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RESUMO

O processo de fucosilacdo, regulado pelas o-L-fucosiltransferases e o-L-fucosidases,
demonstra variacdes em seu perfil no cancer de mama. Essas variacdes estdo frequentemente
associadas ao desenvolvimento tumoral. Os miRNAs desempenham um mecanismo bioldgico
importante na regulacido da expressao génica no cancer. Nosso objetivo foi avaliar a expressao
dos genes FUT1, FUT3, FUTS, FUCAI e HIF1A no cancer de mama e predizer os principais
miRNAs reguladores das suas expressdes, bem como predizer as principais vias de
sinalizacdo associadas a estes miRNAs. A expressdo génica foi avaliada por dados publicos
de microarranjo, obtidos do Whithead Institute. Foi utilizado o programa miRWalker 2.0, para
predicdo de miRNAs com potencial de regulagdo dos genes alvos na posi¢ao 3’UTR do
RNAm. Em seguida, feita selecio de miRNAs e anotacdo funcional dos genes alvos.
Constatamos que FUT8 é mais expresso que as demais FUTs em tumores receptor de
estrogeno e de progesterona positivo e negativo (RE/RP), no cancer de mama triplo negativo
(CMTN) e no carcinoma ductal de mama (CD). A expressao de FUT1 € maior em CMTN do
que em amostras RE/RP (4). FUT3 € mais expressa em CMTN e amostras RE/RP (-) do que
RE/RP (+). A expressdao do gene FUCA1 supera FUT1, FUT3 e FUT8 no CD, porém ndo é
diferente de FUT8 no CMTN e nos tumores de mama RE/RP (+) e (-). A expressdao de
FUCAI1 estd aumentada em relacdo a FUT1 e FUT3 em todas as situagdes analisadas. A
expressao do gene HIF1A estd aumentado no CMTN, CD, nos tumores de mama RE/RP (+) e
(-) quando comparado aos demais genes alvo. Nossos resultados revelam que os miRNAs has-
miR-181b-5p e has-miR-181d-5p sdo potenciais reguladores da expressdo de FUTI1 e
FUCA1; os miRNAs hsa-miR-449a e hsa-miR-34a-5p s@o potenciais reguladores da
expressao de FUT1 e FUTS, respectivamente; e o hsa-miR-519b-5p € potencial regulador da
expressao de FUT3, ja o hsa-miR-519b-3p € candidato para regulacdo da expressdo de
HIF1A. A maioria dos genes alvos preditos para os miRNAs selecionados sdo potenciais
reguladores, das vias de sinalizagio MAPK, HER2, TGFp, Wnt, p53 e Notch. Com base em
nossos resultados, concluimos que os miRNAs selecionados sdo candidatos a regulacao
negativa da expressao de proteinas das vias de fucosilacdo e hip6xia no cancer de mama, bem
como de importantes vias de sinalizacao associadas a carcinogénese e progressao tumoral.

Palavras-chave: Cancer de mama. Fucosiltransferases. Glicobiologia. Regulagdo génica



ABSTRACT

The fucosylation process, regulated by a-L-fucosyltransferases and a-L-fucosidases, shows
variations in its profile in breast cancer. These variations are often associated with tumor
development. The miRNAs play an important biological mechanism in the regulation of gene
expression in cancer. Our goal was to evaluate the expression of the FUT1, FUT3, FUTS,
FUCAT1 and HIF1A genes in breast cancer and to predict the main regulating miRNAs of their
expressions, as well as to predict the main signaling pathways associated with these miRNAs.
Gene expression was evaluated using public microarray data obtained from Whithead
Institute. The miRWalker 2.0 program was used to predict miRNAs with potential to regulate
target genes in the 3'UTR position of the mRNA. Then, miRNAs were selected and functional
annotation of the target genes. We found that FUT8 is more expressed than other FUTs in
Estrogen Receptor and positive and negative progesterone (ER / PR) tumors, in triple negative
breast cancer (TNBC) and in ductal breast carcinoma (DC). FUT1 expression is higher in
TNBC than ER / PR (+) samples. FUT3 is more expressed in TNBC and ER / PR (-) samples
than ER / PR (+). The expression of the FUCA1 gene overcome FUT1, FUT3 and FUTS in
DC, however it is not different from FUTS in TNBC and in ER / PR (+) and (-) breast tumors.
The expression of FUCAI is increased regarding to FUT1 and FUT3 in all situations
analyzed. The expression of the HIF1A gene is increased in TNBC, DC, in breast tumors ER /
PR (+) and (-) when compared to the other target genes. Our results reveal that the miRNAs
has-miR-181b-5p and has-miR-181d-5p are potential regulators of FUT1 and FUCAI
expression; hsa-miR-449a and hsa-miR-34a-5p miRNAs are potential regulators of FUT1 and
FUTS8 expression, respectively; and hsa-miR-519b-5p is a potential regulator of FUT3
expression, while hsa-miR-519b-3p is a candidate for regulation of HIF1A expression. Most
of the target genes predicted for the selected miRNAs are potential regulators of the MAPK,
HER2, TGFB, Wnt, p53 and Notch signaling pathways. Based on our results, we conclude
that the selected miRNAs are candidates for negative regulation of protein expression in the
fucosylation and hypoxia pathways in breast cancer, as well as important signaling pathways

associated with carcinogenesis and tumor progression.

Keywords: Breast cancer. Fucosyltranferases. Glycobiology. Gene regulation
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1 INTRODUCAO

O perfil de glicosilagdo nas células neopladsicas demonstra variagdes na expressao de
glicanos em diferentes linhagens celulares, bem como em diferentes estigios do
desenvolvimento tumoral, essas variagdes estdo relacionadas ao aumento de caracteristicas de
malignidade e a carcinogénese (MEANY et al., 2011). Neste trabalho destacamos o perfil de
fucosilacdo no cancer de mama, onde a expressdo das enzimas envolvidas na sintese e
degradacdo de glicanos fucosilados sofrem significativas variagdes nas células neopldsicas
(BLANAS et al., 2018; MENG et al., 2017). Compreender a regulacdo do perfil de expressao
de glicanos fucosilados presentes nas células neopldsicas, pode contribuir para o
entendimento dos mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos na malignidade tumoral.

O perfil de fucosilagio celular € regulado principalmente pelas enzimas
fucosiltransferases (FUT1-10 e POFUT1-2), que adicionam residuos de fucose a glicanos, e
pelas fucosidases (FUCA1-2) que removem residuos de fucose de glicanos (BLANAS et al.,
2018; WANG et al., 2001; VRIES et al., 2001). Diversos estudos t€m demonstrado que as
fucosiltransferases e as fucosidases desempenham funcdo em processos de migracdo, invasao,
proliferacdo e desdiferenciacdo celular, estando também associadas ao desenvolvimento de
metdstases e progndsticos reservados em cancer de mama (KAWALI et al., 2013; BREIMAN
et al., 2016; YANG et al., 2017). Aqui, destacamos as enzimas FUT1, FUT3, FUTS e
FUCA1l, com atividades al,2-fucosiltransferase, al,3/4-fucosiltransferase, al,6-
fucosiltransferase e o-L-fucosidase, respectivamente, capazes de influenciar o perfil de
fucosilagdo celular no cancer de mama (ZHANG et al., 2008; BREIMAN et al., 2016; YANG
etal.,2017; CHENG et al., 2015).

Tumores soélidos estdo frequentemente submetidos a hipdxia e privagdo de nutrientes
devido a uma irrigacdo vascular deficiente, especialmente nas regides centrais do tumor
(PARK et al., 2017). Contudo, a hipdéxia tem sido descrita como uma aliada no
desenvolvimento de caracteristicas de malignidade tumoral (JOSEPH et al., 2018; GILKES et
al., 2014). Algumas destas caracteristicas, como o aumento da multiplicacdo celular, invasdo
vascular, resisténcia a quimioterapia e radioterapia, sdo atribuidas a expressdo alterada de
glicanos, como consequéncia do aumento da expressao de HIF1A, uma subunidade do fator
induzivel de hipoxia, HIF (Hypoxia-Inducible Factors), que regula a expressdo de diversos

genes durante a hipdxia, ou até mesmo em alguns tumores em normoxia, como no cancer
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cervical e neuroblastomas (ALBUQUERQUE et al., 2018; JONES et al., 2018; GREIJER et
al., 2005; SILVA et al., 2017; LEE et al., 2015; CIMMINO et al., 2019).

Os miRNAs sdo constituidos por curtas sequéncias de acidos ribonucleicos, capazes
de interagir com o0 RNAm e inibir sua tradu¢do (IORIO et al., 2018; BARTEL, 2004). Os
miRNAs tém sido relacionados com a regulacdo de inumeros genes envolvidos com os
processos de carcinogénese e desenvolvimento tumoral, inclusive no cancer de mama (IORIO
et al., 2018; MCGUIRE et al., 2015). Alguns miRNAs foram descritos como reguladores da
expressao de FUTs, proporcionando aumento de adesdo e migracdo celular e crescimento
celular (LIU et al., 2019; ZHENG et al., 2017; BERNARDI et al., 2013).

A oncogé€nese e a progressdao tumoral sdo reguladas por alteragdes genéticas e
epigenéticas que garantem as células neopldsicas vantagens adaptativas sobre mecanismos
que controlam sua sobrevivéncia, favorecendo a proliferacido celular exacerbada e evitando
sua senescéncia e mortalidade. As alteragdes genéticas e epigenéticas mencionadas estdo, na
maioria das vezes, associadas a desvios em redes de sinaliza¢do que regulam processos que
alimentam a progressdo tumoral e a oncogénese (SEVER, BRUGGE, 2015). Ha inumeras
vias de sinalizacdo associadas ao céncer, neste trabalho, focaremos nas vias de sinalizacdo
relacionadas a MAPK, Wnt, p53, TGFp, Notch e HER2, por terem se destacado na anotacao
funcional dos genes alvos do miRNAs preditos neste trabalho.

A luz destes conhecimentos, concluimos que a investigacdo da fun¢io dos miRNAs,
no tocante a regulacdo de proteinas relacionadas as vias de fucosilac@o e hipdxia no cancer de
mama, desponta como uma abordagem para a compreensdo da biologia tumoral e
desenvolvimento de recursos que auxiliem no tratamento, diagndstico e progndstico de
neoplasias mamadrias. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a expressdo das
fucosiltransferases FUT1, FUT3 e FUTS, da fucosidase FUCAT1 e do gene HIF1A, no cancer
de mama, e predizer os miRNAs com maior potencial para regular a expressao dos
respectivos genes, além de predizer as principais vias de sinalizacdo celular reguladas por

estes miRNAs.
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1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo Geral

Avaliar a expressao de FUT1, FUT3, FUTS, FUCA1 e HIF1A no cancer de mama e
predizer os miRNAs com maior potencial para regular a expressao dos respectivos genes, e

predizer também as principais vias de sinalizac@o celular reguladas por estes miRNAs.

1.1.2 Objetivos Especificos

= Analisar o perfil de expressdo das fucosiltransferases, FUCA1 e HIF1A (genes
alvo) em Carcinomas Ductais de mama (CD);

= Analisar a expressdo das fucosiltransferases de acordo com o grau de
desenvolvimento tumoral (1, 2 € 3) em CD;

= Analisar o perfil de expressio dos genes alvo de acordo com caracteristicas
moleculares (RE, RP e HER2) em linhagens tumorais de mama;

» Identificar, in silico, candidatos a miRNAs, relacionados a hipdxia, reguladores
das vias de fucosilacdo no cancer de mama;

= Identificar as vias de sinalizagdo celular afetadas pelos miRNAs selecionados

como reguladores dos genes alvo.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Fucosiltransferases e Fucosidases no Cancer

As fucosiltransferases (FUTs) sdo enzimas que catalisam a adi¢ao de um residuo de L-
fucose, através de uma molécula de GDP-B-L-fucose, a outros glicidios, e em alguns casos,
como fazem as O-fucosiltransferases, catalisam a adi¢do de fucose a um grupo hidroxil de
uma serina ou treonina (MYOSHI, MORIWAKI, NAKAGAWA; 2008; WANG et al., 2001;
VRIES et al., 2001). Existem um total de 12 fucosiltransferases humanas com atividades de
fucosilagdo de residuos de galactose ou N-acetilglicosamina nas posi¢oes al,2 (FUT1, FUT2),
al,3 (FUT3 a FUT7 e FUT9 a FUTI11), al,4 (FUT3, FUTS) e al,6 (FUTS), além disso a
POFUT1, uma O-fucosiltransferase, catalisa a fucosilacio de residuos de grupos hidroxil
serina (BLANAS et al., 2018).

