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RESUMO

Moyano Mufioz JJA. Analise de micro-RNAs reguladores de membros da familia
de transportadores SLC e de seus genes alvo em carcinomas de pénis. Sao Paulo;

2011. [Dissertacdo de Mestrado-Fundacdo Anténio Prudente]

O céancer de pénis (CaPe) é uma neoplasia rara que ocorre em homens
preferencialmente a partir da sexta década de vida. Estudo prévio do grupo avaliou
alteracdes genéticas por CGH-array (aCGH) e expressdo génica em larga escala em
CaPe de acordo com o gendtipo do HPV. A integracdo dos dados genémicos e de
expressdo revelou o envolvimento de genes da familia de carreadores de solutos
(SLCs), onde o padrdo de perdas e ganhos ndo concordava com o perfil de expresséo
génica (diminuicdo e aumento de expressdo, respectivamente). Estes dados sugeriram
0 envolvimento de outros mecanismos de regulacdo afetando estes genes. Analise in
silico mostrou que estes genes poderiam ser regulados por micro-RNAs (miRNA),
cujas regides gendmicas estavam alteradas por aCGH. O objetivo do presente estudo
foi confirmar as alteracdes no padrdo de expressdo de SLC1A3, SLC8AL, SLC25A4,
SLC25A16, SLC25A25 e SLC27A4 e seus potenciais miRNAs reguladores (miR-22,
miR-23b, miR-26b, miR-27b, miR-133b e miR223) por RT-PCR quantitativa (RT-
gPCR) em tempo real em 33 CaPe (28 amostras do grupo de validacao técnica e 7 de
validacao bioldgica) e 4 tecidos penianos normais (N). Os genes ACTB, GUSB e
HMBS foram utilizados como genes de referéncia para as analises de expressdo dos
genes SLCs; e RNU48, RNU47, MIR16 e RNU44 para os miRNAs. A analise dos
niveis de expressdo detectados pelas técnicas de microarray de expressao e RT-
gPCR no grupo de validacdo mostrou correlacdo positiva significativa para SLC1A3,
SLCB8AL, SLC25A4 e SLC27A4. A andlise de expressdo considerando conjuntamente
0s grupos de validacdo técnica e bioldgica mostrou diminuicdo de expressédo
significativa de SLC8A1 (P=0,017) e SLC25A25 (P=0,002), e aumento de SLC27A4
(P=0,007) em mais que 70% dos CaPe em relagédo aos N, validando os achados
prévios de expressao génica global. Foi verificado um aumento marginalmente

significante para o gene SLC1A3 (P=0,07), concordando com o resultado anterior. A



comparacéo entre CaPe e N mostrou que os miR-23b, miR-26b, miR-27b e miR-133b
apresentavam expressdo significativamente diminuida em CaPe, enquanto miR-223
apresentava expressdo aumentada na comparagdo com as amostras normais. A
expressao do miR-133b estava diminuida em 95% dos CaPe (20/21), com mediana
de expressdo 40 vezes menor em relacdo aos N (P=0,003). Os genes SLC8AL e
SLC27A4 apresentaram forte correlacdo nos niveis de expressdo detectados pelas
técnicas de array e RT-gPCR (P<0,001). Além disso, SLC8Al e SLC27A4
mostraram-se diferencialmente expressos em relacdo aos controles pelas duas
técnicas. Os dois genes se correlacionaram negativamente com seus 0s MiRNAs
reguladores (diminui¢ido de SLC8AL e aumento de miR-223 em CaPe; e aumento de
SLC27A e diminuicdo de miR-133b). Maior nivel de SLC25A16 foi
significativamente detectado nos tumores HPV positivos. Foi verificada associacéo
significativa entre menores niveis de miR-22, miR-23b e miR-27b e invasdo
perineural (P=0,039; P=0,039; P=0,032; respectivamente) e tendéncia a associacao
entre niveis mais baixos de miR-133b e graus histolégicos 1l e Il (P=0,052). Em
conclusdo, os dados do presente estudo sugerem que membros da familia dos genes
SLCs s&o regulados por miRNAs, mostrando pela primeira vez o envolvimento
destes genes nos CaPe. InvestigacGes futuras em maior nimero de casos e por outras
ferramentas metodoldgicas poderdo confirmar o papel dos miRNAs miR-22, miR-23b

e miR-27b como marcadores prognosticos em CaPe.



SUMMARY

Moyano Muiioz JJA. [Analysis of microRNAs that regulate members of the SLC
transporter family and their target genes in penile carcinomas]. Séo Paulo; 2011.

[Dissertacdo de Mestrado-Fundacdo Antonio Prudente]

Penile cancer is a rare disease that occurs predominantly in men over 60 years of age.
A previous study conducted by our group analysed genetic alterations through the
use of CGH-array and also large-scale gene expression of penile cancer patients
according to their HPV status. The combination of the genomic data and expression
analysis revealed a possible involvement of a family of genes linked to solute
carriage (SLCs) with penile cancer, where the genomic gain or loss pattern did not
match the gene expression profile (decrease and increase in expression, respectively).
This data suggests that there are other regulatory mechanisms affecting these genes.
In silico analysis showed that these genes could be regulated by microRNAs due to
their altered genomic regions revealed by aCGH. The objective of this study is to
confirm the gene expression pattern of the SLC1A3, SLC8A1, SLC25A4, SLC25A16,
SLC25A25 e SLC27A4 genes and their putative regulatory microRNAs (miR-22,
miR-23b, miR-26b, miR-27b, miR-133b e miR223) through RT-qPCR in 33 penile
cancer patients (28 training set and 7 validation set samples) and 4 normal penile
tissues. The ACTB, GUSB and HMBS genes were used as reference genes for the
SLC genes expression analysis and the RNU48, RNU47, MIR16 and RNU44 genes
were used for the miRNA’s expression analysis. A positive correlation between
SLC1A3, SLC8A1, SLC25A4 and SLC27A4 expression levels detected by microarray
and RT-gPCR was observed in the training set samples. Significant decreased
expression of SLC8A1 (P=0.017) and SLC25A25 (P=0.002) and increased expression
of SLC27A4 (P=0.007) were detected in more than 70% of penile carcinomas from
both training and validation set in comparison to the control group, therefore
validating the previous findings of global gene expression. Although it was not
statistically significant (P=0,07), higher levels of SLC1A3 was detected in tumors,

which is in agreement with previous results. Significant downexpression of miR-23b,



miR-26b, miR-27b and miR-133b and overexpression of miR-223 were detected in
tumors compared with normal controls. Interestingly, downexpression of miR-133b
was observed in 95% (20/21) of the tumor samples with a median of 40 fold
reduction in the comparison with controls (P=0.003). Differential expression of
SLCB8AL and SLC27A4 was detected inpenile cancer group compared to the controls
by both techniques. These two genes were negatively correlated with their
corresponding regulatory miRNAs. Thus, decreased expression levels of SLC8A1
were negatively correlated with incresead levels of miR-223. Conversely, increased
levels of SLC27A were negatively correlated with decreased miR-133b expression,
highly suggesting that these genes are regulated by these miRNAs. Significantly
higher expression levels of SLC25A16 were found in HPV positive tumours. A
significant association was found between lower levels of miR-22, miR-23b and miR-
27b and perineural invasion (P=0,039; P=0,039; P=0,032; respectively). These data
indicate that miR-22, miR-23b and miR-27b could be considered as prognostic
markers in penile carcinomas. In addition, lower levels of miR-133b was marginally
associated with tumors presenting histological grades Il and Il (P=0,052). In
conclusion, this study suggested that members of SLC gene family are regulated by
miRNAs, revealing for the first time the involvement of these genes in penile cancer.
Future investigations with a greater number of patients and different techniques
might confirm the role of miR-22, miR-23b and miR-27b as prognostic markers in

penile cancer patients.
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1 INTRODUCAO

1.1 EPIDEMIOLOGIA

O céncer de pénis (CaPe) é uma doenca rara em paises desenvolvidos,
correspondendo a 0,4 - 0,6% de todas as neoplasias malignas masculinas
(GOODMAN et al. 2007; MINHAS et al. 2010). O CaPe atinge aproximadamente
1:100.000 homens na América do Norte e Europa (MICALI et al. 2006) e
compreende um problema importante de salde publica nos paises em
desenvolvimento, onde esse tumor constitui até 20% dos tumores malignos do
homem (MISRA et al. 2004). Nos Estados Unidos, o CaPe corresponde a 2,1% dos
canceres em homens, sendo que em 2010 foram diagnosticados 1.250 casos novos e
registrados 310 Obitos devido a doenca (Surveillance Research Program of the
National Cancer Institute SEER 2011). A maior incidéncia do CaPe é relatada na
Africa, onde o nimero de afetados pode chegar a 20:100.000 homens (MICALI et al.
2006) enquanto os menores indices estdo entre os judeus nascidos em Israel e nos
EUA (0,1:100.000 e 0,07:100.000, respectivamente) (POW-SANG et al. 2010;
MISRA et al. 2004). No Brasil, o CaPe corresponde a aproximadamente 2,1% de
todos os tumores masculinos, acometendo 2,9 - 6,8:100.000 homens. Cerca de 50%
de todos os casos de CaPe no pais sdo oriundos das regides Norte e Nordeste. Essas
regides apresentam as piores condi¢cdes socioeconémicas do pais e concentram mais
da metade das neoplasias malignas do pénis, representando até 5,7% de todos o0s

tumores no sexo masculino (MINISTERIO DA SAUDE 2009). No estado do



Maranh&o, os casos de CaPe correspondem a 22,7% dos casos. Todavia, o CaPe
representa menos de 1% das neoplasias malignas no sul brasileiro (FAVORITO et al.
2008).

O CaPe acomete principalmente pacientes entre 60 e 70 anos, apresenta baixa
frequiéncia entre os adultos na faixa dos 30 anos e é raro na infancia (SALVIONI et
al. 2009). No Brasil, o CaPe ocorre mais em idades mais jovens quando comparado a
populacdo mundial, a partir da quarta década de vida; 79% dos pacientes com CaPe
possuem idade superior a 46 anos e 7,4% dos pacientes apresentam idade inferior a

35 anos (FAVORITO et al. 2008).

1.2 ETIOLOGIA

Os fatores de risco para o CaPe sdao mdaltiplos e, apesar de varias
caracteristicas terem sido associadas a presenca do tumor, sua etiologia ainda
permanece incerta (DILLNER et al. 2000). Alguns fatores foram associados a um
risco aumentado para desenvolvimento do CaPe, tais como fimose, auséncia de
circuncisdo, mas condi¢cdes de higiene, retencdo de produtos urinarios e células
epidérmicas que descamam normalmente (esmegma), VAarios parceiros sexuais,
infeccdo pelo HPV, verrugas genitais ou outros antecedentes venéreos, lesdes e
inflamacdes cronicas e o tabagismo (DALING et al. 2005; SALVIONI et al. 2009;
MINHAS et al. 2010).

Um dos principais fatores de risco para o desenvolvimento do tumor é a
auséncia de circuncisdo em meninos na infancia. Em homens ndo circuncidados

(prepucio intacto), o desenvolvimento do tumor é atribuido aos efeitos irritativos do



esmegma, um bioproduto da acdo bacteriana nas células epiteliais esfoliadas da face
interna do prepucio (SOBEL e PLAUT 1949). O esmegma tem sido descrito como
um agente carcinogénico no CaPe, convertendo esterdis esmegmaticos em esterdis
carcinogénicos pela Micobacterium smegmatic (SHABAD 1964; RAJU et al. 1985).
Nos Estados Unidos, o risco de desenvolvimento de CaPe em homens néo
circuncidados é trés vezes maior que para homens circuncidados (MADEN et al.
1993). Além disso, parece que o periodo em que a circuncisao é realizada afeta a
incidéncia destes tumores. Na populacdo de judeus, a circuncisdo ocorre no periodo
neonatal e, nestes individuos, o CaPe é praticamente inexistente (LICKLIDER 1961).
Entre os muculmanos, onde a circuncisdo é realizada apés a puberdade, o CaPe €
raro (GOEL e SINGH 1977). No entanto, se a circuncisao é realizada em adultos,
este procedimento parece ndo oferecer protecdo contra o aparecimento da doenca
(TSENG et al. 2001).

Além destes fatores de risco, a doenca freqlientemente estd associada a
homens que possuem um baixo nivel socioeconémico, provavelmente devido a fata
de informac6es e consequente ma higiene pessoal (PANDA e NAYAK 1980).

Outros fatores de risco associados ao CaPe incluem historia de tratamento
prévio com psoralen ou ultravioleta A e contadgio com o papiloma virus humano
(HPV) (DILLNER et al. 2000). Os HPVs correspondem a virus pequenos de DNA
em dupla fita de 8000pb que pertencem a familia Papillomaviridae (DE VILLIERS
et al. 2004). Apesar da relacdo causal bem estabelecida entre a infec¢do por HPV e o
desenvolvimento de céncer cervical demonstrada em estudos epidemioldgicos
(BRINTON et al. 1991), apenas uma fraca relacdo é observada entre o0 virus e outros

tipos de cancer, tais como cancer de vulva, anus e pénis (ZUR HAUSEN et al. 2009).



A infeccdo pelo HPV € considerada epidémica, em muitas regides pobres, inclusive
no Brasil.

Técnicas em biologia molecular deram evidéncias do papel etioldgico da
infeccdo pelo HPV no CaPe. Foram identificadas seqliéncias especificas de DNA de
diferentes tipos de HPV em lesBes penianas primarias (malignas ou benignas), mas
ndo em tecidos normais (VARMA et al. 1991; IWASAWA et al. 1993).

Até o momento, foram descritos mais de 100 subtipos de HPV associados
principalmente a infec¢Bes no trato genital. Alguns gendtipos virais estdo envolvidos
em mecanismos carcinogénicos, 0os chamados HPV de alto risco (HPV16, 18, 31, 35,
39, 45, 51, 52, 56, 59, 66, 68, 69, 73 e 82), enquanto outros praticamente ndo
possuem envolvimento com cancer e sdo chamados HPV de baixo risco (HPV 6, 11,
40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81 e CP6108) (SHUKLA et al. 2009).

Estudos sorologicos mostraram a presenca de HPV, principalmente os
subtipos 16 e 18, em 40 a 50% dos casos de cancer de pénis (MIRALLES-GURI et
al. 2009). Os carcinomas epidermoides (CECs) de pénis dos subtipos basaloide ou
condilomatoso estdo mais frequentemente associados a presenca de HPV de alto
risco, que sdo observados em 70 a 100% dos casos e torna a relacdo etioldgica entre
HPV e CaPe mais plausivel (CUBILLA et al. 1998; RUBIN et al. 2001). BEZERRA
et al. (2001) demonstraram que o status do HPV n&o influencia o prognéstico em
casos de CaPe invasivo. Contraditoriamente, a positividade de HPV associada ao
aumento da expressao da proteina P53 estava associada a pior prognostico nos
pacientes com CaPe (LOPES et al. 2002). Apesar desses resultados, ndo se pode
considerar o HPV como causa do carcinoma peniano, mas sim um fator associado

importante e prevalente (MONK e TEWARI 2007).



A integracdo do DNA viral ao genoma do hospedeiro é amplamente relatada
em carcinomas, principalmente em tumores da regido cervical, sendo um evento
crucial na oncogénese (KALANTARI et al. 2001; DALL et al. 2008). Esta
integracdo pode levar tanto a ativacdo como a inativacdo de genes celulares
envolvidos no processo tumoral. A ruptura e a integracdo do genoma do HPV a
célula hospedeira levam a expressdao aumentada da proteina viral E7 e a vantagem
seletiva no crescimento destas células quando comparadas as células que possuem
DNA de HPV nao integrados ao genoma (DALL et al. 2008).

Estudos epidemiologicos tém associado os metabdlitos do tabaco como
fatores etiologicos de CaPe (HARISH e RAVI 1995). Esses dados corroboram a
hipdtese de que o fumo é capaz de levar ao desenvolvimento do cancer em todo o
epitélio escamo-celular, independente do contato direto da droga com o tecido
havendo indicios que esse fator é dose-dependente (TSEN et al. 2001). MADEN et
al. (1993) demonstraram um risco elevado de desenvolvimento do CaPe em fumantes
segundo a quantidade de cigarros consumidos por ano. Posteriormente, foi relatado
um risco 4,5 vezes maior de desenvolvimento de CaPe invasivo em fumantes quando
comparado a homens que nunca fumaram (DALING et al. 2005). Entretanto, o papel
exato do cigarro na carcinogénese ainda é desconhecido e, até 0 momento, existe

apenas uma relagéo inconsistente descrita em poucos estudos.



