAs relacionados a traducdo, processamento do RNA e as vias Wnt,
TP53, PDGF e CCKR. Em conjunto, as duas abordagens permitiram identificar um novo
painel de genes candidatos a biomarcadores e um novo alvo terapéutico (musashil) para

tumores uroteliais de alto grau.
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2. ABSTRACT
Urothelial carcinoma represents one of the most common types of urinary neoplasms, with

high rates of recurrence, aggressiveness and progression to invasive muscular disease. Due to
the complexity of the biological systems, little is known about the molecular mechanisms
responsible for urothelial carcinomas. In recent years, the increase of bioinformatics tools has
enabled the identification of new molecules and molecular mechanisms involved in
carcinogenesis. In this study, two approaches were conducted aiming to identify new
potential biomarkers for low and high grades urothelial tumors. Initially, data from RNA
sequencing showed the levels of gene expression and splicing profile for urothelial tumors
(low and high grades) and normal bladder tissues obtained from the biorepository of the
University of Sdo Paulo Medical School (FMUSP), Brazil. The gene expression profiling
demonstrated modulated expression in genes related to the TP53 pathway in both low and
high grade tumors. In addition, the splicing data showed that the preferentially affected genes
were those related to cell cycle, adhesion, migration and RNA processing. The high-grade
tumors presented increased expression of genes related to chemotaxis (GREM1, S100A12,
NR4A1, IL6, CCL20, CXCL8, S100A9, CXCL10, CXCL11 and CCL7) and neuronal functions
(EPHB2, CNTNAP2, KCNQ3, TENM2, RDH12, DPF1, SHISA9, SLC30A3, MME and MSI1).
Furthermore, splicing modification in transcriptional factors (GAS5, RPL10, RPL13A and
RPL37A) with potential impact on protein production were also identified, but, exclusively,
in high-grade tumors. In the second approach, a functional study was conducted aiming to
identify the role of RNA binding proteins (RBPs) in urothelial carcinogenesis. For this, the
expression genes related to 1,542 RBPs were measured from 405 cases of urothelial
carcinoma obtained from the TCGA (384 high and 21 low grade tumors). A total of 236
RBPs with oncogenic potential were identified in high-grade tumors, being 14 (NOCT,
CELF2, ENDOU, EXO1, EZH2, IFIT2, MOV10L1, MSI, PEG10, PTRF, TERT, TRIM71,

WARS and YBX2) also related to worse prognosis and, therefore, selected for the functional
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study. The RBPs expression validation showed that 8/14 (EXO, EZH2, NOCT, TERT,
MOV10L1, MSI1, WARS and YBX2) were also highly expressed in the tumors samples
obtained from FMUSP, Brazil. Functional analysis in three cell lines (UMUC3, T24, and J82)
showed that the silencing of each RBPs encoding gene (total of 14) resulted in decreased cell
proliferation and viability, and increased rates of apoptosis. The MSI1 (musashi-1
knockdown) demonstrated a strong impact on cell viability, proliferation, migration, invasion
and apoptosis, and also resulted in decreased resistance to in vitro chemo and radiotherapies.
Data from the RNA sequencing after MSI1 knockdown showed impact on the expression of
genes related to epithelial cell differentiation, Wnt-pathway and chemotaxis. The musashi-1
target analysis (by crosslinking immunoprecipitation- CLIP) showed that this RBP
preferentially bound to the 3'UTR and intronic regions of mRNA related to translation, RNA
processing and Wnt, TP53, PDGF,and CCKR pathways. Taken together, data from the two
approaches allowed the identification of new panel of candidate biomarkers, and a new

therapeutic target (musashil) for urothelial high-grade tumors.
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Manuscrito 1

Figure 1: Venn diagram of differentially mRNA expression and enriched GO terms (Revigo)
analysis . A) Comparison between tumor (Low and High grade) vs. normal bladder.
Overlaps were considered for events in the same direction. B) Up-regulated genes in tumor
are related to cell cycle, cell division and mitotic division. C) Up-regulated genes and the