As fucosiltransferases demonstram exercer papel fundamental no desenvolvimento de
caracteristicas de malignidade no cancer, como aumento de invasdo vascular, proliferacdo,
migracdo e desdiferenciacdo celular (KAWALI et al., 2013; BREIMAN et al., 2016; YANG et
al., 2017). Neste trabalho, iremos destacar a regulacdo da expressao de FUT1, FUT3 e FUTS
no cancer de mama.

No tocante a expressao das fucosiltransferases, foi constatado que a subexpressio de
FUT1 no cancer de mama, inibe o crescimento do tumor (ZHANG er al., 2008) e em
linhagens celulares com superexpressao de HER2, diminui a proliferacdo celular (KAWALI et
al., 2013). O silenciamento do gene FUT1 nas células de cancer de mama estd associado a
diminui¢do da atividade do mTORCI1, uma proteina quinase serina/treonina, associada ao
crescimento, proliferacdo e sobrevivéncia celular, sendo também um conhecido supressor da
autofagia (TAN et al., 2016). Como consequéncia da diminui¢do da expressao de FUT1 e da
atividade de mTORCI, observa-se um aumento na formacao e degradagcdo do autofagossomo,
acompanhadas de um aumento na fusao autofagossomo-lisossomo (TAN et al., 2016).

Em células de cancer de mama submetidas a tratamento com TGFp, a expressiao de
FUT3 ¢ regulada negativamente durante a transicao epitelial para mesenquimal (EMT), um
evento relacionado a desdiferenciacdo celular, que promove aumento da invasdo celular e
potencial metastatico do cancer, entretanto a expressdo do FUT3 € parcialmente restaurada
quando o tratamento com TGFp ¢ descontinuado (BREIMAN et al., 2016). Por outro lado, a

expressao de FUT1 e FUT3 € ausente em células que superexpressam o protooncogene Kras
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ou o fator de transcricio SNAIL, um importante indutor de EMT, com papel importante na
sobrevivéncia celular, e também associado a metdastases, recorréncia tumoral e progndstico
reservado (BREIMAN et al., 2016). Além disso, FUT3 induz a sintese de antigenos de Syalil
Lewis X (sLe*), resultando em maior adesdo celular as E-selectinas, mecanismo pelo qual
FUTS3 e o antigeno mencionado estdo associados a invasdo vascular (BARTHEL et al., 2009).
No Carcinoma Ductal Invasivo da Mama (CDI) foi relatada uma baixa frequéncia de
expressao de FUT3 (NASCIMENTO et al., 2015), posteriormente corroborada por Carrascal
e colaboradores que demonstraram que FUT3 e FUT7 ndo estdo expressos no CDI
(CARRASCAL et al., 2018).

A ol,6-fucosilacdo ¢ realizada por uma fucosiltransferase unica, a ol-6FucT,
codificada pelo gene FUTS, esse padrdo de fucosilacio mostrou ser importante para a
progressdo do tumor e esta associado a caracteristicas de malignidade e progndstico reservado
(WANG et al., 2014; AGRAWAL et al., 2017; YANG et al., 2017). No cancer de mama, a
regulacdo negativa ou o bloqueio da expressao de FUTS reduz a stemness, uma caracteristica
das células-tronco associadas a auto-renovacgao, proliferacdo ilimitada e diferenciagdo celular,
além disso, a subexpressdo de FUT8 também reduz a EMT através da via de sinalizagdo Wnt /
B-catenina (YANG et al., 2017). Foi demonstrado também que ha um aumento da expressao
de FUTS, induzida por TGF-B1, durante a EMT, sugerindo que a expressao do FUTS8 seja
regulada por E-caderina, B-catenina e LEF-1, durante a EMT (CHEN et al., 2013). Por
conseguinte, concluimos que a expressdao de FUTS8, assim como de FUT1 e FUT3, estdo
associados a caracteristicas que conferem as células neoplasica vantagens adaptativas, que por
sua vez favorecem a progressao tumoral, conferindo ao cancer agressividade.

A respeito do mecanismo de equilibrio na sintese de glicanos fucosilados,
antagonicamente as fucosiltransferases temos as alpha-L-fucosidases que promovem a
retirada da L-fucose dos glicanos fucosilados. Existem apenas duas isoenzimas com esta
atividade, a o-L-fucosidase 1 (tecidual) e a a-L-fucosidase 2 (plasmadtica), codificadas,
respectivamente, pelos genes FUCA1 e FUCA2 (EIBERG, MOHR, NIELSEN, 1984;
TSUCHIDA et al., 2017).

A alfa-1-fucosidase 1 € uma enzima lisossomal que remove residuos de L-fucose
terminal presentes nas cadeias de oligossacarideos de glicoconjugados. As alfa-L-fucosidases,
em mamiferos, sdo multimetros de subunidades glicoproteicas com atividade ideal em valores
de pH 4cidos (JOHNSON, ALHADEFF, 1991). A respeito de sua expressdo no cancer de
mama, foi demonstrado que se encontra diminuida em células de linhagem tumoral do tipo

Triplo Negativo e do subtipo HER2+, RE-, RP- (BONIN et al., 2018). Foi demonstrado ainda
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que a expressdo desta enzima aumenta a sobrevida de pacientes com cincer de mama do tipo
Luminal B LN+, e sua baixa expressdo estd envolvida com o desenvolvimento de recidivas e
acometimentos linfonodais (BONIN et al., 2018).

A expressdo de glicanos fucosilados, bem como das fucosiltransferases e fucosidases
podem ser regulados por diversos fatores, como hipdxia, expressdao de miRNAs, e distirbios
em redes de sinalizacio e transdugdo de sinal celular (BELO et al., 2015; LIU et al., 2019;
WANG et al., 2014). Portanto, compreender os mecanismos de regulacdo que influenciam no
perfil de fucosilagdo celular desponta como uma abordagem promissora na busca de

biomarcadores e estratégias terap€uticas no cancer.

2.2 O Ambiente Tumoral Hipéxico e HIF-1a

Na maioria dos tumores sélidos, é frequente a constatacio de regides com aporte
sanguineo deficiente, devido ao crescimento descontrolado de células e formagdo vascular
desorganizada (HAYASHI et al., 2019). Esta situacdo favorece condi¢des de privacdo de
nutrientes e oxigénio paras as células neopldsicas, entretanto, apesar desta situacdo parecer
desfavoravel ao desenvolvimento celular, a hipéxia tem demonstrado estar associada a ganhos
de caracteristicas, como crescimento exacerbado e imortalizacido celular, que favorecem o
desenvolvimento tumoral, demonstrando uma capacidade adaptativa do tumor a situacdes de
estresse (HAYASHI er al., 2019).

O HIF-1-0, ¢ uma subunidade proteica que se associa a uma subunidade HIF-1-3 para
formar o fator de transcri¢ido heterodimérico induzivel por hipéxia 1 (HIF-1) (HOGENESCH
et al., 1997). Em condi¢des de normoxia, o gene HIFTA € subexpresso na maioria das células
humanas, no entanto, sob condi¢des de hipdxia, a expressdo de HIFI1A ¢ significativamente
aumentada (MINET et al. 1999). O HIF1A € entdo o principal regulador da transcri¢do da
resposta celular e de desenvolvimento a hipoxia. A degradacdo da proteina HIF-1-a €
regulada pela via dependente de oxigénio (Fig.1), enquanto a sua expressdo € regulada pela
via independente de oxigénio (Fig.2), (SEMENZA, 2000, TORRES et al., 2017). O dimero
HIF-1 induz a transcri¢do de mais de 60 genes, incluindo VEGEF e eritropoietina, envolvidos
em processos biologicos como angiogé€nese e eritropoiese, que auxiliam na promocdo e
aumento da oferta de oxigénio para regides hipoxicas, além disso, induz a expressdo de
GLUT-1 para aumentar o fluxo de glicose para a célula, a fim de fornecer energia via

fermentacgdo latica (SEMENZA, 2003; MAH et al., 2012, NDUBUIZU et al., 2010).
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Figura 1. Degrada¢ao do HIF-1-a na via dependente de oxigénio. Sob condi¢des de norméxia, HIF-1-
o ¢ hidroxilado por prolil-hidroxilases dependentes de oxigé€nio (PHD), levando a formacdo de um
complexo com o fator de von Hippel Lindau (VHL); por sua vez, esse complexo se liga a ubiquitina
(Ub) e é subsequentemente degradado pelo proteassoma. Fonte: TORRES et al., 2017.
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Figura 2. Sintese do HIF-1-a na via independente de oxigénio. Sob condig¢des hipdxicas, a enzima
PHD via inativa e HIF-1a ¢é estabilizado e fosforilado pelo MAPK, em seguida, HIF-1a se transloca
para o nicleo e liga-se a subunidade HIF-1f, formando o complexo HIF-1. Esse complexo, por meio
do HRE (Hypoxia-Response Element), se liga a sequéncia de DNA especifica 5’TAGCGTGH3’
presente nas regides promotoras dos vdrios genes para sua subsequente ativagdo. Fonte: TORRES et

al., 2017.
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O HIF1A pode ser ativado de forma independente da hipdxia, € mesmo em estado de
normoxia, a c€lula demonstra um mimetismo molecular da condi¢cdo de hipdxia, este
fendmeno é denominado de pseudo-hipdxia, e foi descrito pela primeira vez em estudos sobre
diabetes (WILLIAMSON et al., 1993), contudo esta situagdo tem se mostrado comum no
cancer (HAYASHI et al., 2019).

Diversos fatores estimulam a expressao e a sinalizacao de HIF1A, como a producdo de
EROs (Espécies Reativas de Oxigénio), produzidos em excesso em situacdes de hipdxia,
porém foi demonstrado que mesmo em situacdes de normoxia as EROs podem estabilizar a
proteina HIF-1oo (GUZY et al., 2005; MOVAFAGH et al., 2015). Foi proposto que a
regulaciio de HIF-1a frente a produgio de EROs pode estar associada 2 oxidacdo do Fe**, um
cofator da PDH (Prolil-hidroxilases dependentes de oxigénio), responsavel pela hidroxilacao
de HIF-1q, iniciando o processo de degradagdo desta proteina (GERALD et al., 2004).

Alguns oncometabélitos gerados pelo Ciclo do Acido Tricarboxilico (CAT) também
estdo associados a expressao e sinalizacdo de HIF1A (POLLARD et al., 2005). O actimulo de
succinato e fumarato, devido a mutacdes nos genes codificadores da succinato-desidrogenase
(SDH) e da fumarato-hidratase (FH), respectivamente, estdao associados com a diminuic¢ao de
niveis de a-cetoglutarato, um metabdlito que funciona como cofator da enzima PHD e FIH1
(Fator Inibidor de HIF-1a), que participam da degradacdo de HIF1A (PAN et al., 2005).
Mutacdes em SDH e FH foram descritas em feocromocitoma, carcinoma de células renais e
paraganglioma, e a funcdo alterada destas enzimas estdo relacionadas com o aumento da
expressao de HIF1A, devido ao aumento de succinato e fumarato, que resulta em diminuicao
de a-cetoglutarato, resultando em menor atividade das enzimas PHD e FIH1 (BAYSAL et al.,
2000; RUSTIN et al., 2003; TOMLINSON et al., 2002; POLLARD et al., 2003). O acimulo
de 2-hridroxiglutarato, também produzido no CAT, associado a mutacdes na isocitrato
desidrogenase 1 e 2 (IDH), diminui a atividade de PHD e FIH1 devido a competi¢do com o a-
cetoglutarato pelo sitio catalitico dessas enzimas, favorecendo entdo o aumento na expressao
de HIF1A (XU et al., 2011; KOIVUNEN et al., 2012).