1.3 ASPECTOS CLINICOS E HISTOPATOLOGICOS

O carcinoma peniano pode se apresentar como um tumor exofitico; no
entanto, na grande maioria dos casos, apresenta um padrdo de crescimento
infiltrativo (POMPEOQ et al. 2006). Esse tumor é geralmente relatado pelos pacientes
como “ferida no pénis”, podendo vir como sinal isolado ou em associagdo com
outros sintomas como dor, inflamacdo, disdria, prurido e hemorragia. O CaPe é
evidenciado na glande em 48% dos casos, 21% no prepucio, 9% em ambas as areas e
6% no sulco coronal. (CUBILLA 2009). Geralmente, inicia-se como uma leséo na
glande, que quando ndo tratada em estagios iniciais, estende-se para o prepucio,
infiltrando tecidos adjacentes como o subepitelial, conjuntivo, corpo esponjoso,
Corpo cavernoso e uretra. Este tumor pode também invadir 6rgdos como prostata e
bexiga sendo raras as metastases a distancia (POMPEO et al. 2006; CUBILLA
2009).

O CaPe ocorre, na maioria das vezes, como carcinoma in situ ou invasivo. O
carcinoma in situ pode estar presente sob duas formas, ambas apresentando padréo
histolégico de células epiteliais malignas ndo invasivas (MICALI et al. 2006).
Quando a glande, prepucio ou haste do pénis sdo afetados, o carcinoma in situ recebe
0 nome de Eritroplasia de Queyrat, enquanto o envolvimento da pele da haste do
pénis, escroto ou perineo é conhecido como Doenca de Bowen. A Doenca de Bowen
pode se transformar em carcinoma invasivo em 5-10% dos casos
(SCHELLHAMMER et al. 1992), enquanto essa evolucdo ocorre mais
frequentemente para Eritroplasia de Queyrat, em aproximadamente 10-33% dos

casos (GROSSMAN, 1992; WIELAND et al. 2000).



Os carcinomas de células escamosas (CEC) compreendem 95% dos casos de
CaPe, sendo o tipo histologico mais frequente, e caracteriza-se histologicamente por
queratinizacdo, formacdo de pérola cdérnea e apresentacdo de varios graus de
atividade mitética (SCHELLHAMMER et al. 1992). O principal subtipo histolégico
do CEC ¢é o usual (48-65% dos casos), seguido em frequéncia pelo condilomatoso
(17%), verrucoso (8%), papilar (7-10%) e basaloide (5-15%) (CUBILLA et al. 2004;
CHAUX et al. 2010c). Os demais subtipos possuem padrdes infiltrativos e de
crescimento variados como melanoma e sarcoma.

Recentemente, a Organizacdo Mundial de Salde reviu a classificacdo dos
carcinomas de pénis, incluindo novos tipos histologicos de importancia clinica como
0 pseudoglandular ou carcinoma acantolitico, carcinoma epidermoide papilifero e
carcinoma warty-basaloide (CUNHA et al. 2009; CHAUX et al. 2010a; CHAUX et
al. 2010b). Estes tipos histoldgicos, como o pseudoglandular ou carcinoma
acantolitico, sdo mais raros e maiores em tamanho, mais infiltrativos e de alto grau
histol6gico, com maior incidéncia de metéstases linfonodais e estdo associados ao
aumento de morte pela doenca (CUNHA et al. 2009).

Os dois principais sistemas de estadiamento utilizados para CaPe sdo a
Classificacdo de Jackson e Union Internationale Contre Le Cancer (UICC) TNM
(JACKSON 1966; SOBIN e WITTEKIND 2004). A Classificacdo de Jackson é um
sistema de estadiamento clinico estabelecido para casos em que nédo estdo disponiveis
as caracteristicas da lesdo primaria inicial, a profundidade de invasdo, a natureza e
extensdo de metastases em linfonodos. Ja o sistema TNM descreve a profundidade de
invasédo e extensdo de envolvimentos dos linfonodos, sendo por esse motivo utilizado

com maior freqliéncia na pratica clinica (SOBIN e WITTEKIND 2004).



O diagnostico do CaPe ocorre, na maioria das vezes, mais tardiamente
quando comparado a outros tipos de cancer. Essa etapa € retardada por mais de um
ano em 15-50% dos pacientes como resultado de medo, vergonha, ignorancia ou
negacdo pessoal. A auséncia de tratamento adequado leva muitas vezes a morte
precoce desses pacientes (MISRA et al. 2004).

O diagnostico de CaPe € realizado por exames clinicos e histopatolégicos. O
diagnostico é realizado a partir da bidpsia da lesdo peniana suspeita (LOPES et al.
1994). Outros procedimentos, tais como tomografia computadorizada e/ou
ultrassonografia podem também ser utilizados para avaliacdo e estadiamento do
tumor. O exame inguinal é imprescindivel, uma vez que a sobrevida esta diretamente
relacionada a presenca ou auséncia de metastases em nddulos linfaticos locais
(MOSCONI et al. 2005).

Métodos de diagndstico por imagem como ultrassonografia, tomografia
computadorizada e ressonancia nuclear magnética ndo parecem auxiliar no
diagndstico do tumor priméario (exceto em casos de obesidade morbida), e
apresentam baixa sensibilidade e especificidade para detectar metéstases linfonodais
sendo utilizado apenas na detec¢cdo de metastases a distancia (SOLSONA et al. 2004;

FICARRA et al. 2009).



14 FATORES PROGNOSTICOS

O acometimento dos nédulos linfaticos, juntamente a extensdo do tumor
primario constituem os principais fatores progndésticos para o CaPe (LOPES et
al.1996b).

Ja foi demonstrada a associacdo entre o padrdo de invasdo e a embolizagédo
linfatica, sendo a invasdo considerada como fator independente na predi¢do de
metastases linfonodais (GUIMARAES et al. 2006). Metastases linfonodais para
regido inguinal e iliaca sdo a via de disseminagdo precoce no carcinoma peniano e
constituem o principal fator prognostico da doenca (LOPES et al.1996a).

As metastases por via hematogénica sao mais raras ocorrendo entre 1 a 10%
dos casos (BEGGS e SPRATT, 1964; PURAS et al. 1978). Nos casos avancados, as
complicagdes loco-regionais com tumor infiltrando o feixe vasculo-nervoso levam a
hemorragia e sepse, sendo estas as principais causas de morte nestes pacientes
(PURAS et al. 1978). Ndo hé relatos de remissdo espontanea da doenca.

A presenca de linfonodos palpaveis no momento do diagnéstico do tumor
primario ocorre entre 28% a 64% dos pacientes. No entanto, 47% a 85% dos casos
sdo diagnosticadas metéstases linfonodais ao exame patoldgico, provavelmente, no
restante dos pacientes a linfonodomegalia é consequéncia de processos inflamatorios
decorrentes das infecgBes associadas ao tumor. Pacientes sem linfonodos palpaveis
ao diagnostico podem apresentar micrometastases que sO sdo detectadas apos
linfadenectomia e exame patologico. A taxa de ocorréncia de micrometastases € de
12% a 24%. A extensdo do comprometimento linfonodal para a regido pélvica ocorre

em 22% a 56% dos pacientes (FICARRA et al. 2005).
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O prognostico de pacientes portadores de metastases linfonodais varia de
acordo com diversas caracteristicas, tais como numero de linfonodos afetados,
presenca de extensdo inguinal uni ou bilateral, envolvimento de linfonodos pélvicos
e extensdo extranodal (PANDEY e PICARD 2006). A presenca e extensdo de
metastases nodais estd associada ao pior prognostico para 0s pacientes com CaPe,
levando a consideravel reducéo da sobrevida em 5 anos.

A sobrevida livre da doenca em 5 anos € de 90-100% para os tumores NO; 80-
90% para N1 (nodulos linfaticos inguinais solitarios e superficiais), 50% para N2
(nédulos linfaticos inguinais superficiais multiplos ou bilaterais) e 0-30% para N3
(nédulos linfaticos pélvicos ou inguinais profundos, unilaterais ou bilaterais)
(HORENBLAS et al. 1993; RAVI 1993). Assim, pacientes com linfonodos palpaveis
ao diagnostico apresentam taxas de sobrevida entre 38% a 52%, enquanto pacientes
negativos ao exame clinico apresentam taxas mais elevadas de 70% a 93%
(VILLAVICENCIO et al. 1997; BEZERRA et al. 2001).

Os dados morfoldgicos, além de classificar corretamente o subtipo tumoral,
também podem dar informac@es relevantes em relagcdo ao comportamento bioldgico
do tumor. Dentre eles destacam-se como fatores importantes na predi¢do das
metéstases linfonodais e da sobrevida, o grau histolégico (VELAZQUEZ et al.
2008), a invasdo vascular (LOPES et al. 1996a), a invasdo perineural (CUBILLA
2009) e o padréo de invas&o do tumor (GUIMARAES et al. 2006).

Diversos estudos ja foram realizados na tentativa de identificar quais fatores
clinicos e anatomopatologicos podem ser empregados para predizer o risco de
acometimento linfonodal nos pacientes com CEC de pénis, na tentativa de

determinar quais pacientes se beneficiariam da linfadenectomia profilatica.
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BHAGAT et al. (2010) avaliaram dois grupos de pacientes com CEC de pénis,
aqueles que foram submetidos a linfadectomia e os que ndo foram submetidos.
Observaram que pacientes com invasao linfatica apresentam maior risco para o
desenvolvimento de metéstases linfonodais, corroborando os dados de LOPES et al.
(1996b). Estes autores também descreveram que a espessura do tumor maior que 5
milimetros € um fator de risco para metastase linfonodal. Além da invaséo linfatica
também conferem maior risco para comprometimento linfonodal o estadio do tumor
e a presenca de mais do que 50% de células tumorais pouco diferenciadas (SLATON
et al.2001; FICARRA et al.2005).

A invasdo perineural também foi descrita por VELAZQUEZ et al. (2008)
como um importante fator preditivo de comprometimento linfonodal para as
neoplasias malignas de pénis. Em 2006, GUIMARAES et al. relataram que o padrio
de invasdo do tumor primario esta associado ao risco de metastases linfonodais,
sendo que pacientes com padrdo infiltrante apresentam risco 4,18 vezes maior de
desenvolverem metastases do que pacientes com tumores exofiticos.

N&o menos importante para o prognostico do paciente é o subtipo histoldgico,
que tem sido associado ao risco de metéstases linfonodais e de morte pela doenca. Os
subtipos como papilar e warty sdo de baixo risco tanto para metéastases quanto para
morte, ja os sarcomatoides tém alto risco tanto para metéstases quanto para 6bito
(GUIMARAES et al. 2009). Outra informacfo relevante na predicio de
comprometimento linfonodal é o grau de diferenciacdo do tumor. Em geral, tumores
pouco diferenciados apresentam risco maior de desenvolvimento de metéstases

(SLATON et al. 2001; FICARRA et al. 2002; CUNHA et al. 2009).
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Os fatores clinicos e anatomopatologicos contribuem para a avaliagdo
prognostica dos pacientes com CEC de pénis, entretanto ainda sdo imprecisos e por
esta razdo, varios estudos tém sido realizados com o intuito de identificar marcadores

moleculares prognosticos para esse tumor.

1.5 TRATAMENTO

A rara incidéncia dos CaPe contribui para a auséncia de métodos
padronizados para o tratamento dos pacientes. Quando o tumor é diagnosticado em
fases iniciais (estadios I-I1), é observada uma evolucdo favoravel, com a maioria dos
pacientes sendo considerada como curada da doenca.

Apesar do impacto mutilante, a amputacdo parcial ou total do pénis é
utilizada comumente na pratica clinica, uma vez que, na maioria dos casos 0
diagndstico é feito tardiamente, ja em estadio avancado. A resseccdo cirdrgica é
direcionada tanto para o tumor primario quanto para 0s nddulos linfaticos regionais
(linfadenectomia inguinal ou inguino-iliaca bilateral) (LOPES et al. 1996b).

Um dilema no tratamento do CaPe é qual conduta adotar nos casos sem
linfonodos palpéveis. Até 0 momento, o Unico método capaz de determinar com
precisdo a presenca ou auséncia de ceélulas tumorais nos linfonodos é a
linfadenectomia inguinal (BHAGAT et al. 2010). A linfadenectomia profilatica
confere maiores taxas de cura, como demonstrado por ORNELLAS et al. (2008). Os
autores avaliaram a sobrevida especifica por cancer em 10 anos em pacientes
submetidos ao esvaziamento inguinal profilatico e tardio (realizado somente no

momento do diagndstico de linfonodos palpaveis). A medida profilatica aumentou a
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sobrevida de 30% para 70%; ou seja, a linfadenectomia ¢ indicada na vigéncia de
comprometimento linfonodal, por aumentar a sobrevida dos pacientes positivos para
metastase linfonodal. No entanto, é uma abordagem de tratamento invasiva e
associada as diversas e frequentes morbidades. Metade dos pacientes submetidos ao
esvaziamento inguinal desenvolve complicagdes, que podem ser infeccdo da ferida
(3% a 70%), necrose (2,5% a 64%), deiscéncia (38% a 61%), linfocele (2,7% a
87%), linfedema (5% a 100%) e trombose (6% a 9%) (FICARRA et al. 2002).
Também ndo pode ser descartada a pequena taxa de mortalidade (aproximadamente
3%) associada as complicacdes do procedimento cirdrgico. Devido a todas as
morbidades associadas a linfadenectomia, essa ndo é a abordagem de tratamento
empregada para todos o0s pacientes sem comprometimento linfonodal
(HORENBLAS et al. 2001; HEYNS et al. 2010).

O impacto psicoldgico da doenca e do tratamento na vida do paciente € um
fator importante. Em revisdo sistematica entre os anos de 1985 e 2008 observou-se
que, dentre os efeitos negativos mais comuns, estdo a baixa qualidade de vida ou
bem-estar e fungdo sexual comprometida. Aproximadamente 50% dos pacientes
apresentaram distarbios psiquiatricos (MADDINENI et al. 2009).

As lesbes pequenas, em estadios iniciais, podem ser tratadas de forma
conservadora (LONT et al. 2006), seja por radioterapia, resseccao cirdrgica, terapia a
laser (MEIJER et al. 2007; TEWARI et al. 2007), ou cirurgia controlada
microscopicamente (resseccOes regradas respeitando com rigor as margens de
seguranca conhecida como técnica micrografica de Mohs) (MOHS et al. 1992) e
braquiterapia, entre outros (MOSCONI et al. 2005). Estas medidas foram

incorporadas gragas ao desenvolvimento tecnoldgico e ao aperfeicoamento de novas
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técnicas, cada vez menos invasivas, em prol do efeito cosmético, melhor qualidade

de vida e reintegracao biopsicossocial do paciente.

1.6 ESTUDOS GENETICO-MOLECULARES DO CaPe

O conhecimento sobre marcadores genéticos relacionados ao CaPe é
extremamente limitado, principalmente quando comparado a outros tipos de
carcinomas. Os estudos envolvem principalmente analises de proteinas e tém
revelado alguns resultados interessantes, assim como alguns genes candidatos a
marcadores moleculares.

O marcador prognostico mais importante até o momento é a invasdo
angiolinfatica, que deve ser incluida na nova revisdo da classificacgdo TNM para
neoplasia de pénis (LOPES et al. 1996b; SOBIN et al. 2009). No entanto, novos
biomarcadores com valor prognostico e preditivo devem auxiliar na melhor conduta
clinica para estes pacientes.

O silenciamento epigenético por metilacdo foi identificado para alguns genes
em CaPe. A inativacdo do gene FHIT e RUNX3, ambos supressores tumorais, foi
verificada em 23 de 25 CaPe de células escamosas (92%) (YANAGAWA et al.
2008). A hipermetilacdo do gene THBS-1 foi associada a pior progndstico em
pacientes com CaPe. A inativacdo do gene RASSFL1 foi relatada principalmente em
tumores T1, indicando que a hipermetilacdo desse gene pode estar relacionada aos

eventos iniciais da progressédo do CaPe (GUERRERO et al. 2008).
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O gene CDKNZ2A, um importante supressor tumoral que codifica as proteinas
p14°RF e p16'™K* foi encontrado silenciado por metilacio especificamente na regido
promotora de p16 em 9/53 pacientes com CaPe (FERREUX et al. 2003).