TESPECTIVE GO BB M. ...ttt e et et e e e 43

Figure 2: Up-regulated genes in high grade tumor compared with low grade bladder tumor.
Purple symbols represent genes related to cell chemotaxis; orange symbols represent
neuronal genes; diamond symbols represent genes related with poor prognosis for bladder

cancer (PrognoSCaN AAtA). .. ......ouintiet ettt et et e 44

Figure 3: Venn diagram of splicing and enriched GO term (Revigo) analysis. A)
Comparison between tumors (low and high grades) vs. normal bladder; green is the number
of genes with splicing events; red represents number of splicing events. Overlaps were
considered for events in the same direction. B) Genes with splicing modification in tumors
(low and high grades) compared with normal bladder. C) Pathways of genes with splicing

INOAITICALION. . - ¢ . e e e e 46

Figure 4: Splicing modification in high grade compared with low grade bladder tumors. A)
Gene ontology pathway showing the strong association between genes with splicing
modification in high grade tumor and RNA processing and translation. B) Ribossomal protein
network with splicing events in high grade

BUMNIOT S . oot e e 47

Figure 1S: Up-regulated genes in tumors compared with normal bladder. Green symbols
represents genes related to DNA replication; Purple represent genes related to cell cycle; Grey
represents related to cell cycle, DNA replication, chromosome segregation and cell

division...55

Figure 2S: RNA-seq read coverage of RPL10 for a control sample from bladder, low grade
and high grade tumors. Shaded boxes mark introns that are most frequently retained in high
grade tumors. #Exon that encodes a START codon. *Intron retained inside of open ready

frames encodes NEW STOP COUON. ...ttt 55
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Manuscrito 2

Figure 1. Study design. Differentially expressed RNA binding protein (RBP) genes in high-
grade vs. low-grade tumors. The RBPs were evaluated regarding their association with poor
prognosis. Their functional impact on bladder tumor was assayed by a set of functional

ASSAYS . et ettt ettt 70
Figure 2. mRNA levels of 14 RNA binding proteins in bladder tumor samples from Brazil..71

Figure 3. Functional results for the UMUCS3 cell line. A) Proliferation assay showed reduced
proliferation in MSI1 knockdown cells (compared with siControl). Pictures 1 and 2 represent
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3UTR 3" untranslated region
S'UTR 5" untranslated regio
A3SS Alternative 3'Splice Site
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BC Bladder Cancer
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HNSC head and neck squamous cell carcinoma
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IMP3 Insulin-like growth factor 2 mRNA-binding protein 3
IMP3 U3 small nucleolar ribonucleoprotein protein IMP3
IR Intron Retention

ISUP Sociedade internacional de urologia e patologia
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KCNQ3 Potassium voltage-gated channel subfamily KQT member 3
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LGG low grade glioma
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InNcRNA RNA longo néo codificante

LRP Leucine-responsive regulatory protein

LUAD lung adenocarcinoma

LUSC lung squamous cell carcinoma

MIiRNAS MicroRNAs

MME Macrophage metalloelastase

MOV10L1 RNA helicase Mov10I11

MRNA RNA mensageiro

MSI1 RNA-binding protein Musashi homolog 1

MVAC Metrotrexato, Vinblastina, Doxorrubicina e Cisplatina
MYBL2 Myb-related protein B

NFE2 Transcription factor NF-E2 45 kDa subunit

NHUCs Células uroteliais humanas normais

NOCT Nocturnin

NR4A1 Nuclear receptor subfamily 4 group A member 1
NRAS GTPase NRas

ov ovarian serous cystadenocarcinoma

p53 Proteina p53

PBS Phosphate buffered saline

PCR2 Polycomb repressive complex2

[Pyruvate dehydrogenase (acetyl-transferring)] kinase isozyme 1,
PDK1 mitochondrial

PL Pancreatic triacylglycerol lipase
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RNA integrity number
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Ribossomal Protein

60S ribosomal protein L10

60S ribosomal protein L13a

60S ribosomal protein L37a
RNA-recognition motif

Reverse transcription quantitative polymerase chain reaction
Protein S100-A12

Protein S100-A8

Protein S100-A9

Splicing Alternativo

sodium dodecyl sulfate—polyacrylamide gel electrophoresis)
Skkipped exon

Plasminogen activator inhibitor 1
Protein shisa-9

RNA pequeno de interferéncia

Small interferénce RNA Target

Zinc transporter 3

Mothers against decapentaplegic homolog 3
RNA nuclear pequeno

Sphingosine kinase 1

The Cancer Genome Atlas

Teneurin-2

Telomerase reverse transcriptase
Tumor, node, metastase

Cellular tumor antigen p53

Urothelial Cell Carcinoma

uterine corpus endometrioid
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Organizacdo Mundial de Saude
Wingles int