Além dos oncometabdlitos gerados no CAT, o lactato, gerado a partir da fermentagao
latica, estimulada pela hipoxia e / ou pelo efeito Warburg, nas células neoplasicas, pode
induzir a inibi¢do da ativagdo de HIF1A por PHD (LU ez al., 2002; SONVEAUX et al.,
2012). Também foi relatado que o piruvato induz condi¢des pseudo-hipoxicas (JUNG et al.,

2011).



23

Fatores epigenéticos como perfil de metilacdo de DNA, acetilacdo de histonas e dedos
de zinco e a expressdo de alguns miRNAs também interferem na expressao da protéina HIF-
la ou podem ser afetados por ela (NIU et al., 2018; CHEN et al., 2018; CRUEZIRO et al.,
2018). Wang e colaboradores (2014) propuseram uma regulacdo via retroalimentacao
negativa entre 0 miRNA-210 e o HIF-10, uma vez que este miRNA ¢ diretamente regulado
pelo HIF-1a, ao mesmo tempo que o gene HIFIA foi identificado com alvo do miR-210.
Além disso, foi descrito que HIF1A reprime a expressdao do miRNA-34a, enquanto a proteina
pS3 aumenta, este estudo revela que expressdo desse miRNA no cancer colorretal impede a
ativacdo da proteina STAT3 pela inibi¢do da expressao de PPP1R11, prevenindo o EMT e
metastases (LI et al., 2017). Também foi revelado que 0 miRNA-199a-5p tem como alvo o
gene HIF1A, e sua expressio em hemangioma induz apoptose e inibe proliferacdo celular,
através da regulacdo de HIF1A (WANG et al., 2018).

E notdvel que a proteina HIF-1a seja um fator importante na regulacio da expressdo
de diversos genes associados ao desenvolvimento de caracteristicas tumorais agressivas,
incluindo a influéncia no perfil de glicosilagdo celular (PEIXOTO et al., 2016). A
superexpressdo de HIF-1a em células de cancer pancredtico, suprimiu a expressdao dos genes
FUT1 e FUT2, regulando negativamente a expressao de glicanos al,2- fucosilados (BELO et
al., 2015). Portanto, compreender a regulacdo deste gene pode gerar respostas valiosas acerca

da variacdo no perfil de expressao de glicanos fucosilados em células tumorais.

2.3 Os miRNAs no Cancer

MicroRNAs (miRNAs) sdo pequenos RNAs endogenos, com em média 22
nucleotideos, que se hibridizam ao RNAm bloqueando sua tradu¢do (IORIO et al., 2018;
BARTEL, 2004). O processo de biogénese de miRNAs se inicia com a sintese de um
transcrito primdrio denominado pri-miRNA, constituido por uma longa sequéncia de
nucleotideos (aproximadamente 1Kb), contento estruturas do tipo stem-loop, que resultam em
sequéncias maduras de miRNAs (LEE et al., 2002). Além disso, os pri-miRNAs possuem
fitas simples tanto nas extremidades 5’ quanto 3’ (HA, KIM, 2014; WINTER et al., 2009). O
processo de maturagao se inicia entdo no nicleo da célula, com a RNase nuclear III, Drosha,
cortando as estruturas stem-loop e liberando pequenos miRNAs em forma de hairpin, agora
denominados pré-miRNAs, com em média 65 pares de bases (LEE et al., 2003). Em seguida,

este pré-miRNA € exportado para o citoplasma pela proteina Exportina 5 (EXP5), que forma
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um complexo com a proteina nuclear de ligacdo ao GTP (RAN-GTPase) e o pré-miRNA
(ZHENG et al., 2004). Uma vez no citoplasma, o pré-miRNA € clivado pela Dicer, resultando
em um pequeno miRNA, que serd incorporado a proteina argonauta para formar o complexo
de silenciamento induzido por RNA (RISC — do inglés — RNA-induced silencing complex), a
fita ndo incorporada a proteinas argonautas sdo posteriormente degradadas (HUTVAGNER et
al., 2001; KETTING et al., 2001). Todo o processo de biogénese e maturagdo dos miRNAs

estd esquematizado na figura 3.

Figura 3. Processo de biogénese e maturagdo de miRNAs. O pri-miRNA € sintetizado no nicleo
celular, e clivado pelo complexo Drosha-DGCRS8 gerando o pré-miRNA, que em é exportado para o
citoplasma através do complexo Exportina-5-RAN-GTP. No citoplasma, o pré-miRNA ¢ clivado pelo
complexo Dicer-TRBP e incorporado a proteinas argonautas como miRNA maduros. Adaptado de:
(WINTER et al., 2009).
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Como mencionado, os miRNAs maduros se associam a proteinas argonautas
formando um complexo de silenciamento (RISC), podendo este se anelar ao RNAm,
desestabilizando ou reprimindo a sua tradug¢do (FRIEDMAN et al., 2018). O sitio de interagdo
do miRNA ao RNAm é denominado seed (nucleotideos 2-7), uma regidao heptamétrica bem

conservada, situada na regido 5° do miRNA, este sitio se anela principalmente a regido 3’
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UTR do RNAm, que correspondem a regides bem conservadas na maioria dos mamiferos

(Fig.4) (FRIEDMAN et al., 2018).

Figura 4. Tipos de sitio de ligacdo canonicas entre miRNA e RNAm. ORF = Open Reading Frame,
sequéncia de DNA entre um cédon de inicio e um cédon de parada. Seed = regido do miRNA que
interage com o0 RNAm. Poly (A) = cauda poli A dos RNAm. Sitio offset 6mer = correspondéncia exata
do RNAm para as posi¢des 3-7 do miRNA maduro. Sitio 6mer = correspondéncia exata do RNAm
para as posicdoes 2-7 do miRNA maduro, sem ser seguida por uma adenina. Sitio 7mer-Al =
correspondéncia exata do RNAm as posi¢cdes 2-7 do miRNA maduro, seguida por uma adenina. Sitio
7mer-m8 = correspondéncia exata do RNAm para as posi¢des 2-8 do miRNA maduro (seed + posicao
8) sem ser seguida de uma adenina. Sitio Smer = correspondéncia exata do RNAm para as posi¢oes 2-
8 do miRNA maduro (seed + posi¢do 8) seguida por um adenina. FONTE: TargetScanHuman,
disponivel em <http://www.targetscan.org/vert_72/>
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No contexto do céncer, temos que o miRNA-424 (322)/503 regula a involucdo
mamadria através do alvo BCL2 em linfomas de células B e a auséncia desse miRNA provoca
resisténcia a quimioterapia (RODRIGUEZ et al., 2017). O miRNA-660-5p, superexpresso no
cancer de mama, promove o desenvolvimento de tumores e metédstase (SHEN et al., 2017). O
miRNA-206 tem como alvo o gene supressor de tumor BRCAI, estando associado ao
desenvolvimento do cancer de mama (WRONSKI et al.,, 2016). O efeito da supressdo génica
do miRNA artificial (pcDNA™6.2-GW/EmGFP-FUT3-miR) inibe a proliferacdo, migracdo e
invasividade em células de linhagem de cancer géstrico, através do silenciamento de FUT3
(CAI et al., 2016). Foi demonstrado que o miRNA-198 regula negativamente a expressao
génica de FUTS, diminuindo o crescimento tumoral no cancer colorretal e metistases em
camundongos, e inibindo a invasdo e migra¢do celular em cancer de pulmao de células nao
pequenas (WANG et al., 2014; WANG et al., 2019). O miRNA-184 € um supressor de tumor
que regula genes envolvidos na via de sinalizagdo PI3K / AKT / mTOR (PHUA et al., 2015).
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2.4 Vias de Sinalizacio no Cancer

As alteracOes celulares que resultam em carcinogénese sdo decorrentes de alteracdes
moleculares de origem genética e/ou epigenética que afetam as redes de sinalizacdo celular,
em outras palavras, afetam a fisiologia celular, reprogramando diversas funcdes que garantem
ao cancer caracteristicas de malignidade (SEVER, BRUGGE, 2015). Neste trabalho, algumas
vias de sinalizacdo se destacaram por estarem fortemente relacionadas aos genes alvos dos
miRNAs preditos neste estudo, com potencial para regulacdo negativa de FUTI, FUTS3,
FUTS8, FUCALI e HIF1A, estas vias, portanto, serdo melhor abordadas neste trabalho.

A via de sinalizacido MAPK comeca com a ativacdo da proteina Ras pelos receptores
tirosina quinases. Ras ativado causa o recrutamento de membrana e a ativacdo das proteinas
Raf, que fosforila MEK, que por sua vez, fosforila ERK, que pode ativar fatores de
transcricdo, levando a expressao de genes reguladores da proliferagdo e sobrevivéncia celular
(KNIGHT, IRVING, 2014; CSEH et al., 2014). A ativacdo exagerada da via MAPK favorece
a proliferacdo celular descontrolada e resisténcia a apoptose (CAHPPELL et al., 2011;
BURROWS et al., 2011), além disso, a ativagdo excessiva da via MAPK € descrita em
diversos tumores, como melanoma, tumores papilares da tireoide, tumores serosos do ovario e
tumores colorretais (ASCIERTO et al., 2012; CANTWELL er al., 2011; SANTARPIA et al.,
2012).

A via de sinalizagdo Wnt ¢ dividida em [-catenina dependente (candnica) e
independente (ndo candnica). A auséncia de glicoproteinas Wnt favorece a fosforilacio e
ubiquitinagdo da p-catenina e sua posterior degradacdo (LATRES et al.,1999). A
consequéncia da auséncia de B-catenina nuclear € a repressdo da expressdo génica, através do
recrutamento de histonas desacetilases (METCALFE et al., 2010). Simplificadamente, na via
de sinalizag¢@o canonica, a presenca de proteinas Wnt ligadas a receptores Fzd e co-receptores
LPR estimula a fosforilagdo do respectivo co-receptor, recrutando proteinas Dvl para a
membrana plasmdtica, onde se polimerizam e inativam o complexo de destrui¢cdo de -
catenina, que consequentemente passa a se acumular, e posteriormente se transloca para o
nucleo, alterando o perfil da expressdo génica (LIEN, FUCHS, 2014). A via de sinalizacao
ndo candnica se inicia com a ligacdo do Wnt ao receptor Fzd e co-receptores ROR, que por
sua vez recruta e ativa Dvl, esta proteina ativard RAC1, que ativara JNK, que ativa fatores de
transcri¢do, como o ATF2 (ZHAN et al., 2017). Desregulacdes na via de sinalizacdo Wnt ja
foram descritas em cancer de mama, cancer gastrointestinal, leucemia e melanoma, sempre

associado a caracteristicas tumorais de agressividade (ZHAN et al., 2017).
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A proteina p53, codificada pelo gene TP53, € um fator de transcricdo com fungdo pro-
apoptodtica (SIONOV, HAUPT, 1999). Foi descrito que mais de 50% dos canceres cursam
com mutacdo e perda de funcdo no TP53, sendo este considerado um supressor de tumor
(PERRI et al., 2015). Em situagdes normais, a proteina p53 € expressa em niveis muito
baixos, entretanto quando hd dano ao DNA a expressdo desta proteina aumenta
significativamente, em especial no nucleo, devido a modificagdes pods-traducionais que o
torna ativa (OZAKI, NAKAGAWARA, 2011). Uma vez ativa, p5S3 promove a transcri¢io de
genes responsaveis por parar o ciclo celular e/ou induzir a apoptose, a depender da extensao
do dano ao DNA (OZAKI, NAKAGAWARA, 2011). Foi descrito que modelos murinos com
deficiéncia de p53 desenvolveram tumores espontaneos, demonstrando o papel fundamental
deste fator de transcri¢do para a oncogénese (DONEHOWER et al., 1992).

A familia TGFp humana corresponde a mais de 30 citocinas, estas se apresentam
ativas quando em forma de dimero. O dimero ativo do TGFp retune dois pares de receptores
serina/treonina-quinases conhecidos como receptores tipo I e tipo II, respectivamente. Na
ligagdo ao TGFp, os receptores do tipo II fosforilam e ativam os receptores do tipo I que
propagam o sinal fosforilando os fatores de transcricdo Smad. Uma vez ativado, o substrato
receptor Smads (RSmads) € transportado para o nicleo e forma um complexo com Smad4,
capaz de se ligar com qualquer RSmads (SHI, MASSAGUE, 2003). No niicleo é formado um
complexo Smads/RSmads/cofator que se liga ao DNA e estimula a expressdo génica, onde
cada combinacdo entre diferentes RSmads no complexo ativa genes especificos (FENG,
DERYNCK, 2005; MASSAGUE et al., 2005). O TGFp inibe a proliferacio e induz a
apoptose nos estagios iniciais do cancer de mama, mas promove agressividade em estigios
avancados, esse efeito contraditorio ¢ conhecido como paradoxo do TGFB (ZHAO et al.,
2018).