Mutacbes nos genes PIK3CA, HRAS e KRAS foram descritas por
ANDERSSON et al. (2008) em CaPe. O PIK3CA atua na via metabdlica PI3K, e os
demais na via RAS. As mutacOGes da via RAS foram relatadas em tumores mais
avancados e os autores concluiram que os genes HRAS e KRAS podem ser
importantes para o diagndstico e caracterizacdo do grau do tumor.

POETSCH et al. (2007) avaliaram 62 marcadores polimorficos de
microssatélites distribuidos em 11 cromossomos quanto a perda de heterozigose
(LOH) em 28 amostras de tumores de pénis e 10 metastases correspondentes. Os
autores classificaram como baixa freqtiéncia de LOH (0-25% marcadores tumorais
com LOH), média (26-50%) ou alta (>50%). Para os tumores primarios, 23
marcadores apresentaram baixa frequéncia de LOH, 10 apresentaram LOH média e
somente um estava relacionado a alta frequéncia de LOH. Os marcadores com LOH
média ou alta estavam localizadas em 2q, 6p, 8¢, 9p, 12q e 17p13. Nestas regides
alteradas podem estar mapeados genes supressores tumorais ou reguladores genéticos
envolvidos no CaPe. Ja nos tecidos metastéticos foi observada maior quantidade de
alteracdes gendmicas e alta frequéncia de LOH em 3p, 6p, 609, 8q, 9p, 11q, 12q, 15q,
17p e 18g. Todas as alteracBes detectadas na lesdo priméria estavam também
presentes na metastase correspondente. O marcador D6S260 foi correlacionado a
menor sobrevida e quatro diferentes marcadores polimdrficos de microssatélites
mapeados nos cromossomos 4, 6, 9, 12 e 13 apresentaram correlacdo com o estadio

tumoral (T). Oito marcadores de microssatélites mapeados nos cromossomos 6, 9, 11
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e 12 e a presenca de multiplas regides envolvidas em LOH mostraram correlacéo
significativa com a ocorréncia de metastases (POETSCH et al. 2007).

Vérios estudos moleculares avaliaram a importancia do gene supressor
tumoral TP53 e seu produto protéico funcional em CaPe. Polimorfismos no gene
TP53 tém sido amplamente avaliados como fatores de risco para doencas malignas.
O principal polimorfismo, localizado no éxon 4 do gene, resulta nos genotipos
Arg/Arg, Arg/Pro ou Pro/Pro no codon 72 da proteina TP53 (PIETSCH et al. 2006).
O genotipo Arg/Arg da proteina TP53 esta relacionado a suscetibilidade a
degradacédo in vitro mediada pelo gene E6 do HPV16, podendo facilitar o efeito
oncogénico do virus (STOREY et al. 1998). Entretanto, em estudos realizados por
HUMBEY et al. (2003) e TORNOSELLO et al. (2008) ndo foi encontrada
associacdo entre o gendtipo Arg/Arg em TP53 e a presenca de HPV. Em adicao, este
gendtipo ndo foi considerado um fator de risco para o aparecimento de CaPe.

Alteragdes nos genes CDKN2A e TP53 foram avaliadas em uma série de
lesBes pré-malignas e carcinomas invasivos genitais, incluindo 3 CaPe e 5
carcinomas de vulva (SOUFIR et al. 2007). Foram identificadas mutacGes nos éxons
5, 7 e 8 do gene TP53 em 6/8 tumores invasivos analisados. MutacGes no éxon 2 de
CDKN2A ocorreram em 50% dos tumores invasivos, todos com mutagdo em TP53,
sugerindo que a co-inativacdo de ambas as vias é importante nesses tumores genitais
e indicando um efeito cooperativo. Nao foram detectadas alteracdes genéticas nas
lesbes precursoras, o que indica que mutacdes em TP53 e CDKN2A correspondem a
eventos tardios nestes processos tumorais.

A expressdo de algumas proteinas foi determinada por imunoistoquimica

quanto a capacidade de diferenciar biologicamente dois subtipos histolégicos de
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CEC: usual e verrucoso. OUBAN et al. (2003) relataram aumento da expressao de
MDMZ2 e diminuicdo de TP53 em carcinomas verrucosos com relacdo ao CEC usual.
A correlacdo inversa entre a expressao das proteinas estd de acordo com o esperado,
uma vez que a proteina MDM2 é um regulador chave de TP53, inibindo a acéo do
gene supressor tumoral e levando a proliferacdo celular descontrolada em células
tumorais (CHEN et al. 1998).

Alguns relatos sugeriram que carcinomas de pénis com expressao aumentada
da proteina TP53 possuem risco aumentado de metastase em nodulos linfaticos
qguando comparados a individuos com baixa expressdo de TP53 (LOPES et al. 2002;
MARTINS et al. 2002; ZHU et al. 2007). Além disso, a expressdo aumentada de
TP53 foi correlacionada a maior diferenciacdo celular e profundidade da leséo
primaria (MARTINS et al. 2002).

A expressao das proteinas microssomais prostaglandina E sintase (PGES-1),
prostaglandina E2 (PGE2) e cicloxigenase 2 (COX-2) foi avaliada em seis casos de
CEC, uma displasia e sete casos de carcinoma in situ de pénis (GOLIJANIN et al.
2004). A enzima COX catalisa a sintese de prostaglandina H2 (PGH2), a qual é
convertida pela mPGES-1 em PGE2. A proteina PGE2, por sua vez, estd envolvida
na proliferacdo celular e inducéo de angiogénese (BEM-AV et al. 1995; TSUJII et al.
1998), entre outras fungdes. Assim, a inibicdo da sintese de PGE2 pode impedir a
formagéo e o crescimento do tumor (DANNENBERG et al. 2001). GOLIJANIN et
al. (2004) relataram um aumento da expressdo de COX-2 e mPGES-1, alem de
presenca de PGE2 em todos os casos analisados. Segundo os autores estes dados
fornecem a base para que a utilizacdo de drogas que inibem COX-2 possam ser

melhor investigadas em pacientes com CaPe.
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A proteina pro-apoptdtica BAX apresentou expressdo similar em CECs e
carcinoma verrucoso de pénis, enquanto a imunorreatividade da proteina anti-
apoptotica BCL2 e a taxa BCL2/BAX foram significativamente superiores em
pacientes com CEC, sugerindo que estes tumores sao distintos molecularmente
(SAEED et al. 2005).

A capacidade do antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA) e da
proteina Ki-67 em predizer metastases linfonodais e sobrevida dos pacientes foi
avaliada pela técnica de imunoistoquimica em 125 CaPe (GUIMARAES et al. 2007).
Embora a expressdo aumentada de PCNA e diminuida de Ki-67 tenham sido
associadas a metastase linfonodal, ndo foi obtida relacdo entre a imunorreatividade
dessas proteinas e a sobrevida dos pacientes. MARTINS et al. (2002) ndo
encontraram associacdo significativa entre a expresséo de PCNA e fatores
prognosticos em CaPe. Em uma andlise envolvendo 26 pacientes, FARIA et al.
(2000) ndo observaram correlacdo entre o indice de Ki-67 e a agressividade bioldgica
dos tumores de pénis.

A expressdo de metaloproteinases de matriz (MMPs), familia de enzimas
proteoliticas envolvidas na degradacdo da matriz celular que facilita os processos de
migracdo e motilidade celular, foi estudada e confrontada com padrdes de
crescimento e invasdo do CaPe. Uma associacdo interessante foi observada entre a
expressdo aumentada das MMP2 e MMP9 e tumores pouco diferenciados
histologicamente (SOARES et al. 2006).

A expressdo das metaloproteinases MMP2 e MMP9 foi analisada por
CAMPOS et al. (2006) para verificar a sua possivel utilizagdo como marcadores

prognosticos em pacientes com CaPe. Os autores observaram que a expressdo
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proteica elevada da MMP9 era fator de risco independente para a recorréncia da
doenca indicando seu potencial uso para selecdo de pacientes que necessitam de
maior atencdo em tratamentos pds-operatorios. A imunorreatividade de MMP2 néo
mostrou associa¢do com nenhum dos parametros avaliados.

A baixa expressdo de algumas proteinas foi independentemente associada a
presenca de metastases nos nddulos linfaticos, entre elas a proteina supressora de
metastase CD82 e a E-caderina (CAMPOS et al. 2006; PROTZEL et al. 2008).
Segundo os autores, apesar do pequeno numero de estudos e casos, a associacdo
entre baixos niveis dessas proteinas e a presenca de metéstases linfonodais sugere
seu papel como potenciais marcadores para indicacdo de linfadenectomia preventiva,
contribuindo para um melhor progndstico nos pacientes com CaPe.

H& um numero limitado de estudos utilizando métodos de triagem em larga
escala em CaPe, os quais poderiam identificar genes pertencentes as vias bioldgicas
alteradas e associados com o desenvolvimento e/ou progressédo da doenga. ALVES
et al. (2001) utilizaram CGH (hibridagédo genémica comparativa) cromossémico em
26 casos de CEC de pénis. Esta técnica permite a analise de perdas e ganhos de
regibes cromossdmicas na amostra tumoral pela comparagdo com DNA normal
diferencialmente marcado. Os autores relataram ganhos em 8924, 16p11-12, 20911-
13, 22q, 19913 e 5p15 e perdas em 13g21-22, 4921-32 e Xq. N&o foi observada
associacao entre as alteracdes cromossémicas e grau ou estadio tumoral, embora
houvesse uma tendéncia a menor sobrevida dos pacientes em casos que
apresentavam um namero menor de alteragdes gendmicas.

Para 0 nosso conhecimento, hd apenas um relato em literatura que descreveu

os resultados expressdo génica global em CaPe. KROON et al. (2008) avaliaram por
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microarrays de expressdo, 56 CEC de pénis sendo que 36 destes pacientes
apresentavam metastases linfonodais. Os 56 pacientes foram divididos em dois
grupos: treinamento e validacdo. Baseado nas alteracdes de expressao génica entre
individuos linfonodos-positivos e negativos no grupo de treinamento, um
classificador génico foi construido para predizer envolvimento linfonodal, de forma
que sua precisdo foi testada aplicando-o em pacientes do grupo de validacdo. O
classificador construido separou corretamente 29/30 casos (96%) no grupo de
treinamento, enquanto para o grupo de validacdo foram classificados de forma
correta somente 14/26 amostras (56%). Estes dados demonstraram que o perfil de
expressao génica ndo produziu um classificador preciso para predizer o
envolvimento de linfonodos. Assim, a busca por fatores precisos e ndo-invasivos
para esse tipo tumoral é uma area de pesquisa importante, porém pouco explorada,

em especial nos CaPe de pacientes brasileiros.

1.7 ANALISE GENOMICA E DE EXPRESSAO GENICA EM

LARGA ESCALA EM CaPe DE PACIENTES BRASILEIROS

Em recente estudo do grupo (BUSSO 2011) foram avaliadas variacGes no
namero de cdpias gendmicas (array-CGH) e alteragdes na expressdo génica por
analises em larga escala em CaPe de acordo com o genétipo de HPV. Todos o0s casos
foram genotipados para HPV com a utilizagdo do Linear Array HPV Test
Genotyping (Roche). As alteracdes gendmicas e na expressdo de transcritos foram

obtidos com plataformas 4x44K (Agilent). Alteragdes no nimero de copias de DNA
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foram detectadas por aCGH em 31 casos de CaPe. Andlise de expressdo génica foi
realizada em 29 amostras CaPe. A andlise integrada dos dados obtidos pela
metodologia de aCGH e array de expressdo foi realizada nos 29 casos incluindo
todos o0s genes com alteragdes no numero de copias e expressdo génica diferencial.
Foram também avaliadas as vias e redes génicas com o software Ingenuity Pathways
Analysis (IPA) (Ingenuity Systems). As analises de aCGH revelaram 450 alteragdes
no numero de copias (média de 14,52+10.17 CNVs/individuo), sendo que o maior
numero de alteracdes genémicas foi detectado em tumores HPV negativos. A analise
de expressao génica global revelou mais de 3.000 genes diferencialmente expressos.

A anélise integrada entre 0s genes que apresentaram variacdo no nimero de
copias gendmicas pela metodologia de aCGH e dos genes que mostraram alteracéo
nos niveis de transcritos revelou um grupo de 584 genes com alteracGes por ambas as
metodologias. Destes, um subgrupo de genes apresentou resultados concordantes
entre as duas técnicas, ou seja, 0S genes que mostraram ganhos gendmicos
apresentaram aumento de transcritos (230 genes) ou o contrario, 0s genes envolvidos
em perdas mostraram diminuig&o de expressdo (113 genes).

No entanto, um subgrupo de genes apresentou resultados ndo concordantes
entre as duas metodologias, mostrando alteracdo nos niveis de expressdo sem
alteracdo no nimero de clpias gendmicas, ou 0 contrario, sugerindo que outros
mecanismos poderiam estar envolvidos na regulagdo da expressdo dos transcritos,
incluindo o envolvimento de micro-RNAs (miRNAs). De especial interesse, 49
genes da familia de genes carreadores de solutos (SLC) mostraram-se com niveis de
expressao alterados sem alteracdo no numero de cépias génicas, 0 que sugeria a

importancia dessas moléculas em CaP. A seguir, foi avaliado quais destes genes
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poderiam ser regulados por miRNAs, utilizando para analise in silico as ferramentas
de predicio de alvos biolégicos de  miRNAs:  Target Scan
(http://www.targetscan.org/) e PicTar (http://pictar.mdc-berlin.de/).
Interessantemente, foram identificados 36 membros da familia SLC que
apresentaram possivel regulacdo por miRNAs. Foi gerada uma lista de miRNAs
potencialmente reguladores destes genes e foram anotadas suas localizagdes
cromossdmicas. Na sequéncia foi avaliado se haviam alteragdes no nimero de copias
identificadas nas analises de aCGH nas regides onde estes miRNAs estavam
mapeados. Foi identificado um grupo de miRNAs potencialmente reguladores dos
genes SLCs mapeados em regides detectadas como alteradas por aCGH, fortalecendo
a hipotese que as alteracBes nos niveis de transcritos destes genes poderiam ser

decorrentes de alteracdes gendmicas nos seus miRNAs reguladores.

1.8 SUPERFAMILIA SLC

A superfamilia carreadora de solutos (SLC) compreende um grande grupo de
proteinas transportadoras de membrana responsaveis pela absorcdo de nutrientes,
metabolitos, drogas e toxinas. Esta superfamilia SLC abrange 55 familias de genes
com pelo menos 362 genes codificadores de proteinas e estdo organizadas com base
em semelhancgas de alinhamento e especificidades de substrato (HEDIGER et al.
2004; HE et al. 2009). Pelo menos 20 a 25% de identidade de sequéncias de
aminoéacidos sdo compartilhadas entre as proteinas membros de uma mesma familia
SLC (HE et al. 2009). A nomenclatura dos genes pertencentes a estas familias

envolve as letras SLC, seguido por um nimero, a letra A (a qual age como um divisor
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entre 0s numeros) e finalmente o ndmero individual do transportador, por exemplo,
SLC1A3 (HEDIGER et al. 2004; WOJTAL 2009).

Transportadores SLC sofrem mudancas conformacionais sequenciais durante
0 ciclo de transporte e estas proteinas sdo capazes de transportar mais de um
substrato simultaneamente (BERGERON et al. 2008). Os transportadores agem
como “porteiros” das células e organelas, controlando a captacdo e efluxo de
compostos essenciais, como agucares, aminoacidos, nucleotideos, ions inorganicos e
drogas.

Além disso, sabe-se que os transportadores SLC mantém a homeostase
celular e corporal pela promocdo da importagdo de nutrientes e exportacdo de
compostos toxicos celulares (URBAN et al. 2006). Esses transportadores também
possuem papel crucial na resposta a drogas, funcionando como alvos e facilitando
sua absor¢do, metabolismo e eliminacdo. Adicionalmente, os membros dessa familia
fazem parte de diversas classes funcionais, incluindo neurotransmissores e
transportadores de nutrientes, metais pesados e xenobioticos (URBAN et al. 2006).