Y-box-binding protein 2

zinc-binding domains
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6. REVISAO DA LITERATURA

6.1 Consideracoes gerais

Atualmente, o cancer é a segunda principal causa de morte no mundo, acometendo
cerca de 8 milhGes de habitantes por ano. O cancer de bexiga, ou carcinoma urotelial,
representa a quinta neoplasia mais comum em homens e a décima terceira entre as mulheres,
sendo 12.918 novos casos previstos para o ano de 2020 no Brasil (Figura 1A). No mundo, a
neoplasia de bexiga representa a nona mais comum e a décima terceira causa de morte por
cancer, sendo estimados 535.316 novos casos e aproximadamente 205.024 obitos para 0 ano
de 2020 (Figura 1 B) (1). Além disso, para um futuro proximo, é estimado o dobro de novos
casos e mortes causadas por essa neoplasia, fendmeno explicado pelo aumento da expectativa
de vida da populacdo mundial (2). Aproximadamente metade dos casos de cancer de bexiga é
causada pelo tabagismo (3); outros fatores etiolégicos incluem o uso prolongado de
analgésicos do tipo fenacetina, a exposi¢do ao antineoplasico ciclofosfamida e o consumo de
alimentos e 4gua contaminada com arsénico (4-6).

Os carcinomas de células transicionais (CCTs) de bexiga correspondem a 90% dos
tumores malignos nesse Orgdo e podem apresentar-se como pequenas papilas ou lesbes
extensivamente invasivas. Os demais tipos de carcinomas sao representados pelos carcinomas
de células escamosas (7%), pelos adenocarcinomas (2%) e pelos sarcomas (<1%) (7).
Histopatologicamente, os carcinomas de células transicionais de bexiga sdo classificados pela
extensdo do tumor primério (estadiamento) e pelo grau de diferenciagdo histolégica, podendo
ser tumor papilar, carcinoma in situ (CIS), tumor musculo-invasivo, doenca avancada e

doenca metastatica (8).
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Figura 1: Estimativa de incidéncia e mortalidade por cancer de bexiga para os proximos 20
anos, de acordo com levantamento realizado pelo Globocan
(http://globocan.iarc.fr/Pages/burden_sel.aspx ). A) Incidéncia e mortalidade no Brasil; B)
Incidéncia e mortalidade no mundo.

Os CCTs sdo superficiais quando atingem, no maximo, a lamina propria do epitélio
vesical (TA e T1), e profundos, quando invadem a camada muscular superficial e profunda
(T2), tecido perivesical (T3) e tecido adiposo (T4) [Figura 2-Adaptado de (9)]. A principal
caracteristica clinica dos tumores vesicais ndo invasivos é o seu alto indice de recorréncia,
com indiferenciacdo progressiva e aumento da agressividade (9). Apesar da alta taxa de
recorréncia, esses tumores tém baixa taxa de progressdo para doenca musculo-invasiva (10%-
20%) e uma pequena propor¢do progride para alto grau. Por outro lado, 20% dos pacientes
tém cancer de bexiga musculo-invasivo que se desenvolve a partir de lesdes displasicas de
alto grau e carcinomas in situ, com comportamento agressivo e altas taxas de progressao e

metéstases. A taxa de sobrevida de cinco anos para estes pacientes é de 50% (7).
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Figura 2: Estadiamento TNM (tumour, node, metastasis) dos tumores de bexiga (Cancer
Research UK, adaptado). A direita, a nova classificacdo dos tumores de bexiga de acordo

com a WHO (Organizacdo Mundial de Saude) e ISUP (International Society of Urology and
Pathology) (10).

Conhecer o estagio da doenca é fundamental para o estabelecimento da estratégia de
tratamento para o cancer de bexiga. Diferentes tipos de tratamento estdo disponiveis,
incluindo cirurgia, terapia bioldgica, radioterapia e quimioterapia. Os procedimentos
cirargicos periodicos para a resseccdo do tumor tornam o cancer de bexiga uma doenca
altamente moérbida. Os pacientes submetidos a tais procedimentos sdo considerados grupo de
risco para o desenvolvimento neopldsico de novo e sdo também mais susceptiveis a
recorréncias, possivelmente devido a instabilidade genética urotelial (11-13). Além da
cirurgia, a radioterapia e a quimioterapia sdo também utilizadas para este tipo de cancer.
Kotwal et al. (14) observaram que o indice de sobrevivéncia entre os pacientes com tumores
invasivos submetidos a radioterapia é equivalente ao daqueles submetidos a cistectomia,
porém com a vantagem da preservacdo do 6rgdo. No caso da quimioterapia, sdo varios 0s
protocolos utilizados, e envolvem combinagdes de drogas como metrotrexato, vinblastina,