H4 quatro tipos de receptores Notch diferentes em mamiferos, Notchl-4, cada qual
codificado por um gene diferente. Notchl e Notch2 sdo expressos amplamente em muitos
tecidos ao longo do desenvolvimento humano, ja o Notch3 é mais abundante no musculo liso
vascular e nos pericitos, ¢ o Notch4 € mais expresso no endotélio (ASTER et al., 2017).
Durante o trafego para a superficie celular, os receptores Notch sofrem clivagem, criando um
heterodimero n@o covalentemente composto por uma subunidade extracelular e uma
subunidade transmembranar (RAND et al., 2000). Ap6s uma série de clivagens, o dominio
intracelular da proteina Notch se transloca para o nicleo e forma um complexo com o Fator
de Ligacdo ao DNA RBPJ e coativadores da familia MAML, promovendo a transcricao

génica (WU et al., 2000). Mutagdes em genes codificadores da familia Notch estdo associados
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a diversos canceres, como leucemia, cancer de mama, linfoma, carcinoma urotelial e cancer
de pulmao (ASTER et al., 2017).

As proteinas da familia HER sd3o receptores transmembranares do fator de
crescimento. Elas possuem um dominio de ligagdo extracelular, um dominio transmembranar
e um dominio tirosina-quinase intracelular (MOASSER, 2007). Apés a ligacdo do fator de
crescimento aos seus dominios extracelulares, a proteina HER2 sofre dimerizacdo e
fosforilagdo dos seus dominios intracelulares (BURGESS et al., 2003). Os residuos de
tirosina fosforilados fosforilam demais moléculas de sinalizacdo intracelular, levando a
ativacdo de intimeras vias secunddrias e interacdes com outras vias de sinalizacdo, levando a
diversos efeitos biologicos (PRENZEL et al., 2001). HER2 € considerado um oncogene, e é
amplamente utilizado como marcador para progndstico e alvo terapéutico no cancer de mama,
associado a caracteristicas de agressividade tumoral (BRANDADO et al., 2018; HARBECK,
GNANT, 2017).

Alteragdes nas vias de sinalizacdo celular sdo entdo o ponto de convergéncia da
maioria das alteracOes genéticas e epigenéticas no cancer, incluindo modificacdes pos-
transcricionais, como fazem os miRNAs, modificagdes pés-traducionais, como fazem as
fucosiltransferases e as fucosidases, e modificacdes em fatores de transcri¢do, como o dimero
HIF1 (PHUA et al., 2015; LI et al., 2017; YANG et al., 2017). Compreender a relagdo entre
modificacdes genéticas e epigenéticas, e seus impactos em vias de sinalizacdo celular,
revelam informacdes valiosas acerca dos processos envolvidos com a carcinogénese € o

desenvolvimento tumoral.
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3 METODOLOGIA

3.1 Avaliacao da expressido génica de fucosiltransferases no cancer de mama

As respectivas expressdes génicas das fucosiltransferases foram obtidas por dados de
alto rendimento (4454 microarrays, dos quais: 726 micrarrays sao de tecidos normais; 2016
microarrays de linhagens de células tumorais; 1460 microarrays de tumores primdrios e 79
microarrays de células de linhagens ndo cancerosas), disponivel no banco de dados virtual e
de livre acesso do Whitehead Institute (http://wi.mit.edu/), através da ferramenta Metabolic
gEne RApid Visualizer (http://merav.wi.mit.edu/) que utiliza diversos outros bancos de dados
para obtencdo de microarrays. Os dados de expressdo dos microarrays foram normalizados
juntos, permitindo a comparacdo da expressdo entre todas as amostras selecionadas. As
amostras selecionadas consistiram em linhagens celulares de cancer de mama triplo negativo
(n=92), RE/RP (+) (n=73) e (-) (n = 14) (Apéndice A), tecidos normais de mama (n = 137)
e tecidos acometidos por carcinoma ductal mamario, classificados em graus de 1 a 3 (n =

257).

3.2 Predicao dos miRNAs

Os miRNAs com potencial para regular os genes alvos deste estudo foram preditos
pelo programa miRWalk 2.0 (http://zmf.umm.uni-heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk2/), que
utiliza algoritmos préprios de predi¢do e compara com mais 11 algoritmos de programas
distintos. O procedimento de predi¢do estd descrito na Figura 5, e o manual de uso do

programa encontra-se no Apéndice B.
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Figura 5. Procedimento de predicdo de miRNAs pelo programa miRWalk 2.0. A posi¢@o 2 para inicio
da seed foi escolhida por ser a posi¢do que confere maior estabilidade a interagdo miRNA-RNAm, j4 a
regido 3’UTR ¢ a regido mais comum de anelamento do miRNA ao RNAm. Foram selecionados 12
programas, correspondente ao nimero maximo de programas com algoritmos de predicdo utilizados

pelo miRWalk 2.0.
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3.3 Coleta de dados sobre miRNAs e correlacoes patologicas

Os miRNAs que foram preditos pelas 3 maiores combinacdes de algoritmos (critério
de selecdo definido a fim de adequar a nimero amostral para as predi¢des mais confidveis)
foram verificados no banco de dados miRDisease (http://bnet.egr.vcu.edu/miRDisease/), onde
foram coletadas informacOes sobre a associagdo do miRNA com aspectos patoldgicos:

presenca no cancer de mama, metdstase e hipoxia.
3.4 Avaliacdo de interacio RNAm — miRNA

Os miRNAs selecionados foram analisados pela ferramenta RNAhybrid (
https://bibiserv2.cebitec.uni-bielefeld.de/rnahybrid?id=rnahybrid_view_submission), para
avaliar a interagao entre o miRNA e a 3’'UTR do RNAm alvo. Todos os transcritos analisados
tinham as mesmas sequéncias nesta regido. A descricao deste processo encontra-se na Figura

6 e o manual de uso do programa esta descrito em detalhes no Apéndice B.


https://bibiserv2.cebitec.uni-bielefeld.de/rnahybrid?id=rnahybrid_view_submission
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Figura 6. Procedimento para avaliagdo da interacio miRNA — RNAm pelo RNAhybrid. O programa
exige o formato FASTA para fazer a andlise de interagio miRNA-RNAm. Valores de Energy
Threshold menores ou iguais a -20 KJ/mol possuem melhor performance no RNAhybrid (ZHANG,
FONS, 2010). A regido 3’UTR ¢ regido mais comum de anelamento do miRNA ao RNAm.

* Foi inserida na ('« Qs principais parametros |
ferramenta RNAhybrid a escolhidos forma Energy
sequéncia do RNAm * Foi inserida na Threshold = -20 Kcal/mol
alvo, no formato FASTA ferramenta RNAhybrid a e interagdoentre a

sequéncia do miRNA regiao 3'UTR.
alvo, no formato FASTA

Escolha dos parametros

de interacdo entre
miRNA e RNAm

3.5 Escolha de miRNAs com maior potencial para regulacao de FUT1, FUT3, FUTS,
FUCALI1 e HIF1A em células de cincer de mama

Para escolha dos miRNAs serviram como critério de inclusdo (a auséncia de qualquer
um dos critérios de inclusao resultou em critério de exclusdo): Interacdo entre miRNA-RNAm
com Energy Threshold < -20 Kcal/mol, pois estes valores apresentam melhor performance
(especificidade e sensibilidade) pelo programa RNAhybrid (ZHANG, FONS, 2010);
expressao no cancer de mama, pois o foco deste trabalho € a expressdao destes miRNAs no
cancer de mama; expressdo em metdstases, pois o processo de invasdo vascular e metdstase
estd relacionado com a expressdo das fucosiltransferases alvo deste estudo (LAI et al., 2019;
ALBURQUERQUE et al., 2019; TU et al., 2017); express@do em carcinomas, pois a maioria
dos tumores que acometem a mama sdo carcinomas (FARHAT et al., 2010); expressao em
outros canceres, pois € um indicativo de que este miRNA tem papel importante na dinamica
dos tumores; e expressao em hipdxia, pois € nessa situagao onde o HIF1A estd amplamente
expresso (SEMENZA, 2000). Adicionalmente, os miRNAs que satisfizeram os critérios de
inclusdo, e foram preditos para mais de um dos genes analisados, receberam destaque por ter

maior potencial de regulacdo da via de fucosilagao.
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3.6 Anotacao funcional dos genes alvo preditos para os miRNAs selecionados

A predi¢gdo de genes alvo dos miRNAs selecionados foram obtidos através do
programa miRWalk 2.0, num procedimento semelhante ao de predicio de miRNAs,
colocando-se agora o miRNA ao invés do gene na busca. Apds obten¢do dos genes preditos,
foi utilizado o programa DAVID 6.8 (https://david.ncifcrf.gov) para anota¢do funcional do
gene. O procedimento para anotacdo funcional via DAVID 6.8 estd descrito na figura 7, e o

manual de uso do programa estd detalhado no Apéndice B.

Figura 7. Procedimento de anotacdo funcional dos genes pelo programa DAVID 6.8. KEEG = Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes. Os parimetros selecionados sdo dispostos de forma intuitiva
pelo DAVID 6.8.
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3.6 Analises Estatisticas

Os dados de expressao entre fucosiltransferases no mesmo subtipo de cincer de mama
foram comparados através do teste estatistico de Andlise de Variancia (ANOVA) pelo
programa GraphPad Prism 6.0, valores de p < 0,05 foram considerados significativos. A
diferenca de expressao entre fucosiltransferases em diferentes subtipos de tumores de mama
foi analisada através de teste T pelo programa GraphPad Prism 6.0, valores de p < 0,05 foram
considerados significativos. A distribuicdo de probabilidade de correspondéncias aleatérias da
sequéncia da extremidade 5° do miRNA com a sequéncia 3’'UTR do RNAm alvo, para
predicio de miRNAs, foi calculada usando a distribuicdo de Poisson, pelo programa
miRWalk 2.0, valores de p < 0,05 foram considerados significativos. Para anotagdo funcional

dos genes alvos dos miRNAs selecionados neste estudo, foi utilizado o EASE score, um valor


https://david.ncifcrf.gov/
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de p modificado do Teste Exato de Fisher (valores de p < 0,005 foram considerados
significativos), e o FDR (False Discovery Rate), onde valores < 0,005 foram considerados

significativos, estes valores foram calculados pelo programa DAVID 6.8.
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4 RESULTADOS

4.1 Expressao génica das fucosiltransferases FUT1, FUT3 e FUT8 e do HIF1A no

cancer de mama

Nossos estudos revelaram maior expressdao de FUT1 em ductos mamérios normais em
relac@o a sua expressdo em carcinomas ductais (p < 0,0001), ao passo que ndo foi verificada
diferenca na expressdo de FUT3 e FUTS entre os tecidos mencionados (p = 0,2605; p =
0,8943; respectivamente). Além disso, ndo foi observada diferenca na expressao de FUTI,
FUT3 e FUTS entre graus histolégicos do carcinoma ductal (1, 2 e 3) (p = 0,9408; p = 0,2457,
p = 0,4578; respectivamente).

Existe um aumento na expressdo de FUT3 no cincer de mama triplo negativo em
relacdo a células RE/RP positivas (Fig.8), havendo em contrapartida, um aumento na
expressao de FUTI em RE/RP (+) em relacio a CMTN (Fig.8). Nao existe diferenca
significante na expressao do gene FUT8 entre CMTN e células RE/RP (+). Existe um
aumento na expressao de FUT3 em células RE/RP (-) em relacdo as RE/RP (+) (Fig.9), ndo
havendo diferenca estatistica na expressdo de FUT1 e FUTS8 entre estas células. J4 entre
CMTN e células RE/RP (-) ndo houve diferenca estatistica entre a expressdao de FUT1, FUT3
e FUTS.