Diversas alteragdes nos transportadores SLC foram identificadas e
apresentam-se associadas a doencas humanas. Como exemplo, dois diferentes tipos
de hipertensdo resultam de mutacdes nos genes SLC12: SLC12A1 na sindrome de
Bartter e em SLC12A3 na sindrome de Gitleman. Além disso, alteracdes em
SLC37A4 causam doencas resultantes do acimulo de glicose, enquanto mutacfes em
SLC40AL1 resultam em hemocromatose (HEDIGER et al. 2004).

Pouco € conhecido sobre os genes que constituem essa familia e sua relacdo
com o cancer. SWEET et al. (2010) relataram um aumento na expressao do

transportador de tiamina SCL19A3 em linhagens celulares de cancer de mama BT474
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submetidas a condicGes de hipdxia. Estudos adicionais sugeriram um papel da via
mediada pelo fator induzido por hipdxia la (HIF- /&) na regulacdo desse
transportador.

Além disso, sabe-se que esses transportadores podem funcionar como alvo de
drogas ou no sistema de entrega das drogas. Dessa forma, a quimiorresisténcia,
afetada parcialmente pelo efluxo da droga pelos transportadores, pode ser superada
pela identificacdo de transportadores de absorcéo especificos expressos em celulas
cancerosas, 0s quais podem ser utilizados para facilitar um melhor acimulo da droga
e promover sucesso na quimiossensibilidade do tumor. Entre esses alvos estdo
incluidos os transportadores da familia SLC22, os quais sdo expressos em diversos
Orgdos e possuem papel na absorcdo e distribuicio de alguns agentes
quimioterapicos, como o Paclitaxel, Bendamustine, entre outras (KOBAYASHI et al.
2002; TAKEDA et al. 2002). O SLC19A1 (RFC1) foi o primeiro membro da familia
SLC associado a resisténcia a drogas usadas em cancer. O SLC19A1 é um
transportador de folato com alta afinidade por folatos reduzidos e esta envolvido na
resisténcia a droga metotrexate (revisado em HUANG 2007).

A familia génica SLC é de grande interesse para investigacdo nos CaPe
considerando que resultados prévios do grupo identificaram 36 membros desta
familia com alteracdo na expressao génica alterada nos CaPe (aumento ou
diminuigéo) e possivelmente associada com desregulagdo de miRNAS. A expressao
diferencial dos transportadores SLC nos CaPe faz destes genes potenciais alvos
terapéuticos. Em adicdo, estes genes podem ter relevancia na sua interagdo com as
diferentes drogas, além de poder auxiliar no desenvolvimento de tratamentos

baseados nas necessidades individuais minimizando possiveis efeitos colaterais.



25

19 OS GENES CANDIDATOS SLC1A3, SLC8A1l, SLC25A4,

SLC25A16, SLC25A25, SLC27A4 em CaPe

Dentre os genes SLC diferencialmente expressos entre CaPe e tecidos
normais detectados por microarray foram selecionados como genes candidatos para o
presente estudo aqueles que mostraram os maiores valores de fold change (maior ou
igual a 3), sendo eles: SLC1A3 (aumento de expressdo), SLC8AL (diminuicao),
SLC25A4 (diminuicdo), SLC25A16 (aumento), SLC25A25 (diminuicdo) e SLC27A4
(aumento). O segundo critério para selecdo € serem candidatos a regulacdo por
miRNAs (analise in silico), sendo que os potenciais miRNAs reguladores deveriam

estar mapeados em regiGes gendémicas alteradas identificadas por aCGH.

1.9.1 SLC1A3 - Familia carreadora de soluto 1 (transportador alta afinidade
por glutamato da glia), membro 3

O gene SLC1A3/EA6/EAAT1/GLAST/GLAST1/FLJ25094 estd mapeado em
5p13 e é um membro da familia SLC1, que compreende 7 membros envolvidos no
transporte de aminoacidos neutros e glutamato de alta afinidade (HE et al. 2009). H&
poucos relatos em literatura associando este gene a doencgas. Os raros trabalhos estéo
associados a doencas neuroldgicas ou neurodegenerativas, como ataxia esporadica,
hiperatividade ou déficit de atencéo.

Para 0 nosso conhecimento, ha um Unico relato recente relacionado ao cancer

que mostrou associagdo entre SLC1A3 e SLC1A2 e a proliferagdo de tumores do
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plexo coroide (CPT) (BESCHORNER et al. 2009). As expressdes de SLC1A3 e
SCL1A2 foram detectadas por imunoistoquimica em amostras de plexo coroide
normal ndo-neoplasico (CP) (n = 68) e neoplasico CPT (n = 79). Observou-se
aumento de expressdao de SLC1A3 nos tumores em comparacdo aos tecidos nédo

neoplasicos, sugerindo ser este um bom marcador diagndstico nestes tumores.

1.9.2 SLC8Al - Familia carreadora de soluto 8 (trocador de sodio/célcio)
membro 1

O gene SLCBAL (aliases: NCX1; FLJ37694; FLJ43417; MGC119581 e
DKFZp779F0871) estd mapeado em 2p23-p22 e € um membro da familia SLC8, que
compreende trés membros envolvidos nas trocas de Na+/Ca+, sendo que SLC8A1 é
conhecido por trocar 3 ions Na+ extracelular por um Ca2+ intracelular e esta
envolvido na contracao cardiaca (HE et al. 2009). Ha relatos mostrando alteracdes na
expressdo da proteina codificada pelo gene SLC8AL na insuficiéncia cardiaca (LU et
al. 2002).

A proteina responsavel pela troca de Na+/ Ca2+ permite a reducdo do Ca2+
do citosol. O Ca2+ do meio intracelular precisa ser reduzido para que 0 processo de
relaxamento ocorra adequadamente e ha dois mecanismos conhecidos de reducdo do
Ca2+: a recaptacdo pelo reticulo sarcoplasmatico por meio do Ca2+ ATPase do
reticulo sarcoplasmatico (SERCA-2) e sua extrusdo da célula pelo trocador Na+/
Ca2+. Este Gltimo parece ser o mecanismo mais importante da extrusdo do Ca2+

pelo sarcolema (LU et al. 2002; MACE et al. 2003).
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1.9.3 SLC25A4, SLC25A16, SLC25A25 Familia carreadora de soluto 25
(carreadores mitocondriais), membros 4, 16 e 25

A familia SLC25 inclui 43 membros e é a maior de todas as familias SLC. As
proteinas desta familia estdo envolvidas no transporte de diferentes substancias pela
membrana mitocondrial, e sdo conhecidos como carreadores mitocondriais (HE et al.

2009).

° SLC25A4

O gene SLC25A4 (aliases: T1; ANT; AAC1; ANTL1; PEO2 e PEO3), mapeado
em 4q35, € membro 4 da familia carreadora de soluto 25 (carreador mitocondrial,
translocador do nucleotideo adenina). O translocador do nucleotideo adenina (ANT)
é uma familia de proteinas envolvidas nas vias de morte celular que desempenham
fungBes nitidamente opostas a decisfes habituais do destino da célula. Por um lado, a
SLC25A4/ANT catalisa exportacdo da adenosina trifosfato da matriz mitocondrial
para 0 espaco interno com a importagdo concomitante de ADP do espaco
intermembranar a matriz. Por outro lado, durante periodos de estresse, a
SLC25A4/ANT pode funcionar como um poro letal e desencadear o processo de
permeabilizacdo da membrana mitocondrial, o que leva a morte celular irreversivel.
Em humanos, a SLC25A4/ANT € codificada por quatro genes homologos, cuja
expressdo nao € apenas tecido-especifica, mas também varia de acordo com o estado
fisiopatologico da célula. Evidéncias recentes revelaram um papel diferencial das
isoformas SLC25A4/ANT na apoptose e da alteracdo de sua expressdo em cancer.

Estes dados indicam que SLC25A4/ANT é essencial para muitos processos celulares,
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especialmente em células tumorais, que aumentam as exigéncias metabdlicas para a
sintese de DNA e proteinas (GOTTLIEB e TOMLINSON 2005).

As ANT podem influenciar na morte celular por meio da cooperacdo com as
proteinas pro-apoptoticas, tais como BAX, proteinas virais (por exemplo, a proteina
viral R de HIV-1 (Vpr), PB1-F2 da Influenza) ou pela sua participacdo em um
complexo poliproteico mitocondrial, o chamado complexo do poro de transicdo de
permeabilidade (PTPC) em diversos sistemas, tais como linhagens de carcinomas
humanos, cardiomidcitos e neurénios (BRENNER e GRIMM 2006). Em 1999,
SLC25A4/ANT1 foi identificado como um fator pré-apoptotico (BAUER et al.
1999). A apoptose induzida pelo aumento de SLC25A4/ANT1 é acompanhada pela
liberacdo do citocromo c e ativacdo das caspases 9 e 3, indicando que sua expressao
facilita a apoptose mitocondria-dependente (ZAMORA et al. 2004). A transfeccdo do
SLC25A4/ANT1 em células de adenocarcinoma de mama (MDA-MB-231) em um
modelo de camundongos "nude"” comprovou a inducdo da apoptose, inativando NF-
kB, aumentando a expressdo de BAX e, finalmente, estimulando a regressdo do
tumor, sugerindo que SLC25A4/ANT1 poderia ser um alvo terapéutico interessante

para o tratamento de cancer (JANG et al. 2008; BRENNER et al. 2011).

. SLC25A16

O gene SLC25A16 (aliases: GDA; GDC; ML7; hML7; HGT.1; D10S105 e
MGC39851), membro 16 da familia carreadora de soluto 25 (carreador mitocondrial,
auto-antigeno da doenca de Graves) estd mapeado em 10g21.3. O nome carreador da
doenga Graves (GDC) deriva do fato de que este gene foi clonado a partir de uma

biblioteca de expressdo de cDNA de células de carcinoma de tireoide folicular destes
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pacientes (ZARRILI et al. 1989). Ndo ha relatos em literatura do envolvimento da

proteina codificada por este gene em tumores ou outras doengas humanas.

o SLC25A25
O gene SLC25A25 (aliases: APC3, MCSC; PCSCL; SCAMC-2; KIAA1896;
MGC105138; MGC119514; MGC119515; MGC119516; MGC119517 e RP11-
395P17.4) (carreador mitocondrial; carreador de fosfato) esta mapeado em 9q34.11.
O gene SLC25A25 codifica a proteina APC3 (carreadora de ATP-Mg/Pi
isoforma 3), que estd envolvida no transporte mitocondrial de nucleotideos de
adenina (FIERMONTE et al. 2004). N&o ha relatos em literatura do envolvimento

deste gene em doencas humanas.

1.9.4 SLC27A4 - Familia carreadora de soluto 27 (transportador de &cido
graxo), membro 4

O gene SLC27A4 estd mapeado em 9¢g34.11 e é um membro da familia
SLC27, que contém 6 membros envolvidos no transporte de acidos graxos de cadeia
longa (HE et al. 2009).

Proteinas de transporte de acidos graxos (FATPs - Familia carreadora de
soluto 27) aumentam a absorcdo de acidos graxos de cadeia longa em células. Em
humanos FATPs comp8em uma familia de seis membros de proteinas altamente
homologas, hsFATP1-6, que sdo encontrados em todos os tecidos que utilizam
acidos graxos. A absorcdo de acidos graxos de cadeia longa desterificados (LCFA)
em células de mamiferos ocorre por meio tanto de um flip-flop passivo, assim como

por um mecanismo saturavel mediado por proteinas.
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O gene FATP murino tem um elemento de resposta a insulina e os niveis de
expressdao de mMRNA da FATP em adipocitos 3T3-L1 é aumentada pela insulina e
diminuida pelo esgotamento de nutrientes (HUI et al. 1998). BLASK et al. (1999)
utilizando a técnica de Northern blot mostraram que, em comparagdo com o tecido
normal do figado, células de hepatoma 7288CTC expressam niveis aumentados dos
transcritos FATP. Os autores também mostraram em modelo in vivo que a
melatonina é capaz de inibir o crescimento do tumor, provavelmente pela diminuigédo

de FATP, diminuindo o transporte e metabolismo de acidos graxos no tumor.

1.10 A POSSIVEL REGULACAO DE COMPONENTES DA FAMILIA

SLC POR miRNAS

E crescente 0 nimero de relatos de genes regulados por miRNAs, tanto em
situacOes fisioldgicas como em afeccBes como o cancer, podendo ser este um dos

mecanismos envolvidos na regulacdo dos genes SLCs nos CaPe.

1.10.1 Biogénese e mecanismo de acdo dos miRNAs

Os microRNAs (miRNAs) sdo RNAs ndo-codificadores derivados de
precursores maiores, que formam estruturas imperfeitas stem-loop (BARTEL 2004;
LAI 2003). Sdo pequenos RNAs (19 a 25 nucleotideos) codificados por genes
especificos, atuando principalmente na repressdo da traducéo ou degradacdo do RNA
mensageiro (geralmente nas regides 3’ ndo traduzidas do gene) (GROSSHANS e

FILIPOWICZ 2008; MEOLA et al. 2009).
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Em alguns casos a formacéo da dupla fita de RNA quando ligada ao mRNA
desencandeia a degradacdo do mRNA transcrito por um processo similar ao RNA de
interferéncia. Em outros casos, acredita-se que o0 miRNA bloqueia o complexo de
proteinas traduzidos ou impede, de alguma forma, a traducdo da proteina sem causar
a degradacdo do mRNA (FABIAN et al. 2010; HUNTZINGER e IZAURRALDE
2011).

Os miRNAs sdo nomeados por nimeros sequenciais. A nomenclatura dos
miRNAs inclui prefixos de 3 ou 4 letras que desginam a espécie, como por exemplo
hsa-miR-101 (para Homo sapiens). As seqliéncias maduras sdao comumente
designadas como “miR”, enquanto que 0s hairpins precurssores sdo chamados de
“mir”. Por exemplo, hsa-miR-101 em humanos e mmu-miR-101 em camumdongos
sdo ortologos. Sequéncias paraldlogas cujos miRNAs maduros diferem em apenas
uma ou duas posicdes sdo dadas por letras sufixos, por exemplo, mmu-miR-10a e
mmu-miR-10b nos camundongos. Loci de hairpins distintos que ddo origem a
miRNAs maduros idénticos sdo identficados por um numero sufixo adicional, por
exemplo dme-mir-281-1 e dme-mir-281-2 em Drosophila melanogaster.
(GRIFFITHS-JONES et al. 2006).

A via canonica da biogénese dos miRNAs envolve um complexo sistema
proteico e inicia-se com a sintese pela RNA polimerase Il de longos transcritos
primarios contendo cap 5’ e cauda poli (A), conhecido como pri-miRNAs (KIM et
al. 2005). Os pri-miRNAs, por sua vez, sdo processados no nucleo pelas enzimas
RNase IlIl, DROSHA e pela proteina de ligacdo a dupla fita de RNA PASHA
(também conhecida como DGCRS), resultando em um prée-miRNA que contém cerca

de 70 nucleotideos em formato de hairpins. O pre-miRNA é entdo exportado para o
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citoplasma pelo complexo Exportina-5/ Ran-GTP e submetido a um passo adicional
no qual um RNA de dupla fita de aproximadamente 22 nucleotideos, conhecido
como duplex miRNA:miRNA, é excisado do prée-miRNA pela proteina DICER que
se liga a proteina TRBP que cliva a estrutura de hairpin do pré-miRNA dando
origem a duplas fitas de RNA (dsRNA) (LUND et al. 2004; Y1 et al. 2003). Em
seguida, o duplex miRNA:miRNA ¢é incorporado ao complexo multiproteico miRISC
(do inglés multiprotein RNA-induced silencing complex). Uma das fitas do duplex
miRNA é degradada, enquanto a outra permanece no complexo RISC, ligando-se a
proteina argonauta 2 (Ago2). A fita de miRNA maduro é preferencialmente retida no
complexo funcional miRISC, que em seguida se ligara ao mMRNA que direciona a
ligacdo principalmente a regido 3’ ndo traduzida dos mRNAs-alvo e essa
constitui a principal forma de regulacdo negativa dos genes, podendo controlar a
expressao pos-transcricional de genes-alvo ou mesmo ser degradado (WINTER et al.
2009).