doxorrubicina e cisplatina (protocolo conhecido como MVAC) e também a combinacdo de
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gencitabina e cisplatina. Os sinais primarios da acdo desses farmacos séo alteragdes no DNA
que podem resultar em blogqueio na progressdo do ciclo celular e apoptose, e respostas
essenciais para a manutencao da integridade genética da célula normal. A terapia com BCG
(Bacillus Calmette Guérin) tem também apresentado resultados promissores como tratamento
adjuvante para pacientes com riscos intermediario e alto para tumor de bexiga superficial
(15), mostrando reduzir a taxa de recorréncia e o risco de progressao para doenca musculo-
invasiva (16).

Estudos recentes mostram que o0s carcinomas uroteliais apresentam como
caracteristicas alteracGes genéticas heterogénicas, sem um evento patognomoénico (17,18).
Aproximadamente, 80% dos tumores uroteliais de baixo grau apresentam mutacdes de ponto
no gene FGFR3 (19), sendo, essas, um dos principais eventos genéticos subjacentes a
tumorigénese urotelial (20). Mutagdes no gene FGFR3 podem ativar a via RAS-MPAK e
fosfolipases Cy (PL Cy), levando ao aumento da sobrevivéncia e proliferacdo de células
uroteliais humanas normais (NHUCSs) (21). Em alguns casos de carcinoma urotelial ocorre a
exacerbacdo dessas vias, mesmo sem mutaces de ponto no gene FGFR3 (22). Entretanto,
devido a complexidade do mecanismo de regulagéo, os niveis de expressdo do FGFR3 ndo o
configuram como bom marcador de prognostico para o carcinoma urotelial (23). No caso dos
tumores de alto grau, estes apresentam uma série de alteracdes genéticas e epigenéticas como,
por exemplo, a inativagdo dos genes TP53, RB1 e CDKNZ2, as quais estdo associadas a pior
prognostico (19-22). Recentemente, o0 TCGA (The Cancer Genome Atlas) demonstrou a
presenca de mutacdo no gene TP53 em 49% dos tumores uroteliais de alto grau, e que
aproximadamente 76% apresentavam inativacdo na funcdo da p53 devido ao aumento da
expressdo do gene MDM2 (antagonista do TP53) (28). Modifica¢bes na via do retinoblastoma
(RB1) representam outro importante evento nos tumores invasivos de alto grau. A

amplificacdo e superexpressdo do E2F3, o qual € normalmente reprimido pelo RB1, tém sido
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associadas a perda da funcdo do RB1 em tumores de alto grau e relacionadas ao aumento da
proliferacdo celular em linhagens uroteliais normais (29, 30). Em conjunto, o TP53 e 0 RB1
representam importantes vias em tumores de alto grau, atuando na progressdo do ciclo e
sobrevivéncia celular (31).

6.2. Fatores epigenéticos associados a carcinogenése

Nos Ultimos anos, os sequenciamentos em larga escala do genoma revelaram novos
fatores genéticos e epigenéticos associados a carcinogenése, como por exemplo,
modificagdes pds-transcricionais resultantes de alteragdes em processos de splicing

alternativo de RNAm, RNAs longos nédo codificantes e proteinas de ligagdo ao RNA.

6.2.1 Splicing alternativo de RNA mensageiro (mMRNA)

O processo de splicing possibilita que um mesmo gene codifique diferentes
proteinas com diferentes funcdes (32). O splicing, inicialmente considerado um mecanismo
de controle de expressdo restrito a algumas dezenas de genes de mamiferos, atualmente é
visto como fundamental na interface transcricdo/traducao, regulando cerca de 95% dos genes,
e levando a modificacdo da cromatina e transducdo de sinal (33). O splicing é executado pelo
spliceossoma (complexo ribonucleoproteico que reconhece cada local de juncdo de uma
sequéncia consenso) (34) e pode ocorrer de duas maneiras: splicing constitutivo e splicing
alternativo. O splicing constitutivo consiste na retirada de todos os introns e uni&o de todos os
éxons que compdem o pré-mRNA. Por outro lado, no splicing alternativo ocorre a retirada
dos introns e a ligacdo de diferentes combinacdes de éxons, resultando em varias formas de

MRNA maduro (Figura 3) (35).