Figura 8. Diferenca na expressdo de FUT1 e FUT3 em CMTN e RE/RP (+). A H4d um aumento
na expressdo de FUT1 em RE/RP (+) em relagdo a CMTN (p < 0,0001). B H4 um aumento na
expressdo de FUT3 em CMTN em relagdo a RE/RP (+) (p = 0,0184).
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CMTN = Cancer de Mama Triplo Negativo; RE/RP (+) = Cincer de Mama Receptor de Estrégeno/Receptor de
Progesterona Positivo. RPM = Reads per Million.
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Figura 9. Diferenca na expressao de FUT3 em relacdo a expressao de RE/RP no céancer de

mama. H4 um aumento na expressdo de FUT3 em cancer de mama RE/RP (-) em relacdo a cancer de
mama RE/RP (+) (p < 0,0001).
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RE/RP (+) = Cancer de Mama Receptor de Estr6geno/Receptor de Progesterona Positivo; RE/RP (-) = Cancer de
Mama Receptor de Estrogeno/Receptor de Progesterona Negativo. RPM = Reads per Million.

Comparando-se os niveis de expressdao das fucosiltransferases, constata-se que existe
um aumento significativo na expressdo de FUT8 em relacdo a FUT1 e FUT3 nos fendtipos
moleculares RE/RP (+) e (-) e no CMTN, bem como no carcinoma ductal de mama (Fig.10).
Ja os niveis de expressdo de FUT1 e FUT3 encontram-se iguais em tumores triplo negativo,
RE/RP (+), RE/RP (-), e no carcinoma ductal de mama (Fig.10).

A expressao do gene FUCAL estd amentada em relacdo a expressdo de FUT1, FUT3 e
FUT8 no carcinoma ductal de mama (Fig. 10). Entretanto, a expressdo de FUCA1 ndo é
diferente de FUT8 no CMTN, nos tumores de mama RE/RP (-), ou ainda nos tumores de
mama RE/RP (+) (Fig. 10). Em relacdo a FUT1 e FUT3, a expressao de FUCAI1 esta
aumentada em todas as situacOes analisadas (Fig. 10).

Em relacdo a expressdo dos genes das fucosiltransferases 1, 3 e 8, e da a-L-fucosidase
1, a expressdo do gene HIF1A estd significativamente aumentada no CMTN, CD, e nos

tumores de mama RE/RP positivo e negativo (Fig. 10).
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Figura 10. Expressdo génica de HIF1A e enzimas envolvidas no perfil de fucosilagdo em tumores de
mama. A HIFIA encontra-se aumentada em relacdo a FUCAI, FUT1, FUT3 e FUTS (p < 0,0001, para todas as
comparagdes). FUCAI encontra-se aumentada em relacdo a FUT1 (p = 0,0003), FUT3 (p = 0,0002), mas nao
FUTS (p = 0,4648). Ndo houve diferenca significativa em relacdo a expressdo de FUT1 e FUT3 (p = 0,9998),
FUT1e FUTS (p = 0,0844), FUT3 e FUTS (p = 0,0679). B HIF1 A encontra-se aumentada em relagao a FUCAI,
FUT1, FUT3 e FUTS8 (p < 0,0001 para todas as comparacdes). FUCAI encontra-se aumentada em relacdo a
FUTI (p = 0,0088) e FUT3 (p = 0,0089), mas ndo FUTS8 (p = 0,9893). Nao houve diferenca significativa entre a
expressdo de FUT1 e FUT3 (p =0,9899), mas houve entre FUT1 e FUTS8 (p = 0,0091) e FUT3 e FUTS (p =
0,0093). C HIF1A encontra-se aumentada em relagdo a FUCAI, FUT1, FUT3 e FUTS (p < 0,0001 para todas as
comparagdes). FUCAI encontra-se aumentada em relacdo a FUT1 (p = 0,0001), FUT3 (p < 0,0001), mas nao
FUTS8 (p = 0,8380). Nao houve diferenca significativa entre a expressdo de FUT1 e FUT3 (p = 0,9668), mas
houve entre FUT1 e FUTS8 (p = 0,0079) e FUT3 e FUT8 (p = 0,0007). D HIF1A encontra-se aumentada em
relacdo a FUCALI, FUTI1, FUT3 e FUTS (p < 0,0001 em todas as comparacdes). FUCA1 encontra-se aumentada
em relacdo a FUT1, FUT3 e FUT8 (p < 0,0001 para todas as comparagdes). Nao houve diferenga significativa
entre a expressdo de FUT1 e FUT3 (p =0,9998), FUT1 e FUT8 (p = 0,0687), mas houve entre FUT3 e FUT8 (p
= 0,0407). Valores de p < 0,05 foram considerados significativos.
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RE/RP (+) = Cancer de Mama Receptor de Estrégeno/Receptor de Progesterona Positivo; RE/RP (-) = Cancer de
Mama Receptor de Estrégeno/Receptor de Progesterona Negativo. RPM = Reades per Million.

4.2 Predicoes dos miRNAs com potencial regulador das vias de fucosilacao e hipéxia

Os resultados da predi¢do de miRNAs sdo compostos por uma lista de miRNAs,
organizados em ordem decrescente de grupos classificados pelo nimero de algoritmos que
identificaram um dado miRNA como potencial regulador do gene alvo em questdo. Com isso,
a confiabilidade da predi¢do € tanto maior para o primeiro grupo da lista, quanto menor para o

altimo.



37

Dentre os 12 algoritmos utilizados para a predigdo dos miRNAs, foram selecionados
os miRNAs com os 3 maiores nimeros de combinagdes, resultando em o nimero minimo de

7 e de maximo de 9 algoritmos considerados para a pré-selecio de miRNAs (Tab. 1).

Tabela 1. Nimero de miRNAs preditos e pré-selecionados através do nimero minimo de algoritmos
considerados por andlise.

Gene miRNAs preditos Nimero minimo de Niimero de miRNAs
algoritmos considerados pré-selecionados

FUCA1 269 7 9

FUT1 720 9 8

FUT3 366 7 16

FUTS 496 7 16

HIF1A 2177 8 10

TOTAL 4028 - 59

Foram obtidos 4028 miRNAs com potencial para regulacdo negativa dos genes alvo (HIF1A, FUCAI, FUTI,
FUT3, FUTS), destes, 59 foram pré-selecionados a partir do nimero minimo de algoritmos considerados capazes
de predizer o mesmo miRNA.

Os miRNAs pré-selecionados foram submetidos aos critérios de inclusdo adotados
neste estudo. Em seguida, foram selecionados 6 miRNAs potencialmente envolvidos com a
regulacdo das vias de fucosilagdo no cancer de mama, relacionado a hipdxia (Tab. 2), o

processo de selecdo de miRNAs estd resumido na figura 11.

Tabela 2. Genes alvos e respectivos miRNAs selecionados com seus valores de Energy Threshold
para interacdo miRNA-RNAm

Genes miRNA Energy Threshold (kcal/mol)
FUT1 /FUCA1 has-miR-181b-5p -31,2%/ -28,7**

FUT1 has-miR-181d-5p -28,7

FUT1 /FUTS hsa-miR-449a -30,2%%* [ D0 44k
FUTS8 hsa-miR-34a-5p -27,6

HIF1A hsa-miR-519b-3p -26,3

FUT3 hsa-miR-519b-5p -23,6

Valores de Energy Threshold abaixo de < -20 Kcal/mol foram considerados significativos. *Energy Threshold
referente a FUT1. **Energy Threshold referente a FUCAL. ***Energy Threshold referente a FUT1. ****Energy
Threshold referente a FUTS.
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Figura 11. Processo de selecdo de miRNAs com potencial para regulacdo de proteinas envolvidas nas
vias de fucosilag¢do e hipdxia no cancer de mama.
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4.3 Estudo de vias reguladas por genes alvo de miRNAs

Tendo em vista os miRNAs preditos para regulacdo de proteinas importantes na via de
fucosilacdo em neoplasias de mama, constata-se que: os miRNAs has-miR-181b-5p e o has-
miR-181d-5p sdo candidatos para regulacdo negativa da expressdo de FUT1 e FUCAI; os
miRNAs hsa-miR-449a e hsa-miR-34a-5p s@o candidatos para regulagdo negativa da
expressao de FUT1 e FUTS, respectivamente; € o hsa-miR-519b-5p € candidato para
regulacdo negativa da expressao de FUT3, ja o hsa-miR-519b-3p é candidato para regulacdo
negativa da expressdo de HIFIA, sugerindo que o processamento do hsa-miR-519b gere
miRNAs capazes de inibir a expressdo de FUT3 e HIF1A.

A avaliacdo do impacto causado pela expressdo dos miRNAs: has-miR-181b-5p, has-
miR-181d-5p, hsa-miR-449a, hsa-miR-34a-5p, hsa-miR-519b-3p e hsa-miR-519b, via estudo
de anotacdo funcional dos genes alvos dos respectivos miRNAs preditos e enriquecidos pelo
miRWalk 2.0, demonstrou que cada um dos miRNAs em questdo pode regular milhares de
genes (Tab.3). Consequentemente a possibilidade de func¢des celulares e sist€micas que estes

miRNAs podem regular € diversificada.
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Tabela 3. Quantidade de genes alvos preditos pelo programa miRWalk 2.0 para cada miRNA chave

nas vias de fucosilacao.

miRNA Genes Oncogenes Genes Genes
Supressores Translocados no

de Tumor Cancer
has-miR-181b-5p 7415 283 64 249
has-miR-181d-5p 1347 285 63 251
hsa-miR-449a 7947 328 79 291
hsa-miR-34a-5p 17243 330 76 293
hsa-miR-519b-3p 14920 302 66 270
hsa-miR-519b-5p 15699 308 71 270

A maioria dos genes alvos preditos para os miRNAs selecionados sdo potenciais

reguladores, das vias de sinalizacio MAPK, HER2, TGFB, Wnt, p53 e Notch (Tab.5). Além

disso, os genes alvos preditos para o hsa-miR-34a-5p estdo envolvidos em interagdes com

receptores de matriz extracelular (MEC) (p = 0,004), podendo também regular genes

relacionados ao citoesqueleto de actina (p = 0,001). Os genes alvos preditos para o hsa-miR-

449a, também estdo envolvidos com vias de sinalizacdo de neurotrofinas (p = 0,005), e

interacoes com receptores de MEC (p = 0,0033), e genes relacionados com citoesqueleto de

actina (p = 0,0011). J4 os genes alvos preditos para o hsa-miR-519b-3p estdo envolvidos,

dentre outras vias, como as de controle de ciclo celular (p = 0,0023).

Tabela 4. Principais vias afetas pelos potenciais genes alvos dos miRNAs chave nas vias de

fucosilagdo
miRNA MAPK TGFp HER2 p53 Notch
(valor-p) (valor-p) (valor-p) (valor-p) (valor-p)
has-miR-181b-5p 5,70.107° 0,0037 3,5.10° - 0,0541
has-miR-181d-5p 0,0009 0,0054 0,0013 0,0167 0,0202
hsa-miR-34a-5p 2,49.107° 0,0008 0,0025 0,0011 0,0520
hsa-miR-449a 0,0001 0,0001 0,0023 8,29.10° 0,0520
hsa-miR-519b-3p 0,0001 0,0043 0,0027 0,0118 0,0004
hsa-miR-519b-5p 0,0006 0,0009 0,0005 0,0013 3,42.10°

Todos os valores de p foram obtidos através do Teste Exato de Fisher, calculados automaticamente pelo
programa miRWalk 2.0, e os valores de p < 0,005 foram considerados significativos. Os valores de p > 0,005
estdo destacados em itdlico e negrito. O has-miR-181b-5p ndo retornou dados quanto a via de sinalizagc@o da p53.
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Em resumo, o gene hsa-miR-181b-5p € um candidato para a regulacdo negativa de
FUCAL1 e FUTI, estando esse miRNA associado as vias MAPK, Wnt, TGFB e HER2. Ja o
hsa-miR-181d-5p € um potencial candidato a regulacdo negativa de FUTI, estando
relacionado as mesmas vias do hsa-miR-181b-5p. O hsa-miR-449a € um candidato a
regulacdo negativa de FUT1 e FUTS, estando associado as principais vias descritas na Tabela
5, exceto a via Notch. O has-miR-34a-4p é um candidato a regulacdo negativa de FUTS,
estando associado as mesmas vias do hsa-miR-449a. Ja o hsa-miR-519b-3p € um candidato a
regulacdo negativa de HIFIA, estando associado as principais vias descritas na Tabela 35,
exceto a via de controle do ciclo celular dependente de p53. Por fim, o hsa-miR-519b-5p é
candidato a regulacdo negativa de FUT3, estando este miRNA associado a todas as vias de
sinalizacdo celular descritas na tabela 4. As principais relagdes entre os genes alvo deste
estudo, miRNAs preditos e vias de sinalizagdo a eles relacionadas estdo representadas na

Figura 12.