Alguns miRNAs podem ser processados de maneira diferente a via canfnica e
sua maturacdo pode ser independente da DGCR8 e RNase I, como miR-320 ou
miR-484 (Y1 et al. 2009; FARAZI et al. 2011) ou sdo DICER1-independentes, como
0 miR-451 relacionado com eritropoiese (CHELOUFI et al. 2010; FARAZI et al.
2011). Os miRNAs DGCR8 e RNASEN independente incluem mirtrons e cauda
mirtrons, que liberam seus pré-miRNA por splicing e excisdo por exonuclase
(BEREZIKOV et al. 2007). Enquanto o miRNA maduro é carregado pela proteina
Argonauta no miRISC, onde o miRNA é liberado e degradado . O miR-451 ¢ gerado
a partir de uma estrutura hairpin incomum que é processada por Ago2 em vez de

DICER1 (CHELOUFI et al. 2010). Apos a transcrigdo, os miRNAs podem ser
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modificados por diversas enzimas, incluindo deaminases, resultando na edicdo de
miRNAs e transferases uridil terminais, levando a uridilacdo premiRNA, afetando
potencialmente a quantidade e proporcdo de miRNA e as suas seqiiéncias (FARAZI
etal. 2011).

Os miRNAs regulam negativamente seus alvos de duas maneiras, o que varia
de acordo com o grau de complementaridade entre a seqiiéncia do miRNA e a regido
do transcrito. Os miRNAs com complementaridade perfeita ou quase perfeita a
MRNA induzem a via de interferéncia mediada por RNA (RNAI). Basicamente,
MRNA sdo clivados por ribonucleases associadas a miRNAs presentes no miRISC, o
que resulta na degradacdo do RNA alvo (ESQUELA-KERCHER e SLACK 2006).
No entanto, a maioria dos miRNAs presentes em animais utiliza um segundo
mecanismo de regulacdo génica que ndo envolve a clivagem dos mMRNAs alvo. Esses
miRNAs ligam-se por complementaridade imperfeita a regides ndo traduzidas (UTR)
de seus mRNA alvo, reprimindo a expressdao génica pds-transcricionalmente,
aparentemente em nivel da traducdo. Nesse processo é utilizado um RISC similar ou
idéntico ao utilizado na via do RNAi (CARMELL et al. 2002; PILLAI et al. 2005).
Os miRNAs que utilizam esse mecanismo reduzem o0s niveis proteicos de seus genes
alvo, enquanto a quantidade de MRNA na célula é pouco afetada. Além da ligagdo ao
mRNA, ha relatos da ligacdo de miRNAs a proteinas. EIRING et al. (2010)
demonstraram que o hsa-miR-328 pode interagir com uma ribonucleoproteina que
apresenta capacidade de ligagdo ao RNA, impedindo essa interagdo. A biogénese e
principais ac6es dos miRNAs na regulagdo génica encontram-se

esquematizadas na Figura 1.
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Os miRNAs sdo transcritos a partir de regides intergénicas, introns e éxons
(LANDGRAF et al. 2007), e estdo localizados em regides variadas do genoma.
Aproximadamente 50% dos mMIRNAs estdo localizados em introns de genes
codificadores de proteinas ou em transcritos longos ndo-codificadores, enquanto que
0 restante constitui-se de unidades de transcricdo independentes com elementos do
promotor e sinais de poliadenilacdo (DI LEVA e CROCE 2010).

Em geral, os miRNAs sdo expressos de maneira constitutiva, no entanto,
alguns tém sido descritos e identificados em células de tecido-especifico, como o
miR-122, expresso em grandes quantidades apenas nos hepatocitos e em
quantidades marginais em outros tecidos (BURCHARD et al. 2010; BIHRER et al.
2011; QUINTANA et al. 2011). A participacdo dos miRNAs em VArios processos
funcionais das células como proliferacdo, sobrevivéncia e apoptose comecaram a
ser estabelecidos, bem como sua participacdo na fisiopatologia das doencas

(SONKOLY e PIVARCSI 2009).
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Figura 1 — Vias de biogénese dos miRNAS e seus principais mecanismos de

acao.
Fonte: KROL et al. (2010)

Devido a complementaridade parcial entre 0 miRNA e seu transcrito alvo, um

Unico miRNA é capaz de regular simultaneamente centenas de genes, dando origem

a um enorme potencial regulatério. Por outro lado, um Gnico mRNA pode ser
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regulado por varios miRNAs. A identificacgio de mRNAs que constituem alvos
verdadeiros de um miRNA especifico ¢ um dos maiores desafios dentro do campo da
pesquisa. Estdo descritos 1.400 miRNAs no genoma humano de acordo com o banco
de dados mirBase (http://www.mirbase.org/cgi-bin/mirna_summary.pl?org=hsa,
dados atualizados em 03/06/2011).

Estima-se que 30% dos genes humanos codificadores de proteinas sao
controlados por miRNAs, e que estes Ultimos participam na regulacdo da maioria dos
processos celulares ja investigados (DI LEVA e CROCE 2010). Evidéncias recentes
indicam que os miRNAs podem atuar no controle da expressdo génica, diminuindo
modestamente (10-20%) um numero consideravel de mRNAs, ou como reguladores
principais de um repertorio menor de genes alvo, diminuindo sua expressdo em 50-

70% (CANNEL e BUSHEL 2010).

1.10.2 miRNAs e Céancer

Desde a descoberta dos miRNAs, 4.149 publicacbes associam essas
moléculas ao processo carcinogénico, incluindo 955 revisoes
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed - palavras chave “miRNA” ¢ “cancer”, acesso
20/05/2011).

Os miRNAs, podem agir tanto como oncogenes quantdo COMO SUPressores
tumorais (ESQUELA-KERSCHER e SLACK 2006; VOLINIA et al. 2010). Um
miRNA que normalmente regula negativamente um oncogene pode ser definido
como um supressor de tumor e freqlientemente esta perdido ou diminuido nas células
tumorais. Essa perda de funcdo do miRNA supressor pode causar 0 aumento nos

niveis protéicos de oncogenes. Da mesma forma, miRNAs que regulam genes
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supressores tumorais podem ser definidos como oncogenes e geralmente apresentam
ganho de funcdo nos tumores. A expressdo elevada de um miRNA com funcao de
oncogene pode reduzir os produtos protéicos de genes supressores de tumor. Ha
ainda miRNAs associados a processos metastaticos, podendo ser classificados em
duas categorias: miRNASs indutores de metastase e mMIRNAs supressores de
metastase. O resultado final dessa perda da regulacdo de miRNAs pode resultar em
alteracbes importantes nos processos de apoptose e diferenciacdo celular,
aumentando a proliferacdo e o desenvolvimento de metastase (GARZON et al.
2010).

Como exemplo de mecanismo de regulacdo de genes associados ao cancer,
foi mostrado que miR-15a e miR-16-1 sdo responsaveis pela regulacdo negativa de
BCL2, um gene anti-apoptdtico freglientemente com aumento de expressdao em
diversos tumores, incluindo leucemias e linfomas (CALIN et al. 2002; CIMMINO et
al. 2005). Assim, acredita-se que a delecdo ou diminuicdo na expressdo destes
miRNAs resulte no aumento de expressdo de BCL2, o que contribui para o
desenvolvimento do fen6tipo maligno.

Em outro estudo foi observado que os niveis de miRNA maduro de miR-143
e miR-145 estdo significativamente reduzidos em tumores colorretais (MICHAEL et
al. 2003). Interessantemente, os transcritos precursores desses miRNAs foram
detectados em quantidades semelhantes em tecidos normais e tumorais, 0 que indica
que o processamento dessas moléculas ocorreu de forma incorreta nas células
tumorais.

Mecanismos genéticos e epigenéticos estdo envolvidos na perda da regulacao

de miRNAs que podem potencialmente estar envolvidos na carcinogénese. Os
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mecanismos genéticos envolvem geralmente alteracbes cromossémicas como
mutacdo, delecdo, amplificacdo ou translocacdo dos miRNAs. Estudos demonstraram
que aproximadamente 50% dos miRNAs humanos estdo presentes em areas do
genoma conhecidas como sitios frageis (SF), os quais estdo associadas ao cancer
(CALIN et al. 2004). Como exemplo, 0 miR-125b-1 esta localizado em um SF em
11924, o qual se encontra deletado em um grupo de pacientes com cancer de mama,
pulmao, ovario e cervical (CALIN et al. 2004; 1ZZOTT] et al. 2009).

A descoberta de uma mutacdo germinativa nos transcritos primarios de miR-
16-1 e miR-15a, associados a leucemia linfocitica cronica, corroboram o papel dos
miRNAs como genes de predisposicdo ao cancer (CALIN et al. 2002; CALIN et al.
2005; RAVECHE et al. 2007). Foi também demonstrada a associacao entre mutagdes
na linhagem germinativa de miR-125a e tumores de mama (LI et al. 2009).

Uma série de variantes do miRNA precursor ou transcrito primario, que altera
a estrutura secundéria da molécula e conseqientemente a expressdo do miRNA
maduro, foi associada a varios tipos de cancer, incluindo carcinomas de mama e
ovario familiais com auséncia de mutacdes em BRCA1/2 (SHEN et al. 2008; SHEN
et al. 2009; SHEN et al. 2010), carcinoma papilar de tiredide (JAZDZEWSKI et al.
2008), cancer gastrico (PENG et al. 2010), cancer de pulmédo (HU et al. 2008; TIAN
et al. 2009), cancer de préstata (XU et al. 2010), carcinoma de células escamosas de
cabeca e pescoco (LIU et al. 2010a) e cancer de bexiga (YANG et al. 2008). Além
disso, foram reportados mutacgdes nos sitios de ligacdo de miRNAs ligados ao cancer
(RYAN et al. 2010; PELLETIER et al. 2010). Muitas dessas mutacdes influenciam a
suscetibilidade ao cancer (NICOLOSO et al. 2010), de forma que uma mutagédo

hereditaria em um suposto sitio de ligacdo de miRNAs da familia let-7 no oncogene
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KRAS aumenta significantemente o risco de desenvolvimento de cancer de ovario e
pulmdo (CHIN et al. 2008; RATNER et al. 2010). Esse risco aumentado pode, em
parte, ser atribuido a modulacdo da regulacdo do mRNA como resultado de alteracao
na afinidade de sitios de ligacdo alvos do miRNA (CHAN et al. 2011). Além disso,
0s MiRNAs por sua vez também podem ser regulados por oncogenes ou supressores
tumorais, como ja descrito para o gene supressor TP53 e o oncogene cMYC que
regulam cascatas de miRNAs (DI LEVA e CROCE 2010).

SUZUKI et al. (2009) demonstraram que a associacdo da proteina TP53 com
a enzima Drosha em células tratadas com doxorrubicina promove o0 processamento
de miRNAs supressores tumorais mediados pela Drosha em resposta a danos no
DNA. Portanto, a perda do TP53 nos tumores reduz os niveis dos miRNAs que sao
transcricionalmente regulados pela proteina TP53 ou pelo seu processamento
induzido pela Drosha.

O cluster do miR-17-92 é freqlientemente amplificado em linfomas e age
cooperativamente como um oncogene, possivelmente regulando fatores apopt6ticos
ativado em resposta a expressdo aumentada do MYC (MU et al. 2009). OTA e cols.
demonstraram que a proteina MYC induz a expressdao do cluster miR-17-92, e
experimentos de imunoprecipitacdo da cromatina revelam que a MYC se liga no
primeiro intron do gene receptor do cluster miR-17-92, produzindo o RNA néo-
codificante C130rf25 (CANNELL e BUSHELL 2010; PETROCCA et al. 2008). De
fato, os autores identificaram 0 mRNA E2F1, que gera um loop feedback positivo
reciproco com MYC, como um alvo direto do miR-17-5p e miR-20a. Com base
nestes resultados, o cluster miR-17-92 deve limitar a atividade do E2F1, reduzindo a

proliferacdo celular induzida pelo MYC. Neste contexto, o cluster miR-17-92 age
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como um supressor do tumor, levando em consideracdo que o aumento do E2F1
induz apoptose (WU e YU 2009). Este cluster pode ser ativado por MYC para
bloquear a atividade apoptotica de E2F1, permitindo a proliferacdo mediada pelo
MYC.

Outro aspecto importante e que merece ser ressaltado € que uma serie
miRNAs apresenta padrbes inversos de expressdo em diferentes tumores, podendo
apresentar expressao aumentada em alguns tumores e diminuida em outros. Um
exemplo ¢ o0 miR-205, cuja expressdo estd aumentada em carcinomas de pulmao,
bexiga e pancreas, em contrapartida com sua expressdo diminuida em carcinomas de
préstata, mama e de células escamosas de esdfago. Sugerindo, portanto, que alguns
miRNAs podem apresentar um papel duplo, agindo como oncogenes ou supressores
tumorais, dependendo do tipo de célula e o padrdo de expressao génica (revisado em
MELO e ESTELLER 2010).

Além dos casos citados, diversos outros estudos demonstraram associacdo
entre alteracbes em miRNAs e em seus genes alvo e o desenvolvimento e/ou
progressdo de diferentes tumores. No entanto, apesar da importancia dessas
moléculas no cancer e a possibilidade de utilizacdo dos miRNAs como alvo de
drogas, ndo ha, para o nosso conhecimento, nenhum estudo publicado em literatura

(base de dados Pubmed, acesso em 20/05/2011) avaliando miRNAs em CaPe.

1.11 Os miRNAs candidatos em CaPe

No presente estudo optou-se pela avaliagdo de miRNAs presentes em regides

de ganhos e perdas gendmicas identificados pela analise de CGH array e que foram
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identificados como reguladores putativos dos genes membros da familia SLC que
apresentaram padrdo de expressdo génica alterado nos experimentos de expressdo
génica em larga escala. Os miRNAs, miR-22, miR-23b, miR-26b, miR-27b, miR-
133b e miR-223 e 0s genes por eles regulados estao listados na Quadro 1.

Embora estes miRNAs tenham sido identificados como potencialmente
reguladores dos genes SLCs alvos deste estudo, € bastante provavel que regulem
outros genes envolvidos no desenvolvimento/progressdo dos CaPe, uma vez que cada

miRNA pode regular um grande nimero de genes.
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Quadro 1 - miRNAs e seus genes alvo pertencentes a familia SLC detectados como
alterados no estudo de Busso (2011).

RNA Alteracdes aCGH (no. Genes da familia SLC regulados
mi
€asos) (localizacdo citogenética)
hsa-miR-22 Perdas (6) 1SLCIA3* (5pl3)
] LSLC25A437, |SLC25420,
hsa-miR-26b Perdas (3)
1SLC25416* (10921.3)
] 1SLC30A41, 1SLC7Al,
hsa-miR-23b Ganhos (5)
1SLCI1A3* (5p13), |SLC2544*(4935)
hsa-miR-27b Ganhos (5) ISLC25425*(9g34.11)
hsa-miR-133b Ganhos (3) ISLC25A436, 1SLC2744*(9934.11)
hsa-miR-223 Ganhos (2) ISLC8A1*(2p23-p22)

1 aumento na expressdo génica, | diminuicdo na expressdo génica, * genes selecionados para

investigacdo no presente estudo com base nos maiores valores de fold change (maior ou igual a 3).

1.11.1 miR-22

Além de possivelmente regular SLC1A3, segundo BAR et al. (2010), o miR-
22 é também uma molécula regulatéria da via PTEN/AKT, e que atua diminuindo os
niveis de PTEN. Curiosamente, o proprio miR-22 é regulado por AKT, sugerindo
que miR-22 forma um circuito de feed-forward nesta via. (BAR et al. 2010)

PANDEY e PICARD (2009) relataram a inibicdo da expressao do gene do
receptor de estrogeno alfa (ER o) por miR-22. O miR-22 apresenta niveis de
expressao alterados em alguns tipos de canceres, como aumentada em céancer de
préstata (POLISENO et al. 2010) e diminuido em cancer de mama e mieloma
maultiplo (LIONETTI et al. 2009; XIONG et al. 2010). Os resultados controversos
indicam que o miR-22 regula genes-alvo diferentes e portanto desempenha papéis
distintos em diferentes tipos de tumor.