27



pré-RNAm RNAmM maduro

A Iy mm — e

R — R —
, wr N‘-‘“’,"
[ Exon | |
intron C —
- - - -Eventos de splicing T
D m—(—— 13— » N TN
B 1T
g C1—1{1 1—| | — ] —
F CF—T—++{ —_— E—

Figura 3: Principais formas de splicing de RNAm: A - splicing constitutivo; B - salto de
éxons; C - éxons mutuamente exclusivos; D - sitios 5' doadores de splicing alternativo; E -
sitios 3' receptores de splicing alternativo; F - retencdo de intron.

MutacBGes em sequéncias regulatorias que afetam o splicing alternativo sdo causas
comuns de doenga hereditaria humana e céncer. Isoformas especificas de splicing podem
também contribuir para resisténcia a terapia, diagnostico e prognostico de diferentes tipos
tumorais (36). Recentes estudos sugerem que o splicing alternativo (SA) aberrante € um
mecanismo molecular que pode levar ao desenvolvimento do cancer (36,37). A mutacdo no
gene U2AF1, importante no processo de splicing, foi descrito em adenocarcinoma de pulmao
e leucemia mieldide (LM) (38); o SA do gene FGFR2, que resulta na alteracdo das isoformas
I1lb para llic, foi associado a transformacdo maligna em cancer de prostata (39); eventos de
SA em MLH (mutl homolog 1) e membros da via Wnt (Wingless int) foram relacionados ao

desenvolvimento do cancer de colon (40,41).
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6.2.2 RNAs longos nédo codificantes (INcCRNA)

Os RNAs longos nédo codificantes (INcRNA), possuem mais de 200 nucleotideos e
sdo classificados de acordo com seu tamanho, funcéo e localizagdo génica (42). Inicialmente,
os IncRNA eram considerados como produtos secundarios da transcricdo, sem nenhuma
funcdo bioldgica. Entretanto, nos ultimos anos, centenas de estudos demonstraram que 0S
IncRNA séo capazes de interagir com moléculas de DNA, RNA e com fatores de transcrigéo,
participando de varios processos bioldgicos, como metilacdo do DNA, modificacdes de
histonas e remodelamento da cromatina, resultando na regulacdo positiva ou negativa de
genes alvos (43). Alguns IncRNAs podem também atuar como “esponjas” de microRNAS
(miRNA), afetando a expressdo dessas moléculas (44), ou como reguladores pds-
transcricionais, influenciando o processo de splicing alternativo de RNAmM precursores,
precursores de pequenos RNAs, estabilizadores de RNAmM (45) e, ainda, como moléculas
sinalizadoras com especificidade tecidual (46) (Fig. 4).

H& estudos que mostram a interacdo entre INCRNA e proteinas de ligacdo ao RNA,
como o polycomb repressive complex 2 (PRC2) que compete com proteinas de ligacdo ao
RNA de genes alvos ou miRNAs, modificando a estrutura do RNAm (47,48). Como
consequéncia dessas modificagdes ocorre a desregulacdo de importantes processos celulares
relacionados a carcinogénese, como proliferacdo celular, apoptose, migracdo e invasao
celular (49,50). O aumento da expressdo do INcRNA UCAL (urothelial cancer associated-1),
normalmente expresso em tecidos embriogénicos, tem sido relacionado a génese dos
carcinomas uroteliais (51). Além desse, a expressao do MALAT1 (metastasis associated lung
cancer), inicialmente indicado como biomarcador de metéstases de cancer de pulméo de
células pequenas, tem sido também associada ao estadiamento tumoral e metastase dos
tumores uroteliais (52). Estudos recentes mostraram que o0 aumento de expressdo do

MALAT1 em culturas de células de carcinoma urotelial resultou no aumento de
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sobrevivéncia celular, proliferagdo, migracdo e promogdo do epitélio mesenquimal de
transicdo por meio da ativacdo da via Wnt, sugerindo que esse InCRNA pode estar
relacionado a motilidade celular, favorecendo a metastase (52,53). O LINC00092, € outro
IncRNA ja relacionado ao carcinoma urotelial e cuja expressao aumentada, juntamente com
0 aumento da ativacio do regulador central de glicolise aer6bica (vias

PTEN/PIBK/AKT/mTOR), pode contribuir para 0 metabolismo tumoral e proliferacao celular

(54).
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Figura 4. IncRNA contibui para alguns hallmarks do cancer (adaptado de Hanagan &
Weinberg, 2011 (55)). Exemplos de IncRNA e seus respectivos alvos moleculares ou
gendmicos relacionados a importantes efeitos na carcinogénese: proliferacdo, supressao do
crescimento, motilidade, imortalidade, angiogénesis e viabilidade.