Figura 12. Rede de interac@o entre gene, miRNAs e vias de sinalizag@o potencialmente envolvidas no
perfil de fucosilacdo em tumores de mama. Cada linha do esquema indica uma predi¢do de interacéo
entre gene € miRNA ou miRNA e via de sinalizag@o celular. As cores das linhas combinam com as
cores dos genes ou dos miRNAs, indicando a relagdo de predicao entre cada varidvel do estudo.

Gene Alvo miRNA predito Vias de sinalizacdo
afetadas pelo miRNA

FUCA1 r MAPK
o y/e Wnt
— hsa-miR-449a < oA TGFP
FUT3 _ C ST
- hsa-miR-34a-5p €=~ > HER2
FUTS = /<X
hsa-miR-519b-3p £ V4 > pS3
HIF1A

hsa-miR-519b-5p 4 Notch
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5 DISCUSSAO

As fucosiltransferases t€ém despertado a atencdo devido ao seu potencial regulador
(positivo ou negativo) em vérios tipos de cancer. A influéncia de miRNAs na exacerbagio ou
silenciamento de vias metabdlicas envolvidas no desenvolvimento de fendtipos agressivos em
canceres humanos tem sido uma verdade crescente na oncologia, influenciando, além do
diagnodstico, a terapéutica de escolha existente e o design de novas drogas alvo-especificas. A
superexpressdo da proteina HIF-1a tem revelado estar associada a aquisicdo de vantagens
adaptativas as células neopldsicas, inclusive influenciando no perfil de fucosilagdo celular
(BELO et al., 2015), portanto o entendimento da regulacdo da expressdo génica de proteinas
relacionadas as vias de fucosilacdo e hip6xia, via miRNA, demonstra ser uma possibilidade
para o desenvolvimento de estratégias no combate ao cancer.

No tocante a expressdao de HIF1A, principal gene associado a regulagdo da expressao
génica em condicdes de hipéxia (MINET et al. 1999; SCHOFIELD, RATCLIFFE, 2004),
nossos resultados revelam que este encontra-se significativamente elevado em relacdo as
fucosiltransferases e a a-L-fucosidade 1 em todos os grupos analisados. A superexpressao de
HIF1A no cancer de mama € coerente com sua fun¢io no desenvolvimento tumoral, pois ele é
um importante promotor do crescimento celular e metdstases, € 0 aumento de sua expressao
estd associada a um prognostico reservado no cancer de mama, incluindo resisténcia a
quimioterapia e radioterapia (SEMENZA, 2016, WANG et al., 2014). Além disso, a
diminui¢do dos niveis de HIF-1a aumentam a taxa de sobrevida de pacientes com céancer de
mama (CAMPBELL et al., 2019; VLEUGEL et al., 2005; VOLINIA et al., 2012). Também
j& foi relatado que a superexpressio de HIFIA suprime a expressdo das o-1,2-
fucosiltransferases em cancer de pancreas, atuando na regulacdao do perfil de fucosilacdo na
superficie celular (BELO et al., 2015).

Em relacdo ao perfil de expressdo de FUT3, nossos resultados demonstram que este
gene se encontra menos expresso no cancer de mama RE/RP (+) do que em RE/RP (-) e
CMTN, sugerindo uma associa¢do entre a expressdo de FUT3 e a expressdao de receptores de
estrogeno e de progesterona. O aumento na expressdo de FUT3 em linhagens celulares de
CMTN em relagcao a amostras RE/RP (+) ja foi descrito na literatura (JULIEN et al., 2011). A
expressdo elevada de FUT3 em tumores RE (-) estd diretamente correlacionado com a
expressao do antigeno sLe* (JULIEN et al., 2011), associado a processos de adesdo celular e

invasdo vascular. Além disso foi relatado que FUT3 pode predizer metastases distantes em
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cancer de mama RE (-) (WANG et al., 2005) e foi descrita como superexpressa em uma
variante de CMTN colonizadora de osso (CARCEL-TRULLOLS et al., 2006).

Os resultados deste trabalho revelaram que a expressio de FUCAL1 estd elevada em
relacdo a FUT1 e FUT3 no carcinoma ductal de mama e em todos os subtipos moleculares
analisados, porém a expressdo de FUCA1 é maior que FUTS8 apenas no carcinoma ductal de
mama. J4 foi constatado que no cancer de mama triplo negativo, 0 RNAm de FUCAT1 € mais
expresso em estdgios iniciais do desenvolvimento tumoral do que em estdgios mais
avancados, enquanto a proteina a-L-fucosidade 1 é superexpressa em estdgios mais avancados
do cancer de mama e menos expressa em estdgios iniciais (CHENG et al., 2015).

Nossos resultados demonstraram que a expressdao de FUT8 é maior que a de FUTI e
FUT3 no CMTN, RE/RP (+), RE/RP (-), bem como no CD. O gene FUTS j4 foi descrito
como superexpresso no cancer de mama, estando associado a metdstase, e diretamente
correlacionado a estdgios avancados do desenvolvimento tumoral (YUE et al. 2016). Estudos
demonstram que a expressao de FUTS esta correlacionada com a expressdo de receptores de
estrogeno e progesterona em cancer de mama ductal invasivo (ANDRES, WITTLIFF, 2012),
bem como € responsavel por aumentar a mobilidade celular através da ativacdo da via AKT
em células de cancer de mama (GUO et al., 2018). A supressdo de FUTS diminui as taxas de
migracdo, invasdo e adesdo celular em linhagens tumorais de mama, bem como diminuiu a
fucosilacdo de E-caderinas e o acimulo de B-cateninas (LIU et al., 2019). Nao hd muitos
trabalhos que avaliem o impacto clinico da expressdo de FUT8 sobre o cancer de mama,
contudo, no céncer colorretal, cancer de pulmdo de células ndo pequenas, e carcinoma
hepatocelular, ele esta frequentemente associado a um progndstico reservado (OKAGAWA et
al. 2016; NODA et al., 2018; HONMA et al., 2015).

Uma hipétese que sustenta a expressdo elevada de FUCAI1 e FUT8 é a atividade
catalitica unica de cada uma dessas enzimas. A a-L-fucosidade 1 € a tinica enzima intracelular
responsavel pela remocdo de residuos de fucose de glicanos fucosilados (TSUCHIDA et al.,
2017), enquanto ha 13 fucosiltransferases com a capacidade de adicionar residuos de fucose a
glicanos (BLANAS et al., 2018). Portanto, para que se mantenha um equilibrio no perfil de
fucosilacdo celular, presume-se que a expressio de FUCAI supere individualmente a
expressao de cada fucosiltransferase, como foi observado em nossos resultados. Neste estudo,
a unica fucosiltransferase que individualmente ndo teve expressdao inferior a FUCA1 foi
FUTS8, no CMTN e nos RE/RP (+) e (-). Uma explicacdo possivel para este resultado reside

no fato deste gene codificar a inica enzima com atividade a-1,6 fucosiltransferase (WANG et
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al., 2014), portanto € sugestivo que uma baixa expressdo de FUT8 provoque uma diminui¢do
na sintese de seu produto, consequentemente uma expressao de FUT8 acima da média das
outras fucosiltransferases (que possuem atividades redundantes entre si) pode ser requerida
para que ndo haja deficiéncia na sintese de glicanos a-1,6 fucosilados.

Uma das possiveis explicagdes para o aumento de FUCAI e FUT8 pode estar na
expressao da proteina p53 mutada. No cancer de tireoide foi relatada uma correlagdo inversa
na expressdo de FUCA1 e FUT8 em pelo menos 2 tipos histologicos diferentes, estando
FUT8 superexpresso no cincer anapldsico da tireoide com p53 mutado (ts-p5S3A138V), e
FUCA1 mais expresso em cancer papilar de tireoide sem mutacdes em pS3, com caracteristica
de menor agressividade quando comparado ao cancer anaplésico de tireoide, contudo nao foi
observada correlacdo entre FUCA1 e outras FUTs como FUTI1, FUT3, FUT4 e FUT6
(TSUCHIDA et al., 2017). No mesmo estudo, foi constatado que a expressdao de FUCAI estd
associada ao status do fator de transcri¢do p53, nos dois tipos histoldgicos de cancer de
tireoide analisados (TSUCHIDA et al., 2017). Outros estudos demonstram que FUT8 também
¢ regulado pelo p53, tanto no céancer colorretal, como no carcinoma hepatocelular
(OKAGAWA et al. 2016; NODA et al., 2018).

No tocante a predicio de miRNAs, € preciso considerar que as ferramentas de
bioinformdtica disponiveis para estes estudos sdo constituidas por algoritmos baseados em
caracteristicas de interacdo RNAm-miRNA, como a abundincia de sitios de ligacdo, a
conservacdo dos sitios de ligacdo, a estabilidade do pareamento das seeds, dentre outros
parametros que podem variar entre programas, contudo, todas estas ferramentas buscam
caracteristicas e informagdes associadas aos miRNAs em bancos de dados, gerando uma
quantidade massiva de miRNAs capazes de interagir com o gene alvo de interesse, desta
forma, um unico gene pode gerar centenas ou milhares de predi¢cdes de miRNAs (MAZIERE
et al., 2007; THOMAS et al., 2010; YUE et al., 2009; WITKOS et al., 2011). Neste trabalho,
os genes alvos encontram-se diferencialmente expressos em neoplasias mamadrias
(MUNKLEY et al., 2016; REIS et al., 2010; DUBE et al., 2005).

Este estudo revelou um total de 4028 miRNAs com potencial para regular a expressao
de enzimas responsdveis pelo perfil de expressdo de glicanos fucosilados, dentre os quais,
foram selecionados 6, de acordo com os critérios de inclusdo descritos na metodologia deste
trabalho. Os miRNAs selecionados foram: hsa-miR-181b-5p, hsa-miR-181d-5p, hsa-miR-
449a, hsa-miR-34a-5p, hsa-miR-519b-3p e hsa-miR-519b-5p. Identificamos que os referidos
miRNAs podem regular genes envolvidos, principalmente, com as vias MAPK, Wnt, TGFf,

HER?2, p53 (exceto has-miR-181b-5p), e Notch (apenas has-miR-181d-5p, hsa-miR-519b-3p



44

e hsa-miR-519b-5p). As vias reguladas pelos miRNAs selecionados participam ativamente de
processos relacionados a carcinogénese e progressdao tumoral, inclusive no cancer de mama
(YIN et al., 2018; PENG et al., 2017; ZHAO et al., 2018; BRANDAO et al., 2018).

Nossos resultados mostram que todos os miRNAs preditos tem potencial para regular
a via de sinalizacdo MAPK. A ativagdo da via de sinalizagdo MAPK/ERK, no céincer de
mama, promove a fosforilacdo de receptores de estrogeno favorecendo o crescimento tumoral
(BUNONE et al., 1996; PENG et al., 2017). Foi constatado que a IL32 secretada pelo cancer
associado a fibroblastos promove invasdao e metdstase de células tumorais de mama, via
sinalizagdo de integrina B3-p38 MAPK (WEN et al., 2019). No carcinoma ductal invasivo de
mama, a inibi¢do da fucosilacio reduziu a expressdo de E-selectinas e a proliferacao celular,
bem como a ativagdo de MAPK, ERK1/2 e p38 (CARRASCAL et al., 2018).