Recentemente, ZHANG et al. (2010) identificaram o papel funcional de miR-

22 no desenvolvimento de carcinoma hepatocelular (HCC). Os autores avaliaram a
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expressao de miR-22 em 160 amostras de HCC e de tecidos ndo neoplasicos
pareados e observaram diminuicdo de sua expressao nos tumores cujos pacientes
também apresentavam pior sobrevida. Neste mesmo relato, foi observado que a
diminuicdo de expressdo de miR-22 estava associada com aumento da expressao da
histona deacetilase 4 (HDAC4), que tem um papel importante na regulacédo
epigenética e em cancer. Estudos funcionais em linhagens de HCC mostraram que o
silenciamento de HDAC4 inibia significativamente a proliferacdo celular dessas
linhagens, mostrando assim que a perda da regulacdo de miR-22 leva ao aumento do

gene alvo HDAC4, contribuindo assim para o processo tumoral.

1.11.2 miR-23b

GAO et al. (2009) relataram que miR-23a e miR-23b regulam a glutaminase
mitocondrial (GLS), uma enzima envolvida no catabolismo da glutamina, que é a
maior fonte de energia e nitrogénio no catabolismo da célula tumoral. Estes miRNAs
sdo por sua vez regulados pelo oncogene c-MYC. Assim, em tumores com aumento
de c-MYC ocorre represséo transcricional de miR-23a e miR-23b, que por sua vez
leva ao aumento da expressdo de GLS na célula tumoral, aumentando a sua
capacidade energética.

Em estudo recente, LIU et al. (2010b) identificaram a expressdo aumentada
de miR-23b no céancer renal como um importante regulador da Prolina Oxidase
(POX). A expressdo ectopica aumentada do miR-23b em células renais normais
resultou em uma marcante diminuicdo da expressdo da POX, enquanto a expressao
de POX aumentou acentuadamente quando miR-23b endogena foi silenciada por seu

antagomirs (induz ROS, inibe a sinaliza¢do do HIF e aumenta a apoptose) em células
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de cancer renal. Amostras de carcinoma renal e tecidos humanos normais pareados
mostraram uma correlacdo negativa entre 0 miR-23b e a expressdo da proteina POX,
demonstrando assim a sua comprovacao clinica. Esses resultados sugerem que miR-
23b tem como alvo dirigido a POX podendo agir como um oncogene. Assim, a
diminuicdo da expressdo do miR-23b pode ser uma forma eficaz de inibir o

crescimento do tumor renal.

1.11.3 miR-26b

JI et al. (2009) relataram que a expressao de miR-26a e miR-26b em tecido
hepatico ndo tumoral era maior nas mulheres que nos homens. Nos carcinomas
hepaticos, os autores observaram a reducdo dos niveis de expressao do miR-26, em
compara¢do com os tecidos pareados nao tumorais. Além disso, tumores com
expressao reduzida do miR-26 tinham um padrdo distinto do transcriptoma. A anélise
de redes de genes revelou que ativacdo de vias de sinalizacdo de NF-kb e a
interleucina-6 podem desempenhar um papel no desenvolvimento do tumor. Os
pacientes cujos tumores tiveram expressdo diminuida de miR-26 tinham reducdo da
sobrevida global, porém uma melhor resposta ao interferon que os pacientes cujos
tumores tiveram alta expresséo de miR-26.

Recentemente, JI et al. (2010) mostraram que miR-26b estd envolvido no
aumento de expressdo da COX-2 em células de carcinoma epitelial da nasofaringe
(CNE) tratadas com desferroxamina (DFOM). O nivel de expressdo do miR-26b em
celulas CNE tratadas com DFOM foi inversamente proporcional ao nivel de
expressao da proteina COX-2. A expressdo aumentada do miR-26b em células CNE

tratadas com DFOM inibiu a proliferacdo celular. No mesmo estudo, o ensaio de
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gene reporter luciferase indicou que a regido 3’ nao traduzida da COX-2 é a regido

de ligacdo para 0 miR-26b.

1.11.4 miR-27b

O objetivo do trabalho do LI et al. (2010) foi encontrar um grupo de miRNAs
que poderiam ser usados como novos marcadores de risco para o diagndstico de
ateroesclerose obliterante (ASO) na fase precoce. O aumento no nivel de expressado
foi significativo nos miR-130, miR-27b e miR-210 e foi observada em amostras
soroldgicas de pacientes com ASO. A expressao de miR-130 e miR-27b, em soros de
pacientes com ASO foi positivamente correlacionada com Estagios Fontaine ou
(classificacdo de Fontaine). O escore de Fontaine € baseado nos sintomas do
paciente. O estdgio | corresponde a pacientes assintomaticos, o estagio lla
corresponde a claudicacao intermitente com uma distancia de caminhada limitada a
200 metros e o estagio Ilb corresponde a menos de 200 metros. O estagio Il
descreve pacientes com DOAP (doenca obstrutiva arterial periférica) severa com dor
em repouso e o estagio IV descreve pacientes com lesGes troficas (Ulceras/necroses).

KARBIENER et al. (2009) demostraram que 0 miR-27b tem expressdo
diminuida durante a adipogénese de células humanas multipotentes derivadas de
célula mae de adipdcitos. Os autores observaram que a expressdo aumentada de miR-
27b leva a inducdo de PPAR-y ¢ C/EBPa, dois reguladores chave da adipogénese.

Em um anélise in silico,b AKAHTAR et al. (2010), identificaram uma
seqiiéncia na regido 3’-ndo traduzida (3’-UTR) do mRNA da MMP-13
(metaloproteinase 3) que poderia ser reconhecida por miR-27b. A expressao

aumentada da MMP-13 foi correlacionada com a expressao diminuida de miR-27b.
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A regulacdo de MMP-13 pelo mir-27b foi demonstrada por ensaio de gene reporter
em culturas de condrocitos. Estes dados mostram que 0 miR-27b pode desempenhar

um papel na regulacdo da expressao da MMP-13 em condrécitos humanos.

1.11.5 miR-133b

A andlise de expressdo de miRNAs em larga escala em carcinomas de pulméo
revelou 41 miRNAs alterados, sendo que miR-133b apresentou a menor expressdo
no tecido tumoral em relacdo ao tecido ndo neoplésico (reducdo de 28 vezes). Dois
membros de familia Bcl-2 (MCL-1 e BCL2L2/BCLw) envolvidas com sinais anti-
apoptoticos foram detectados como alvos provaveis de miR-133b. Estes dados foram
confirmados em ensaios in vitro em que a expressao aumentada de miR-133b
promoveu diminui¢do de MCL-1 e BCL2L2 (CRAWFORD et al. 2009).

A diminuicdo de expressdo de miR-133b foi relatada em carcinoma colorretal
(CCR) em comparacdo com tecido pareado ndo neoplasico. A analise em linhagens
de CCR mostrou que a expressdo ectopica de mirR-133b regulou negativamente o
receptor tirosina quinase MET, afetando a proliferacéo celular e a apoptose (HU et al.
2010). Recentemente, foi mostrado que a diminuicdo de expressdo de miR-133b
estava associada a pior sobrevida em pacientes com CCR, sugerindo seu papel como

marcador prognostico nestes tumores (AKCAKAYA et al. 2011).

1.11.6 miR- 223
Estudo de XU et al. (2011) mostraram que 0s niveis séricos dos miR-21,

miR-122 e miR-223 estevam elevados em pacientes com carcinoma hepatocelular ou
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hepatite cronica, sugerindo que estes miRNAs podem ser novos biomarcadores de
lesdo no figado, mas néo especificamente no carcinoma hepatocelular (HCC).

A expressdao aumentada do miR-223 foi relatada em diferentes tumores
solidos como carcinoma de célon, pancreas, prostata e de estdbmago (VOLINIA et al.
2006).

Os perfis de expressdo de miRNAs por analise em larga escala (228 miRs na
plataforma) foram obtidos a partir de 4419 amostras que incluiram 51 tumores
solidos (pulmdo, mama, estdmago, préstata, cdlon, e pancreas) e 177 amostras
normais dos mesmos tecidos. Os autores usaram uma abordagem diferente para
identificar miRNAs que eram marcadores prognostico no cancer, sem 0 Viés da
especificidade de cada tecido. Para isso, primeiro foram identificadas as seis
assinaturas de cancer tecido-especifico, e em seguida, foram selecionados 0s
miRNAs compartilhados entre as diferentes assinaturas de miRNAs. Foi obtida uma
lista de 21 miRNAs que apresentavam expressao aumentada em pelo menos 3 dos 6
tumores, sendo miR-21 o Unico alterado nos seis tumores diferentes.
Interessantemente, 0 miR-223 foi 0 quinto mais comumente alterado nos tumores,
apresentando aumento de expressdao em quatro dos seis tumores (colon, pancreas,
prostata e estbmago), sendo que estes mostraram maior compartilhamento de

miRNAs entre suas assinaturas (VOLINIA et al. 2006; VOLINIA et al. 2010).
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2 OBJETIVOS

Resultados de um estudo anterior, em nosso laboratdrio, identificaram um
conjunto de miRNAs e genes da familia SLC que parecem ser relevantes em tumores
de pénis (CaPe). Sendo assim, miRNAs presentes em regides com alteracdes
genbmicas e seus genes alvo, pertencentes a familia SLC e que apresentaram
alteracdo na expressdo de transcritos foram selecionados para avaliagdo. Portanto,
este estudo teve como objetivos:

o Avaliar a expressdo dos miRs: hsa-miR-22, hsa-miR-23b, hsa-miR-26b, hsa-
miR-27b, hsa-miR-133b e hsa-miR223 presentes em regides de ganhos e
perdas gendémicas na analise prévia de CGH array;

o Avaliar a expressdo dos genes alvo desses miRNAs pertencentes a familia
SLC: SLC1A3, SLC8AL, SLC25A4, SLC25A16, SLC25A25 e SLC27A4, o0s
quais estavam diferencialmente expressos na analise de expressdo génica em
larga escala;

o Correlacionar os resultados obtidos para miRNAs com dados de expressdo
dos genes por eles regulados;

o Comparar os resultados obtidos nos pacientes HPV positivos e negativos;

o Comparar os achados de expressdo génica com os dados clinicos e

histopatolégicos dos pacientes com CaPe.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 CASUISTICA

Amostras de 36 carcinomas de pénis (CaPe) foram obtidas de pacientes
acompanhados no Hospital AC Camargo, SP e Hospital do Céncer de Barretos, SP.
As amostras de CaPe compreenderam dois grupos: grupo de validacdo técnica e de
validacdo bioldgica. O grupo de validacdo técnica incluiu 29 tumores de pénis
previamente investigados pela analise integrada (aCGH e expressdo génica em larga
escala) e genotipagem de HPV, dos quais 10 s&o provenientes do Banco de Tumores
do Hospital AC Camargo, SP e 19 do Hospital do Céncer de Barretos, SP. No
entanto, uma amostra (ID n° 24) foi excluida das analises de expresséo (detalhado na
secdo de Resultados), totalizando desta forma 35 CaPe avaliados. O grupo de
validacdo biolégica compreendeu um grupo independente de amostras tumorais
constituida de 7 pacientes, sendo 4 do Hospital AC Camargo e 3 do Hospital de
Barretos. Todos os casos preencheram os critérios de inclusdo (auséncia de
tratamento quimio ou radioterapico prévio, presenca de outro tumor primario prévio
ou em concomitancia) e exclusdo (metastase a distancia ao diagnostico). Os dados
clinicos e histopatolégicos foram obtidos dos 35 pacientes com CaPe investigados
nestes estudo e estdo listados na Tabela 1. Amostras de glande (N=4) obtidas a
necropsia de pénis de homens adultos foram utilizadas como referéncia apds a
confirmacéo histopatolégica como normais.

Os tecidos congelados de CaPe e tecidos normais foram submetidos a analise

histologica para avaliar a porcentagem do tecido de interesse (sob a responsabilidade
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do Dr Fernando Augusto Soares, Departamento de Anatomia Patologica, Hospital do
Cancer AC Camargo, SP). Foram macrodissecadas manualmente amostras que
continham tecido ndo-neoplasico, fibrose, tecido adiposo ou outros contaminantes.
Somente amostras com pelo menos 70% de células malignas foram incluidas no
estudo e seguiram extracdo do RNA.

Todas as amostras foram coletadas apds obtencdo do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido e aprovacdo do presente projeto pelo Comité de
Etica do Hospital AC Camargo (Processo 1230/2009) e do Hospital do Cancer de
Barretos (Processo 363/2010).

Tabela 1 - Caracteristicas clinicas e histopatologicas dos pacientes com CaPe dos
grupos de validacdo técnica (N=28) e bioldgica (N=7).

Grupo de Validacdo Técnica  Grupo de Validacdo Bioldgica

Variavel N (%) N (%)
Idade (anos)
Mediana (min-max) 54 (30-91) 54 (24-86)
Seguimento (meses)
Mediana (min-max) 8 (1-35) 10 (3-44)
Classificacdo histolégica
CEC usual 25 (89) 7 (100)
Verrucoso 2(7) -
nd 1(4)
Raca
Branco 15 (54) 3(43)
Né&o-branco 11 (39) 4 (57)
nd 2(7) )
Postectomia
Sim 10 (36) 2(29)
Né&o 1(4) -
nd 17 (60) 5 (71)
Infecgdo HPV
HPV16 7(25) -
HPV16/40 - 1(14)
HPV 16/52/59 - 1(14)
HPV18 1(3,6) -
HPV18/40 1(3,6)
HPV31 1(3,6)
HPV81

Negativa 18 (64) 5(72)



Cont/ Tabela 1

Variavel Grupo de Validacdo Técnica  Grupo de Validagao Bioldgica

N° (%) N° (%)

Tabaco

Sim 12 (43) 1(14)

Né&o 12 (43) 4 (57)

nd 4 (14) 2 (29)
Alcool

Sim 8 (29) 1(14)

Né&o 16 (57) 3(43)

nd 4 (14) 3(43)
Estadio

| 7 (25) -

1 6 (21) 2 (29)

1l 11 (39) 2(29)

v 3(11) 1(14)

nd 1(4) 2 (28)
Grau histolégico

| 10 (36) 4 (57)

I 13 (46) 3(43)

1l 2(7) -

nd 3(11) -
T

1 8 (29) -

2 8(29) 4 (57)

3 10 (36) 1(14)

4 1(3) -

nd 1(3) 2(29)
N

0 18 (64) 2 (29)

1 3(11) 1(14)

2 5(18) 1(14)

3 1(3,5) 1(14)

nd 1(3,5) 2 (29)
M

0 27 (96) 5(71)

1 0 0

nd 1(4) 2(29)
Invaséo perineural

Presente 5 (18) 2 (29)

Ausente 22 (79) 5(71)

nd 1(3) -
Invasdo angiolinfatica

Presente 2(7) -

Ausente 25 (89) 7 (100)

nd 1(4) ]

Min: minima; max: maxima
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3.2 METODOS

3.2.1 Extracdo do RNA

As aliquotas de RNA foram obtidas do Banco de Macromoléculas sob a
responsabilidade da Dra Dirce Carraro. Os tecidos de CaPe do Hospital de Cancer de
Barretos, SP, foram obtidas com a colaboracdo do Dr André Lopes Carvalho e Dr
Cristovam Scapulatempo Neto.

Em parte das amostras de CaPe (12 de 35 amostras), 0 RNA foi extraido pelo
kit comercial RNasy (Quiagen) seguindo as recomendacfes do fabricante e foram
previamente utilizadas nos estudos de express@o génica por microarray. Em 23 de 35
amostras foi utilizado o método de extracéo pelo Trizol® (Invitrogen).