Além de atuar em diversos processos carcinogénicos, alguns IncRNAs foram
descritos como também desempenhando papel importante na resisténcia a quimioterapia. Em
cancer de mama, o aumento da expressdao do IncRNA-ARA foi associado a resisténcia ao

antineoplasico adriamicina (56), enquanto o aumento do INCRNA-ATB a trastuzumab (57). A
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expressdo do INcCRNA-ODRUL em linhagens celulares de osteosarcoma resultou no aumento
da resisténcia ao tratamento com a doxorrubicina (58). Particularmente em carcinomas
uroteliais, até o momento foi descrita apenas a relacdo entre 0 aumento da expressao do

INcRNA-UCAL e a resisténcia a cisplatina (59).

6.3 Proteinas de ligacdo ao RNA (RBPs) e cancer

Entre os fatores que podem estar envolvidos no desenvolvimento, recorréncia ou
resisténcia dos tumores de bexiga as terapias conhecidas, destacam-se aqueles que atuam em
nivel pods-transcricional, como as proteinas de ligacdo ao RNA (RNA binding proteins,
RBPs). As RBPs desempenham suas fungdes por meio da ligacdo ao RNAm, abrangendo as
regides 5’UTRs, sequéncias de codificagdo e regides 3’UTRs. Suas funcgdes regulatorias
podem ser positivas (ativadores) ou negativas (repressores), dependendo da proteina, do
RNAmM ou do contexto biol6gico (60). As RBPs atuam nos processos de splicing,
poliadenilacdo, estabilidade, degradacéo e transporte de RNAs e traducédo (Figura 5) (61,62).

Estudos recentes mostram que a maioria das RBPs tem estruturas modulares e sdo
compostas por multiplas repeticdes de apenas alguns dominios que se combinam em arranjos
diferentes para criar superficies versateis de ligacdo ao RNA (63). Essa arquitetura permite
que essas proteinas se liguem ao RNA com maior especificidade e afinidade do que os
dominios individuais. Além disso, multiplas copias dos dominios de ligagdo ao RNA séo
combinadas a outros dominios enzimaticos ou efetores, permitindo que as RBPs tenham
outras funcdes além daquela de reconhecer o alvo, 0 RNAm (64). Os principais dominios de
ligacdo a0 RNA sdo classificados em: RNA-recognition motif (RRM), repeat proteins,
Pumilio repeats (PUF), pentatricopeptide repeat (PPR), hnRNP K homology (KH) domains,
zinc-binding domains (ZnF) e double-stranded RNA-binding motifs (dsRBD) (64). A
principio, esses diferentes dominios, com diferentes estruturas e/ou especificidade, como 0s

dsRBDs e RRMs, poderiam ser combinados para aumentar a afinidade e especificidade de
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ligagdo ao RNA, contribuindo, assim, para a producdo de proteinas caracteristicas de cada
tipo ou estado da célula. De fato, essa estratégia molecular aumenta as sequéncias de RNA
alvos utilizando limitado repertorio de dominios estruturais (64).

As RBPs vém sendo amplamente estudadas devido suas fungdes na regulacdo da
expressao génica. O envolvimento de algumas RBPs na oncogénese e na progressdo tumoral
tem sido observado em diversos tipos de cancer. Em relagdo aos tumores de bexiga, Boman
et al. (65) mostraram que a perda de expressdo de RBM3 (RNA-binding motif protein 3) esta
associada a tumores clinicamente mais agressivos, sendo este gene um potencial biomarcador
para estratificacdo do tratamento. Além disso, tem sido sugerido que altos niveis da proteina
IMP3 (insulin-like growth factor mRNA-binding protein 3) em pacientes com cancer de
bexiga podem indicar alto risco de progressao da doenca e, consequentemente, a necessidade

de uma terapia mais intensiva.
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