De acordo com nossos resultados, os miRNAs hsa-miR-34a-5p e hsa-miR-449a tem
potencial para regular a via de sinalizacio Wnt e a expressao de FUTS. A via de sinaliza¢ao
iniciada pelo grupo de glicoproteinas Wnt pode dar inicio a via de sinalizacdo dependente e
independente de -cateninas, esta via estd envolvida com processos de regeneracio de células
tronco e organogénese, além de estar envolvida com a carcinogénese e progressdao tumoral no
cancer de mama (YIN er al., 2018; KRISHNAMURTHY, KURZROCK, 2018). Estudos
relatam uma interagdo entre esta via e a de sinalizacdo Notch, em células tronco tumorais de
mama, favorecendo a formacdo de nicho macrofdgico e resisténcia a quimioterapia
(CHAKRABARTI et al., 2018; BRAUNE et al., 2018). Foi demonstrado que o aumento na
expressdo de FUTS, aumenta o perfil de al,6-fucosilagdo através da ativacdo da via de
sinalizacdo Wnt/B-catenina, induzindo o processo de transicao epitélio-mesenquimal (EMT —
do inglés Epithelial-Mesenchymal Transition) e desdiferenciacdo de células tumorais de
mama (YANG et al., 2017).

Os miRNAs hsa-miR-34a-5p e hsa-miR-449a, de acordo com os resultados obtidos
neste estudo, t€m potencial para regular a expressdo de FUT8 e a via de sinalizacdo TGF-p.
Foi descrito que o miR-34a induz apoptose em células de cancer de mama, bem como diminui
as taxas migragao e invasao nessas células (HAGHI et al., 2019), assim como o hsa-miR-449a
pode induzir apoptose em carcinoma hepatocelular (BUURMAN et al., 2012). A citocina
TGFp, também estd associada a apoptose em estdgios iniciais do desenvolvimento tumoral
(ZHAO et al., 2018). Além disso, foi descrito um mecanismo de retroalimentacdo positiva na
fucosilacao do receptor de TGFf, mediado por FUTS, que promove a sinalizacdo de TGF-3 e
o processo de EMT, estimulando a invasdo e metéstase de células de cancer de mama (TU et

al., 2017). Portanto, observamos associagdes indiretas, com base no que foi descrito na
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literatura, que sustentam uma possivel interacdo entre o hsa-miR-34a-5p, a via de sinalizacdo
TGFp e a expressdo de FUTS8. Quanto ao hsa-miR-449a, ndo hd estudos que o associem a via
de sinalizacdo TGFP ou expressiao de FUTS.

Nossos resultados revelaram que o miRNA hsa-miR-519b-5p tem potencial para
regular a via de sinalizacdo dependente de HER2 e o gene FUT3. HER2 € um fator de
crescimento epitelial que confere agressividade a carcinomas mamadrios, é também um
importante marcador tumoral e alvo terapéutico no cincer de mama (BRANDAO et al., 2018;
HARBECK, GNANT, 2017). Foi relatado que no carcinoma ductal invasivo de mama FUT3
nao esta expresso, especialmente em amostras HER2 negativas (NASCIMENTO et al., 2015).
Em células de cancer gistrico com superexpressdo de HER2 foi observado uma alta expressao
de FUTS3, associada a sintese de antigenos de sL* e uma baixa expressdo de FUT8 (DUARTE
etal.,2017).

De acordo com os nossos resultados de predicao de miRNAs, o has-miR-181b-5p tem
potencial para regular FUCA1, mas ndo TP53, ji os miRNAs hsa-miR-34a-5p e hsa-miR-
449a tem potencial para regular tanto FUT8 quanto as vias dependentes de p53. O gene TP53
¢ um supressor de tumor que codifica a proteina p53, que atua como fator de transcri¢do sobre
genes pro-apoptéticos durante a divisao celular (DUFFY et al., 2018). O gene TP53 é mais
frequentemente mutado no cancer de mama invasivo, e sua baixa expressdo, bem como
mutagdes, favorece a carcinogénese, inclusive no cancer de mama (DUFFY et al., 2018;
KAUR et al., 2018). Foi relatado que a expressao de FUTS esté relacionada com a expressao
da proteina p53 nos estagios II e III do cancer colorretal, representando um prognostico
reservado (NODA et al., 2018). FUCAL1 foi descrito como um alvo da p53, e foi demonstrado
que FUCA1 atua como um supressor de tumor e a sua baixa expressao foi associada a um
progndstico reservado em diversas linhagens tumorais, como glioblastoma, osteossarcoma e
cancer de pulmao (EZAWA et al., 2016).

Dentre os miRNAs selecionados neste trabalho, apenas o hsa-miR519b-3p e o hsa-
miR-519b-5p ndo estdo potencialmente envolvidos com a via de sinalizacdo Notch. Esta via é
regulada pela hipéxia e por citocinas inflamatérias (IL-1, IL-6 e leptina) e tem papel no
desenvolvimento de tumores de mama, devido a sua participagdo em processos de
proliferacdo e diferenciacdo celular, bem como na apoptose (REEDIK, 2012;
KONTOMANOLIS et al., 2018). A via de sinalizacdo Notch também regula a angiogénese
por diversos mecanismos, inclusive regulando os receptores de VEGF (DUFRAINE et al.,
2008). As células que superexpressam HER2 tem a via de sinalizacdo Notch ativada,

enquanto a inibi¢do da ativagdo da via Notch regula negativamente a expressio de HER2
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(MAGNIFICO et al., 2009; CHEN et al., 1997; KANTOMANOLIS et al., 2018). Associado
ao HIFIA, a via de sinalizacdo Notch induz a EMT no cancer de mama, este processo é
importante para a desdiferenciacdo celular, conferindo maior malignidade ao tumor (DE
FRANCESCO et al., 2018).

Os resultados obtidos neste trabalho nos fazem levantar a hipdtese de que a influéncia
dos miRNA selecionados sobre as vias de sinalizacdo celular aqui descritas, estaria associada
a regulacio negativa que estes miRNAs desempenham sobre FUT1, FUT3, FUTS, FUCAI e
HIF1A, uma vez que as vias descritas neste trabalho estdo associadas a expressdo destes
genes, como foi demonstrado no decorrer desta discussdo. Com isso, abre-se um horizonte de
novas investigacoes acerca do comportamento de vias de sinalizacdo celular, frente ao perfil
de expressdao de enzimas relacionadas a sintese e degradacdo de glicanos fucosilados,
suscitando novas perspectivas para compreensdo do desenvolvimento tumoral e para a busca

de novos biomarcadores e terapias alvo-molecular inovadoras.
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6 CONCLUSOES

Baseado nos resultados de expressdo obtidos, podemos inferir que o perfil de
expressdo elevado e a exclusividade catalitica de FUTS8, bem como perfil de expressao
elevado de FUCAI, em diversos tipos de cancer de mama, faz desses genes excelentes
candidatos a biomarcadores e potenciais alvos terapéuticos no cincer de mama, destacando-se
entre as demais enzimas envolvidas nas vias de fucosilagao.

Os 6 miRNAs selecionados como potenciais reguladores das proteinas envolvidas nos
processos de fucosilagdo e hipdxia, também sdo potencialmente capazes de regular genes
relacionados a vias chaves para o desenvolvimento e progressdo tumoral, associados a
caracteristicas de agressividade e malignidade. Isto implica que os miRNAs selecionados,
assim como seus genes alvos preditos, sdo potenciais biomarcadores e alvos terapéuticos para
o cancer de mama.

Mediante as conclusdes aqui apresentadas, ficam como perspectivas para trabalhos
futuros a validac@o experimental da interacdo entre os miRNAs selecionados e os genes alvos
deste estudo (FUCAI1, FUTI1, FUT3, FUT8 e HIF1A), e posteriormente a pesquisa pelo

impacto dessas interacdes sobre os aspectos clinicos e bioldgicos do cancer de mama.
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APENDICE A — LINHAGENS DE CELULAS TUMORAIS DISONIVEIS NO BANCO DE

DADOS WHITEHEAD INSTITUTE.

Amostras Triplo Negativo Amostras RE/RP (+) Amostras RE/RP (-)
BT20 (n=5) BT-474 (n=11) AU-565 (n=2)
BT-549 (n=2) BT-483 (n=1) HCC-1569 (n=1)
CAL-120 (n=3) CAMA-1 (n=2) HCC-1954 (n=5)
CAL-148 (n=1) EFM-192A (n=2) Hs-274-T (n=1)
CAL-51 (n=3) EFM-19 (n=5) Hs-281-T (n=1)
CAL-851 (n=1) EVSA-T (n=2) Hs-343-T (n=1)

DU4475 (n = 4)
HCC1143 (n=5)
HCC1187 (n=1)
HCC1395 (n = 5)
HCC1599 (n = 4)
HCC1806 (n = 2)
HCC1937 (n=5)
HCC2157 (n = 4)
HCC38 (n=>5)
HCC70 (n=2)
HDQ-P1 (n=2)
Hs-578-T (n=2)
MDA-MD-157 (n =1)
MDA-MB-231 (n = 21)
MDA-MB-436 (n = 1)
MDA-MB-453 (n =7)
MDA-MB-468 (n = 3)
MFM-223 (n =1)
SW537 (n=1)

1 (TOTAL) = 92

HCC-1419 (n=2)
HCC-1428 (n= 1)
HCC-1500 (n = 2)
HCC-202 (n=2)
HCC-2218 (n=5)
KPL-1 (n=5)
MCF7 (n=>5)

MDA-MB-134-VI(n=1)

MDA-MB-175 (n = 4)
MDA-MB-361 (n = 3)
MDA-MB-415 (n = 2)
T47D (n = 5)
UAAC-812 (n=5)
UAAC-893 (n = 4)
YMB-1 (n=1)
ZR-751 (n =2)
ZR-7530 (n = 2)

n crotan =73

Hs-606-T (n= 1)
Hs-739-T (n=1)
KPL-4 (n=1)

n crotap = 14

O padriao molecular de cada linhagem foi consultado em: American Type Culture Collection (ATCC), disponivel

em < https://www.atcc.org/en.aspx>, acesso em: 01/2019; e CHAVEZ, et al. 2010.


https://www.atcc.org/en.aspx
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APENDICE B - MANUAL PARA PREDICAO DE miRNAs E ANOTACAO FUNCIONAL

DE GENES ALVOS.

Parte I: Predicao por alvo especifico

1.

A primeira etapa para predi¢do de miRNAs com genes alvos j4 definidos € acessar o
site. do miRWalk 2.0 (http://zmf.umm.uni-heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk2/). Em
seguida direcionar o cursor para a aba “Predicted Target Module” e escolher a opcao
“Gene-miRNA Targets”.

Vocé serd redirecionado para uma pdgina que dard a opcdo de configurar as
informacdes de busca de miRNAs em quatro etapas (Gene-miRNA interaction
information retrieval system).

Primeira etapa: Na aba esquerda da sessdo “Step 17, selecione a espécie que vocé
deseja trabalhar. Em seguida, mais a direita, selecione o banco de dados que deve
buscar o gene de interesse. Sugiro selecionar a opcao “Gene”. Logo depois selecione a
forma de identificacdo do gene de interesse. Sugiro selecionar a opgao “Official
symbol (PDK1) . Tendo selecionado respectivamente as opgoes “Gene” e “Official
symbol (PDKI1) ”, como sugerido, escreva o nome oficial do gene (disponivel no
NCBI, normalmente é o nome usual do gene, sempre em caixa alta para genes
humanos).

Segunda etapa: Marque todas as opg¢des disponiveis, elas trazem informacdes sobre o
gene.

Terceira etapa: No canto direito da linha “Output fields” na opgdo “Select start
position of miRNA seed”, troque de “Position 1” para “Position 2”, pois miRNAs com
seed na posi¢ao 2 sao mais estaveis. Na segunda linha “Input parameters” selecione
apenas a op¢do 3’UTR, se as regides 5S’UTR e CDS estiverem marcadas, desmarque-
as. No mais, deixar de acordo com as configuragdes do programa. Na terceira linha
“Other databases” marque todas as opgdes e selecione a opcdo “OR” em todas elas.
Assim vocé obterd uma tabela comparativa entre 12 programas de predicao distintos.
Quarta etapa: Tendo definido todos os parametros das etapas anteriores, clique em
“SEARCH”.