Resumidamente, os tecidos congelados (até 100mg) foram homogeneizados
utilizando o equipamento Precellys® (Carlsbad, Califérnia, EUA) e 1 mL de Trizol®
(Invitrogen), de acordo com especificacdes do fabricante. A concentracéo e a pureza
do RNA foram avaliadas no equipamento Nanodrop™ ND-1000 (Thermo
Scientific). A integridade do RNA foi determinada pelo equipamento Bioanalyzer
Agilent 2100 (Agilent Technologies, Palo Alto, Califérnia, EUA). O Bioanalyzer
fornece um numero de integridade do RNA (RIN-RNA Integrity Number) que varia
de 1 a 10, onde 1 refere-se a um RNA degradado e 10 a um RNA integro
(SCHOEDER et al. 2006). Os resultados das analises dos RNAs estdo apresentados

no Anexo I. As amostras de RNA foram estocadas em aliquotas a -80°C.
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3.2.2 Analise de expressao dos genes da familia SLC
Os experimentos para a analise da expressdo génica foram realizados segundo
as orientacOes descritas em MIQE guidelines (Minimum Information for Publication

of Quantitative Real-Time PCR Experiments, descrito por BUSTIN et al. 2009).

o Obtencédo de cDNA

Previamente & reacdo de transcricdo reversa para obtencdo do DNA
complementar (cDNA), 2ug de cada amostra de RNA foi diluida com H,O DEPC a
uma concentragdo final de 0,125 ug/pL e a seguir tratadas com DNAsel
Amplification Grade (Invitrogen - 1 U/uL). A sintese de cDNA foi realizada em um
volume final de 32 pL contendo 5x First Strand Buffer (250 mM Tris-HCI, pH 8,3;
375 mM KCI; 15 mM MgCl2), 10 mM de cada dNTP, 0,5 ug/pL de Oligo(dT)18,
0,1M ditiotreitol (DTT), 100 ng/uL de random primer e 200U da transcriptase
reversa SuperScriptTM 11l (Invitrogen Life Technologies, Inc., Carlsbad, CA). A
transcricdo reversa foi realizada a 50°C por 60 min e a reacdo foi subsequentemente

inativada por 15 min a 70°C. O cDNA foi estocado a -20°C.

o Desenho de oligonucleotideos iniciadores para a Reagdo em Cadeia da
Polimerase quantitativa via Transcriptase Reversa (RT-gPCR) para
confirmacao de dados de microarray
Os oligonucleotideos iniciadores utilizados para a deteccdo dos genes alvos

SLC1A3, SLC8AL, SLC25A4, SLC25A16, SLC25A25 e SLC27A4 foram desenhados a

partir da sequéncia de MRNA do gene em questao

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide), pelo programa Primer-Blast
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(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Essa ferramenta permite que o
desenho dos iniciadores leve em consideracdo alinhamentos, mesmo que parciais,
com outras sequiéncias potencialmente amplificaveis pelos iniciadores, avaliados em
conjunto, ndo separadamente. Para evitar a amplificacdo de DNA gendmico por
possivel contaminacgdo, os iniciadores desenhados flanqueavam jungdes éxon-éxon
ou com intron de mais de 1.000 pares de bases entre os éxons. Para que a reacdo de
amplificacdo apresentasse alta eficiéncia, foi considerado um tamanho méaximo de
150 pb. Para aumentar os indices de concordancia entre os dados de microarray e
RT-gPCR, foram selecionadas regiGes para a constru¢do dos iniciadores de modo
que houvesse apenas a amplificacdo das mesmas variantes de splicing detectadas
pelas sondas do microarray.

@) programa Oligoanalyzer
(http://www.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer) foi utilizado para
prever possiveis formacdes de estruturas secundarias estaveis (hairpins) e dimeros de
iniciadores (homo e heterodimeros, no caso de estrutura estavel com 3’ livre), que
podem levar a reducdo da eficiéncia da reacdo. Foram testados como genes de
referéncia ACTB, GAPDH, GUSB, HMBS, HPRT e RPLPO. As sequéncias dos

iniciadores para 0s genes alvo e referéncia estdo descritas no Quadro 2.



Quadro 2 - Oligonucleotideos iniciadores utilizados nas reacdes de RT-gPCR.
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Simbolo do | Cddigo de o ™™ Localizagdo | Tamanho do
Sequéncia (C)
gene acesso produto
D - 5 ATGAAGGAACAGGGGCAGGC 3
SLC1A3 NM_004172.4 60 116ph
R - 5GCAATCAGGAAGAGAATACCCACGG 3' 5p13
D - SAGTGCTGGGGAAGATGATGACGACG 3'
SLC8AL NM_021097.2 60 164pb
R - SAGGATGGAGACAATGAAACACGCCC 3 2p23-p22
D -5 TGGTCTGGGCGACTGTATCATC 3'
SLC25A4 NM_001151.3 60 143ph
R - 5 GCAGCATCCCCTTGGCAGTATC 3' 4935
D-5 TACTTTGTGGTGGTGTTGCTGG 3
SLC25A16 NM_152707.3 60 127pb
R -5 GTATCCCGCATGGTAAGGCACTT 3 10921.3
D - 5 TGGACAGGCTCAAGGTGCTCAT 3'
SLC25A25 NM_052901.2 60 119pb
R - 5' ATTGCCCCGCCAGAGTGACC 3' 9g34.11
D - 5 GCCGCATCATCCAGAAAGACCCC 3
SLC27A4 NM_005094.3 60 137pb
R -5 GTCCATCACCAGCACATCACCAGT 3' 9¢34.11
D -5 TTCCTGGGCATGGAGTC 3
ACTB* NM_001101.3 60 84pb
R -5 CAGGTCTTTGCGGATGTC 3' 7p22
D -5 TGCACCACCAACTGCTTAG 3
GAPDH* NM_002046 60 176pb
R - 5' GATGCAGGGATGATGTTC 3 12p13
D - 5 GAAAATACGTGGTTGGAGAGCTCATT 3
GUSB* NM_000181.3 60 101pb
R -5 CCGAGTGAAGATCCCCTTTTTA 3' 7¢21.11
D - 5 GGCAATGCGGCTGCAA 3'
HMBS* NM_000190 60 64pb
R - 5' GGGTACCCACGCGAATCAC 3 11¢23.3
D -5 TCATTATGCTGAGGATTTGGAAAG 3'
HPRT1* NM_000194.2 60 101pb
R -5 GGCCTCCCATCTCCTTCATC 3' Xq26.1
D - 5 GGAGACGCATTACACCTTC 3
RPLPO* NM_001002.3 60 139pb
R -5 CTTCACCTTAGCTGGGG 3 12q24.2

Legenda: * Genes de referéncia (endogenos); D= iniciador direto; R = iniciador reverso.

o Padronizacgao das reagdes de (RT-gPCR)

Para a otimizacdo das reacbes para 0s genes alvo foi selecionada a

temperatura de anelamento ideal para cada par de iniciadores estudados. Para isso foi

realizada uma PCR com gradiente de temperatura, a qual permite avaliar a

intensidade das bandas apds 20-30 ciclos de amplificacdo e a concentragdo ideal de
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iniciadores. Foi utilizada uma curva de diluicdo com 300, 100, 33, 11 nM de cada
iniciador.

Foi determinada a eficiéncia da reacdo de amplificacdo para cada dupla de
iniciadores utilizados, por meio de uma curva de diluicdo de cDNA de um pool de
amostras de CaPe em concentracdes seriadas (100 ng, 20 ng, 4 ng, 0,8 ng e 0,16 ng).
O valores de Cq (ciclo de quantificacdo) para cada diluicio de cDNA e as
concentracdes respectivas de RNA (logl0 RNA) foram plotados num grafico para
obtencdo da curva-padrdo. A partir da curva-padrao foi calculada a equacéo da reta,
bem como o valor da inclinacdo da reta ou slope. O célculo da eficiéncia da
amplificacdo foi realizado segundo a férmula; E=10CY1%®) .1 Os ensaios
demonstraram eficiéncias proximas a 100%, indicando que ao final de cada ciclo o
transcrito molde é duplicado, com variacdo de cerca de 10%, que ndo interfere
significativamente nos resultados obtidos. As curvas de dissociacdo apresentaram

picos bastante definidos, demonstrando especificidade do produto amplificado.

o RT-gPCR para os genes SLCs

Para cada reagdo foram utilizados 20 ng de cDNA, 1X de tampdo para PCR
(Invitrogen), 0,2 uM de cada oligonucleotideo iniciador (direto e reverso) num
volume final de 12,5 pl. Todas as amostras foram analisadas em triplicatas e
submetidas as seguintes condi¢des (para todos os iniciadores): 95°C for 10 min
seguido de 40 ciclos de 95°C por 15 s e 60°C por 1 min no sistema de PCR em
tempo real ABI 7500 (Life technologies). A especificidade do produto amplificado
foi verificada por meio da curva de dissociagdo. Controles negativos e positivos

foram incluidos em todas as rea¢des. O controle positivo constitui-se de um pool de



57

amostras tumorais preparado em quantidade suficiente para ser utilizado em todas as
reacOes. Este controle foi utilizado como amostra “normalizadora”, 0 que permitiu
avaliar as variagcOes intra-ensaios (detalhes no item 3.4). Amostras cujas réplicas
mostraram desvio padrdo maior que 0,5 do ciclo de quantificacdo (Cq) entre as
replicatas foram re-avaliadas. A media dos valores de Cq das triplicatas de cada

amostra foi usada na quantificacdo da expressao dos genes de interesse.

3.2.3 Analise de expressdo de microRNAs (mMiRNA)

Para a andlise de expressdo foram selecionados seis miRNAs candidatos a
regulacao transcricional dos genes SLCs: miR-22, miR-23b, miR-26b, miR-27b,
miR-133b e miR-223. A selecdo dos miRNAs candidatos foi baseada em algoritmos
para predicdo de alvos de bancos de dados puablicos, como TargetScan
(http://www.targetscan.org/cgi-bin/targetscan) e  PicTar  (http://pictar.mdc-
berlin.de/cgi-bin/PicTar).

Como referéncias foram testados dois genes codificadores de miRNAs (let7-a
e miR-16) em conjunto com quatro genes codificadores de pequenos RNAS
nucleolares (RNU44, RNU48, RNU6B e RNUA47). Para todos as referéncias foi
utilizado o sistema TagMan® MicroRNA Assays, Applied Biosystems, que utiliza
sondas marcadas com fluorescéncia
(https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab/TagManMicroRNAass
ays; Codigos de acesso miRBase: RNU6B (NR_002752), RNU44 (NR_002750);
RNU48 (NR_002745),U47 (AF141346), hsa-let-7a (MIMAT0000062) e hsa-miR-16

(MIMAT0000069).


http://www.targetscan.org/cgi-bin/targetscan
http://pictar.mdc-berlin.de/cgi-bin/PicTar
http://pictar.mdc-berlin.de/cgi-bin/PicTar
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab/TaqManMicroRNAassays
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab/TaqManMicroRNAassays
http://microrna.sanger.ac.uk/cgi-bin/sequences/query.pl?terms=NR_002752
http://microrna.sanger.ac.uk/cgi-bin/sequences/query.pl?terms=NR_002750
http://microrna.sanger.ac.uk/cgi-bin/sequences/query.pl?terms=NR_002745
http://microrna.sanger.ac.uk/cgi-bin/sequences/query.pl?terms=AF141346
http://microrna.sanger.ac.uk/cgi-bin/sequences/query.pl?terms=MIMAT0000062
http://microrna.sanger.ac.uk/cgi-bin/sequences/query.pl?terms=MIMAT0000069
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Quadro 3 - Caracterizacdo das sequéncias de microRNAs alvos avaliadas em
amostras de CaPe e controles.

MicroRNA f:}%ﬁgﬂg;: Localizagéo Sequéncia madura Sequéncia Stem loop
hsa-mir-22 | NR_029494.1 17p133  |AAGCUGCCAGUUGAAGAAC [GGCUGAGCCGCAGUAGUUCUUCAGUGGCAAG
UGU CUUUAUGUCCUGACCCAGCUAAAGCUGCCAG
UUGAAGAACUGUUGCCCUCUGCC
MIMAT0000077 MI10000078
hsa-mir-23b | NR_029664.1 | 992232 |AUCACAUUGCCAGGGAUUA [CUCAGGUGCUCUGGCUGCUUGGGUUCCUGGC
cc AUGCUGAUUUGUGACUUAAGAUUAAAAUCA
CAUUGCCAGGGAUUACCACGCAACCACGACC
UUGGC
MIMAT0000418 M10000439
hsa-mir-26b | NR_029500.1 2935 UUCAAGUAAUUCAGGAUAG|CCGGGACCCAGUUCAAGUAAUUCAGGAUAGG
GU UUGUGUGCUGUCCAGCCUGUUCUCCAUUACU
UGGCUCGGGGACCGG
MIMAT0000083 M10000084
hsa-mir-27b | NR_029665.1 | 992232 |[UUCACAGUGGCUAAGUUCU [ACCUCUCUAACAAGGUGCAGAGCUUAGCUGA
GC UUGGUGAACAGUGAUUGGUUUCCGCUUUGU
UCACAGUGGCUAAGUUCUGCACCUGAAGAGA
AGGUG
MIMAT0000419 M10000440
hsa-mir-133b | NR_029903.1 6p122  [UUUGGUCCCCUUCAACCAG [CCUCAGAAGAAAGAUGCCCCCUGCUCUGGCU
CUA GGUCAAACGGAACCAAGUCCGUCUUCCUGAG
AGGUUUGGUCCCCUUCAACCAGCUACAGCAG
GGCUGGCAAUGCCCAGUCCUUGGAGA
MIMAT0000770 M10000822
hsa-mir-223 | NR_029637.1 Xp12 UGUCAGUUUGUCAAAUACC |CCUGGCCUCCUGCAGUGCCACGCUCCGUGUA
CCA UUUGACAAGCUGAGUUGGACACUCCAUGUGG

MIMAT0000280

UAGAGUGUCAGUUUGUCAAAUACCCCAAGUG
CGGCACAUGCUUACCAG

M10000300

o Obtencéo do cDNA

As amostras de RNA foram previamente diluidas em uma concentracdo de

2ng/uL e a sintese de cDNA foi realizada usando o kit Tagman miRNA Reverse

Transcription (Applied Biosystems), conforme especificagbes do fabricante.
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o Sintese cDNA (Tagman miRNA Reverse Transcription Kit - Applied
Biosystems

A sintese de cDNA foi realizada com iniciadores especificos para 0s miRNAS
alvos e endogenos. Resumidamente, num volume final de 15ul foram adicionados
1,5ul de tampdo 10X, 0,15ul de dNTP (100mM cada), 3ul de cada iniciador, 0,19 pl
RNase Inhibitor (20U/ul), 1 ul Multiscribe RT enzyme e 5 pl de RNA diluido a
2ng/pl.

Nesta etapa foram utilizados iniciadores em forma de loop, os quais

apresentam uma regido complementar a seqliéncia de cada miRNA maduro (Figura

2)- ) Iniciador em foop
microRNA maduro

i Passo 1: Transcrigao Reversa
A4

. Passo 2: qRT-PCR

A\ 4
Iniciador Forward

LLLLLLLL

SRRERE RS
ARAERNEE

2 Iniciador Reverse
Sonda Tagman

&Y
-@

Fonte: CHEN et al. (2005)
Figura 2 - Modelo representativo das reacGes de sintese de cDNA e de PCR

quantitativa em tempo real pelo sistema Tagman

o RT-gPCR dos miRNAs
As reacOes foram realizadas no sistema de PCR em tempo Real ABI Prism

7500 Sequence Detection System (Life Technologies), conforme protocolo descrito
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anteriormente. Todos os iniciadores para os miRNAs alvo (miR-22, miR-23b, miR-
26b, miR-27b, miR-133b e miR-223) e de referéncia (RNU6B, RNU44, RNU48,
RNUA47, let-7a e miR-16) foram obtidos pelo sistema TagMan® MicroRNA Assays,
Applied Biosystems, que utiliza sondas marcadas com fluorescéncia. Os miRNAs
foram amplificados utilizando o TagMan® Universal PCR Master Mix, No
AmpErase® UNG (Applied Biosystems). Resumidamente, num volume final de 10ul
de reacdo foram adicionados 5ul de Master Mix 2X concentrado, 0,5ul do mix de
iniciadores e sonda e 0,7ul cDNA especifico para cada miRNA. As reacfes seguiram
as mesmas condicBes citadas anteriormente para os genes SLC. Os critérios de

analise das réplicas foram os mesmos que para 0s genes SLC.

3.3 SELECAO DOS GENES E miRNAS DE REFERENCIA PARA A

NORMALIZACAO DE RT-gPCR

Os genes ACTB, GAPDH, GUSB, HPRT, HMBS e RPLPO foram avaliados
como possiveis genes de referéncia nos CaPe, uma vez que ndo existe nenhuma
informacao sobre transcritos estaveis em tecido peniano para uso como referéncia em
ensaios de RT-qPCR. A escolha das amostras de CaPe para esse pré-teste foi baseada
na maior quantidade de RNA disponivel.

A mesma estratégia foi utilizada para a selecdo dos miRNAs de referéncia.
Foram testados os miRNAs LET-7a, MIR-16, RNU44, RNAU48, RNU6b e RNU47. A
selecdo destes miRNAs de referéncia baseou-se em dados da literatura que
mostraram pouca variagdo em outros tecidos tumorais. Para esta analise foram

incluidas as quatro amostras de tecido peniano ndo-tumoral, pois a técnica necessita
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de pouco RNA total para a analise. Isso leva a uma quantificacdo mais precisa, caso
exista uma modulacdo dos miRNAs testados durante a tumorigénese.