Vocé seré redirecionado para uma pagina com os resultados de predicdo de miRNAs e
de informacdes sobre o gene. Nao deixe de conferir os topicos em azul gerados na
sessdo “Gene information”. Na tabela “Putative miRNA binding sites predicted by

chosen algorithms within mRNA selected regions” selecione a opcao “3UTR”.


http://zmf.umm.uni-heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk2/
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8. Vocé serd redirecionado para uma pagina contendo uma tabela com os 50 primeiros
miRNAs preditos pelos programas que vocé selecionou. Clique em “Download
Complete Table” para obter todos os demais miRNAs preditos.

9. Salve a tabela no formato “txt” ¢ abra com o Excel. Uma vez aberta a tabela, na caixa
de ferramentas do Excel, procure a aba “Dados”, em seguida na sessdo “Ferramentas
de Dados” selecione a op¢ao “Remover Duplicatas” e selecione apenas a coluna
“miRNA”, clique em “Ok”.

10. Ainda no Excel, na caixa de ferramentas, volta para a aba “Pégina Inicial” e na sessao
“Edi¢do”, selecione a op¢do “Classificar e Filtrar”, em seguida clique na opcao
“Filtro”.

11. Na tabela, selecione o filtro da coluna “SUM” e marque apenas as op¢des 1 e 2. Em
seguida, exclua todos os itens selecionados. A intencao € ignorar os miRNAs preditos

por menos de 3 algoritmos distintos.

Parte I1: Busca de correlaciao entre miRNAs e processos patolégicos

1. A primeira etapa para descobrir se seus miRNAs preditos sdo potenciais reguladores
do seu gene, no processo patoldgico estudado, € buscar associacdes entre a patologia
e/ou processos associados a patologia com o miRNA em questao.

2. Selecione os miRNAs mais preditos por algoritmos distintos (na coluna “SUM”,
escolha os 3 maiores ndmeros, o importante € buscar pelos miRNAs com maior
potencial de regulacdo do gene estudado, portanto ndo abranja muito a quantidade de
miRNAsS).

3. Escolhidos os miRNAs, busque em bancos de dados as associagdes destes com a
patologia e/ou caracteristicas patolégicas da doenca em questdo. Use bancos de dados
como o miRDisease.

4. Estabeleca um peso para as caracteristicas patoldgicas avaliadas. Por exemplo, se o
estudo busca miRNAs reguladores de genes envolvidos com metéstase no cancer de
mama, em situa¢des de hipdxia, atribua um peso maior para a caracteristica “Presente
no cancer de mama”, depois um peso um pouco menor para “Associado a metastase”,
pesos menores para outras caracteristicas como “Presente em outros carcinomas” e

“Presente na hipoxia”.
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5. Faca um somatério desses pesos com o somatorio obtido pelo nimero de programas
de predi¢do. Isso ajudard a avaliar quais miRNAs estdo mais ou menos envolvidos

com seu objeto de estudo.

Parte I1I: Avaliacio da interacdo termodinamica entre miRNA e RNAm

1. Para avaliar a interacdo termodinamica entre os miRNAs e seus respectivos alvos
usamos a ferramenta RNAhybrid disponivel em: https://bibiserv2.cebitec.uni-
bielefeld.de/rnahybrid?id=rnahybrid_view_submission. Este link dard acesso a uma
pagina pronta para submissdo das sequencias de miRNA e seu gene alvo.

2. No primeiro quadro, selecione a opcao “Copy & Paste” no canto esquerdo. Em
seguida, cole no espago a direita a sequéncia do gene, no formato FASTA. A
sequéncia pode ser facilmente obtida no banco de dados do NCBI, digite o nome do
gene com o filtro “nucleotide” e busque o transcrito de interesse. Fique atento, ao
colar a sequéncia no quadro “target Sequence(s)”, para ndo deixar espagos em branco
entre nucleotideos.

3. No segundo quadro “miRNA sequence(s)”, selecione a opcao “Copy & Paste” no canto
esquerdo. Em seguida, cole no espago a direita a sequéncia do miRNA, no formato
FASTA. A sequéncia pode ser facilmente obtida no banco de dados do miRBase,
digitando o nome do miRNA de interesse no campo de busca do lado direito da tela.
Clique em “next”

4. Vocé sera redirecionado para uma pédgina onde deverd selecionar os parametros de
interesse no tocante a interagdo entre miRNA e RNAm. Nao modifique os parametros
ja selecionados no programa. No campo “energy Threshold” digite o nimero “-20” e
no campo “approximate p-value” selecione a opg¢do “Jutr_human|3utr_human]”.
Clique em “next”

5. Vocé serd redirecionado para uma nova pagina. Nao altere os parametros selecionados
nela. Clique em “start calculation”.

6. Voce serd redirecionado para uma nova pagina, onde serd possivel efetuar o download
dos dados.

7. Ao clicar em “Download” uma nova guia abrira automaticamente. Nela vocé terd as
informacdes do tipo: energia livre minima (minumun free energy - mfe) em Kcal/mol,

posicdo da hibridiza¢do, comprimento, entre outras informagdes.


https://bibiserv2.cebitec.uni-bielefeld.de/rnahybrid?id=rnahybrid_view_submission
https://bibiserv2.cebitec.uni-bielefeld.de/rnahybrid?id=rnahybrid_view_submission
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8. Anote os valores de mfe na sua tabela, quanto menor seu valor, mais provavel serd que

o miRNA interaja com o seu alvo, pois mais estdvel serd sua hibridizagao.

Parte IV: Anotacao funcional dos genes alvo para os miRNAs selecionados

1. Antes de realizar a anotacdo funcional dos genes alvo do seu miRNA, vocé precisard
definir quais os potenciais genes podem interagir com o miRNA selecionado.

2. Para isso, vocé voltara ao miRwalk 2.0 e novamente direcionard o cursor sobre a aba
“Predicted Target Module”, porém desta vez devera escolher a opgao “MicroRNA—
gene Targets ™.

3. Voce serd redirecionado para uma pégina que te dard a opg¢do de configurar as
informagdes de busca de miRNAs em cinco etapas.

4. Primeira etapa: Na aba esquerda da sessdo “Step I, selecione a espécie que vocé
deseja trabalhar. Em seguida, mais a direita, selecione o banco de dados que deve
buscar o gene de interesse. Sugiro selecionar a opgdo “miRBase”. Logo depois
selecione a forma de identificacdo do miRNA de interesse. Sugiro selecionar a op¢ao
“MiRNA (hsa-miR-1) ”. Tendo selecionado respectivamente as opgoes “miRBase” e
“MiRNA (hsa-miR-1) ”, como sugerido, escreva o nome do miRNA como consta na
sua tabela.

5. Segunda etapa: Marque todas as opg¢des disponiveis, elas trazem informagdes sobre o
miRNA.

6. Terceira etapa: No canto direito da linha “Output fields” na opgdo “Select start
position of miRNA seed”, troque de “Position 1” para “Position 2. Na segunda linha
“Input parameters” selecione apenas a opcdo 3’UTR, se as regides S’UTR e CDS
estiverem marcadas, desmarque-as. No mais, deixar de acordo com as configuracdes
do programa. Na terceira linha “Other databases” marque todas as opgdes e selecione
a opcdo “OR” em todas elas.

7. Quarta etapa: Selecione todos os parametros possiveis. Na linha “Panther protein
classes” selecione a op¢ao “All”. Nesta etapa vocé€ ja podera obter informagdes de
anotac¢ao funcional.

8. Quinta etapa: Tendo definido todos os parametros das etapas anteriores, clique em
“SEARCH”.

9. Vocé sera redirecionado para uma pagina com os resultados de predi¢cdo de genes e de

informacdes sobre 0 miRNA e anotacdes funcionais. Nao deixe de conferir os topicos
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em azul gerados em todas as sessdes. Na tabela “Putative target genes predicted by
chosen algorithms within mRNA selected regions” selecione a op¢do “3UTR”.

Uma nova guia abrird automaticamente, contendo uma tabela com os 50 primeiros
genes preditos pelos programas que vocé selecionou. Clique em “Download Complete
Table para obter todos os genes preditos.

Para saber como tratar sua tabela, consulte os topicos 8 a 11 na “Parte I: Predicao por
alvos” deste manual.

Para anotacdo funcional do genes alvo dos miRNAs selecionados, usaremos a
ferramenta DAVID 6.8, disponivel em: https://david.ncifcrf.gov.

Na parte esquerda da tela inicial do DAVID, clique na aba “Functional Annotation”.
Vocé sera redirecionado para uma nova pagina. No canto esquerdo, no “Step 17, opgao
“A” copie e cole os genes preditos no miRwalk 2.0 (insira apenas os primeiros 3000
genes, pois a ferramenta nao processa uma lista de genes maior que 3000).

No “Step 2, selecione a opgao “OFFICIAL_GENE_SYMBOL”.

No “Step 37, selecione a opcao “Gene List”.

No “Step 47, clique em “Submit List”.

Aguarde, a depender do tamanho da sua lista e de sua conexdo com a internet, este
processo pode ser demorado.

Vocé serd redirecionado para uma nova pagina, onde lhe serd solicitado escolher a
espécie para anotacdo funcional. Escolha a opcao “Use All Apecies” ou busque uma
espécie de interesse, selecione-a e clique em “Select Species”.

Vocé serd redirecionado para uma nova pagina. Nela clique em qualquer uma das
opgodes disponivel na sessdo “Functional Annotation Tools”.

Uma nova guia serd aberta automaticamente. Nela haverdao informacdes importantes
sobre os genes de sua lista, dentre elas, as vias em que estdao envolvidos. Clique em
“Pathways” e escolha a op¢ao “KEEG_PATHWAY”.

Uma nova janela abrird automaticamente. Nela haverd uma tabela das vias envolvidas

com a expressdo dos genes selecionados.


https://david.ncifcrf.gov/
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APENDICE C — PRODUCAO CIENTIFICA E ACADEMICA REALIZADA DURANTE O
MESTRADO

1. Publicacao do artigo intitulado: “The challenge of determining the impact of FUT3
tumor-associated polymorphism rs2306969 (-6951 C> T) in invasive breast cancer
cells.”, na revista Molecular Biology Reports.

2. Aceite do artigo intitulado: “Challenges of including visually impaired persons in
laboratory practice classes in life sciences courses”, na revista FAFIRE.

3. Apresentou o trabalho: “Fucosyltranferase 3 Expression and Pathological Impact in
Breast Invasive Ductal Carcinoma.” Modalidade pdster, na XIV Reunido Regional da
SBBQ, 2018, Salvador, publicado em anais da Revista de Ciéncias Médicas e
Bioldgicas.

4. Apresentou o trabalho: “Identificacdo in silico de um potencial miRNA regulador do
gene FUT8 no cancer de mama.” Modalidade oral, na VI Semana de Biociéncias e
Biotecnologia em Saude, 2018, Recife. Publicado os anais da VI Semana de
Biociéncias e Biotecnologia em Saude.

5. Conclusao do curso de: Especializacdo em Andlises Clinicas (372h), pela FAFIRE.

6. Ministrou o curso: Fundamentos de Quimica Aplicados a Bioquimica, ofertada pela
Coordenadoria do Ensino de Ciéncias do Nordeste (CECINE - UFPE), nos periodos
de 2019.1 e 2019.2, com cargas horarias de 42h e 60h, respectivamente.

7. Orientou o trabalho intitulado: “Perfil epidemioldgico de portadores de HBV no
estado de Pernambuco. ” Apresentado no MEDTROP - 54° congresso da sociedade
brasileira de medicina tropical, 2018, Recife.

8. Foi conferencista em: Semana Estadual da Pessoa com Deficiéncia, realizada pela
FAFIRE, apresentando o trabalho: “Desafios da inclusdo de pessoas com deficiéncia
visual em aulas praticas laboratoriais em cursos de ciéncias da vida.”

9. Foi responsavel pela disciplina: Padroes de Seguranca e Prevencgdo de Acidentes,
como professor convidado, da pés-graduacao da FAFIRE.

10. Realizacao de Estagio de Docéncia: Na disciplina de Bioquimica II, para
biomedicina, UFPE, do periodo de setembro ao atual.

11. Participou da Comissao Cientifica em: XXVI Semana de Biomedicina.
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