A estimativa da estabilidade de expressdo dos genes candidatos a referéncia
(pré-teste) e a estabilidade real de expressdo do conjunto de genes selecionados entre
o total de amostras alvo foi realizada pelo programa geNorm
(http://medgen.ugent.be/~jvdesomp/genorm/). Esse algoritmo foi desenvolvido por
VANDESOMPELE et al. (2002) para determinar os genes de referéncia mais

estaveis para um determinado grupo de amostras.

3.4 ANALISE DOS DADOS

3.4.1 Normalizacdo dos dados de RT-gPCR e obtencdo da expresséo relativa
dos genes SLC e miRNA em CaPe.
Para a quantificacdo relativa de expressdo génica para 0s mMRNA e miRNA

alvos, foi utilizado o modelo matematico proposto por PFAFFL (2001):

ERN= (E+1) alvo #4924

(E+1) referéncia 24

Onde:
ERN - expressdo relativa normalizada do gene alvo ou QR (quantificacdo relativa)
E — eficiéncia de reacdo de amplificacéo

ACq - diferenga entre 0 Cq obtido para a amostra referéncia e 0 Cq obtido para a amostra em anélise.


http://medgen.ugent.be/~jvdesomp/genorm/
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Ao utilizar mais de um gene na normalizacdo das RT-gPCR aplica-se a média
geométrica dos valores de expressao relativa (ou fator de normalizacdo gerado pelo

programa geNorm) dos genes de referéncia mais apropriados, como segue:

ERN= (E+1)alvo 442
EE ' H)I‘EfEF@ qEia ACq referéncia

E R N - ZACq alvo
FN

Onde FN é o fator de normalizagdo

Para corrigir variagdes intra-ensaios, a expressdo relativa (ERN) do miRNA
ou do gene alvo de cada amostra em cada reacdo foi obtida dividindo-se o valor de
expressao de cada amostra pelo fator de normalizagdo (FN). O FN se refere ao valor
da expressdo do mesmo gene ou miRNA na amostra normalizadora (pool de tumores
de pénis).

Para a obtencdo dos valores de expressao relativa nas amostras tumorais em
relacdo aos tecidos penianos normais, dividiu-se a expresséo relativa de cada gene ou
miRNA de cada amostra pela mediana dos valores de expressdo relativa dos

controles.
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3.4.2 Analise estatistica

As comparacdes entre os valores de expressdo génica dos genes candidatos e
dos miRNAs determinados por RT-gPCR entre CaPe e controles foram realizadas
utilizando teste t ndo paramétrio, teste de Mann-Whitney. A anélise de correlacédo
entre os transcritos foi realizada pelo teste de Spearman. A comparacdo entre 0s
niveis de transcritos e as variaveis clinicas e histopatologicas foi realizada usando
testes ndo paramétricos de Mann-Whitney ou Kruskall-Wallis com pds-teste de
Dunn, quando apropriado. Todas as analises estatisticas consideraram o nivel de
significancia de 5%. Para as analises estatisticas foi utilizado o programa SPSS
version 17.0 (SPSS; Chicago, IL) e o software Graphpad Prism versdo 5.0

(GraphPad Software Inc., La Jolla, CA) para Windows.
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4 RESULTADOS

4.1.1 Escolha de transcritos referéncia para normalizacdo de RT-gPCR

Considerando que ndo ha em literatura relatos sobre transcritos estaveis em
tecido peniano para uso como referéncia em ensaios de RT-gPCR, foram
selecionados os genes ACTB, GAPDH, GUSB, HPRT, HMBS e RPLPO como
possiveis referéncias nos CaPe. O critério de selecdo baseia-se no fato destes genes
se mostraram estaveis em outros tumores avaliados pela equipe e em relatos da
literatura.

O pré-teste, com parte das amostras tumorais (14 de 35 CaPe) que
apresentavam maior quantidade de RNA, e seis genes de referéncia candidatos a
normalizadores, demonstrou boa estabilidade (M) de expressdo para todos 0s
transcritos testados, segundo o coeficiente de estabilidade de expressdo abaixo do
limiar de 1,5 sugerido pelo programa geNorm (Tabela 2). O coeficiente de
estabilidade de expressdo (M) € determinado partindo do principio de que dois genes
referéncia ideais possuem razdes de expressdo idénticas em todas as amostras a
serem analisadas, independente de quaisquer condi¢Bes experimentais ou tipos
celulares. O programa geNorm avalia a razdo de expressdo de cada gene referéncia
em relacdo aos demais sempre aos pares, 0 que permite a exclusdo dos transcritos
menos estaveis (VANDESOMPELE et al., 2002).

N&o foi considerada a amostra de menor Cq como referéncia nessa analise,
conforme sugerido por VANDESOMPELE et al. (2002), pois um pool de amostras

de céancer de pénis foi utilizado como referéncia, para calibrar os valores de



65

expressao inter-placas. Os valores de expressao do pool para cada gene (1,000) foi
omitido na analise pois essa ja € composta por uma mistura das amostras-alvo
avaliadas.

Nesta analise, ACTB demonstrou a expressdo mais estavel (M=0,994) e
GAPDH menos estavel (M=1,444) entre as amostras. Ap0s a remog¢do em série dos
genes com maior variacdo entre as amostras, 0 programa geNorm indicou o uso de
ACTB + GUSB como o melhor par de transcritos, seguidos dos seguintes genes em
ordem decrescente de estabilidade: HMBS, HPRT, RPLPO e GAPDH (Figura 3).

O conjunto de genes referéncia apropriado foi também estimado, pelo calculo
do desvio padrdo da relacdo dos fatores de normalizacdo com a adicdo de um novo
transcrito ao grupo prévio. Observou-se aumento do desvio padrdo quando da
inclusdo de um novo transcrito ao grupo prévio, indicando que a normalizacéo por

este conjunto de genes ainda estava adequada (Figura 4).
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Tabela 2 - Expresséo relativa, fator de normalizacdo (FN) e coeficiente de

estabilidade de expressdo (M) dos genes de referéncia testados.

Amostras HPRT ACTB GAPDH GuUsSB HMBS RPLPO FN
PE10T 0.247 0.664 1.087 0.451 0.382 1.007 0.866
PE11T 0.646 0.693 1.007 1.010 0.274 1.366 1.150
PE12T 2.282 3.095 4.959 2.483 1.698 1.625 3.851
PE15T 0.293 0.053 0.019 0.039 0.159 0.017 0.087
PE16T 0.807 1.301 1.149 1.034 0.748 1.866 1.695
PEL7T 2114 2.497 3.053 2.162 2.191 2.395 3.681
PE18T 1.495 1.558 3.972 0.756 1.412 1.283 2.359
PELIT 0.599 0.500 0.257 0.583 0.302 0.406 0.649
PE21T 1.173 0.953 2.173 0.648 1.191 0.895 1.684
PE22T 3.053 1.007 2.219 0.710 0.918 1.815 2.188
PEAT 0.966 2.621 1.214 1.442 0.961 1.165 2.018
PEST 0.080 0.015 0.004 0.028 0.093 0.012 0.036
PEGT 3.204 1.659 0.973 0.435 0.675 1.231 1.715
PE8T 0.454 0.483 0.319 0.232 0.473 1.072 0.694
M<15 1.371 1.286 1.216

ACTB apresenta expressdao mais estadvel (verde) individualmente e GAPDH é o mais variavel

(vermelho) nas 14 amostras de CaPe testadas. O fator de normalizacdo (FN) representa a média

geomeétrica da expressdo relativa dos seis genes avaliados.
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Figura 3 - Média do coeficiente de estabilidade de expressdo (M) dos genes de

referéncia. Calculo para a determinacdo dos melhores genes de referéncia apés a exclusio

progressiva dos genes de expressdo menos estavel, indicando ACTB+GUSB como 0s mais estaveis

com o mesmo valor de estabilidade

Determinag¢ao do nimero 6timo de genes referéncia
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Figura 4 - Determinacdo do niumero adequado de genes de referéncia. Estimativa para o

uso do namero ideal de genes para a normalizagdo, demonstrando que com o uso dos seis transcritos
(5/6) se obtém a normalizacdo de maior fidelidade (ACTB + GUSB + HMBS + HPRT + RPLPO +

GAPDH). A analise estima o namero de genes de referéncia mais apropriado pelo impacto da adicao

em seqiiéncia dos mais estaveis na relacéo aos fatores de normalizagéo.
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Esta analise mostrou que deveriam ser utilizados seis genes de referéncia para
a normalizacdo da expressdo dos genes alvos nos CaPe. 1sso porque o menor desvio
entre os fatores de normalizacéo foi obtido na inclusdo do sexto transcrito (GAPDH)
ao grupo prévio com os cinco (V5/6 = 0,216). Entretanto, mesmo com tantos genes
de referéncia, ndo foi possivel atingir o ideal (<0,150) proposto por
VANDESOMPELE et al. (2002), no qual a adigdo de um novo transcrito para a
normalizacdo seria redundante.

Considerando a quantidade limitada das amostras de RNA dos tumores e que
ndo houve diferenca significativa apos a adi¢do do quarto gene de referéncia (adicao
do HPRT néo alterou de forma significativa a relagdo dos fatores de normalizagéo
com apenas os trés genes mais estaveis, VV3/4=0,242), optou-se por utilizar trés genes
de referéncia: ACTB, GUSB e HMBS. Vale ressaltar que a selecdo de trés genes de
referéncia permite que a estabilidade de expressdo seja confirmada no total de
amostras de CaPe ao final das analises para a confirmacdo da estabilidade dos genes
de referéncia (trés € o numero minimo de genes para a analise pelo programa

geNorm).

4.1.2 Confirmacao da estabilidade dos genes de referéncia para normalizacao
da RT-gPCR

A analise pelo geNorm dos trés genes de referéncia em 35 amostras de CaPe
e quatro tecidos penianos normais como controles (N) também revelou boa
estabilidade de expressdo para todos os genes (M<1,5), indicando agora GUSB como
0 gene de expressdo mais estavel (M=0,963) (Tabela 3). O desvio padréo dos fatores
de normalizagdo com os genes GUSB + HMBS em relacéo aos genes GUSB + HMBS

+ ACTB foi praticamente 0 mesmo que o obtido no pré-teste (V2/3=0,354). Este
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dado confirmou que a inclusdo de novos genes de referéncia, provavelmente, ndo

resultaria em melhora significativa na normalizacdo (Figura 5).

Tabela 3 —Expressdo relativa, fator de normalizacdo (FN) e coeficiente de
estabilidade de expressdo (M) dos trés genes de referéncia ACTB, GUSB e HMBS
selecionados em amostras de carcinoma de pénis (CaPe) e tecido normal de pénis

(N).

Amostra Tecido ACTB GUSB HMBS FN
1391 N 0.040 0.044 0.094 0.1014
1392 N 0.187 0.091 0.081 0.2057
1394 N 0.020 0.028 0.090 0.0683
1409 N 0.030 0.048 0.082 0.0907
1388 CaPe 1.205 2.406 3.559 4.0232
1389 CaPe 1.054 1.668 4.758 3.7514
PAL0T CaPe 0.517 0.537 1.015 1.2116
PAL1T CaPe 0.236 0.893 0.720 0.9857
PA12T CaPe 0.033 0.072 0.159 0.1336
PAL13T CaPe 0.044 0.265 0.309 0.2833
PA14T CaPe 0.016 0.106 0.076 0.0934
PALTT CaPe 3.493 2.899 8.401 8.1276
PAL9T CaPe 0.458 1.740 1.780 2.0764
PALT CaPe 0.166 0.374 0.227 0.4464
PA20T CaPe 6.546 3.767 14.371 13.0775
PA22T CaPe 0.968 1.927 5.634 4.0479
PAST CaPe 0.399 0.723 0.808 1.1373
PAGT CaPe 0.486 0.890 1.416 1.5694
PATT CaPe 0.334 0.392 0.730 0.8449
PE10T CaPe 0.664 0.451 0.382 0.8971
PE11T CaPe 0.693 1.010 0.274 1.0657
PE12T CaPe 3.095 2.483 1.698 4.3507
PE15T CaPe 0.053 0.039 0.159 0.1275
PE16T CaPe 1.301 1.034 0.748 1.8518
PEL7T CaPe 2.497 2.162 2.191 4.2106
PE18T CaPe 1.558 0.756 1.412 2.1895
PE19T CaPe 0.516 1.139 1.761 1.8693
PELT CaPe 0.500 0.583 0.302 0.8221
PE21T CaPe 0.953 0.648 1101 1.6681
PE22T CaPe 1.007 0.710 0.918 1.6060
PE23T CaPe 0.521 0.968 3.068 2.1374
PE24T CaPe 0.243 0.282 0.887 0.7266
PE26T CaPe 0.177 0.292 0.478 0.5382
PE2T CaPe 2.700 2.630 6.332 6.5714
PE3T CaPe 1.443 3.594 5.059 5.4913
PEAT CaPe 2.621 1.442 0.961 2.8407
PEST CaPe 0.015 0.028 0.093 0.0627
PE6T CaPe 1.659 0.435 0.675 1.4541
PEST CaPe 0.483 0.232 0.473 0.6942

O gene GUSB apresenta expressdo mais estavel (verde) individualmente e o gene ACTB é 0 mais
variavel (vermelho) nas 39 amostras de tecido peniano (CaPe e controles) analisadas. O fator de
normalizagdo (FN) representa a média geométrica da expresséao relativa dos trés genes avaliados.
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Figura 5 - Média do coeficiente de estabilidade de expressdo (M=0,92) e impacto no
fator de normalizagdo com o uso dos genes de referéncia GUSB + HMBS em relagdo
aos genes GUSB + HMBS + ACTB (V2/3=0,354).

4.1.3 Correlacao entre valores de expressao relativa dos genes SLCs avaliados
por microarray e RT-gPCR

Ap0s a selecdo dos genes GUSB, HMBS e ACTB em conjunto como genes de
referéncia para as analises de expressdo génica, todas as amostras foram testadas para
os seis genes da familia SLC: SLC1A3, SLC8A1, SLC25A4, SLC25A16, SLC25A25 e
SLC27A4. Os resultados de expressao relativa dos genes descritos caso a caso estdo
apresentados no Anexo 2.

A primeira analise realizada avaliou se havia correlagdo estatistica entre o0s
valores de expressao relativa obtidos por RT-qPCR e pelos ensaios prévios de
microarray de expressao (BUSSO 2011).

A casuistica do presente estudo compreendeu dois grupos de pacientes, 0
grupo de validacao técnica e o grupo de validacao bioldgica. O grupo de validagédo

bioldgica foi incluido em outras analises descritas mais adiante.
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O grupo de validacdo técnica incluiu 28 do total de 29 pacientes
anteriormente estudados por microarray (Tabela 4). Uma amostra (ID24) foi
excluida da analise por ndo ter apresentado resultados de qualidade na RT-qPCR,
devido aos valores de Cq muito altos (acima de 35) e por vezes indeterminado para
alguns transcritos avaliados. Além disso, apesar de dispormos de 3 das 4 amostras
controle ndo-tumorais (N) previamente analisadas pela técnica de microarray, as
mesmas ndo foram incluidas nesta analise de correlacao entre os dados de microarray
e RT-gPCR, uma vez que nas andlises de expressdo génica global as amostras
controle compuseram um pool que foi co-hibridado com as amostras tumorais.

Foi detectada correlacdo positiva estatisticamente significativa para os genes
SLC1A3, SLC8A1, SLC25A4 e SLC27A4. Por outro lado, os genes SLC25A16 e
SLC25A25 ndo tiveram correlacdo significativa entre os valores obtidos pelas

diferentes técnicas.

Tabela 4 - Correlagdo entre valores de expresséo relativa dos genes SLCs avaliados
por microarray e RT-gPCR em tempo real em 28 amostras de carcinoma de pénis
(CaPe).

Correlagdo de Pearson Correlagdo de Spearman

r P r P
SLC1A3 0,520* 0.005 0,478* 0.010
SLCB8A1 0,709* <0,001 0,677* <0,001
SLC25A4 0,721* <0,001 0,679* <0,001
SLC25A16 0.079 0.691 0.032 0.873
SLC25A25 0.051 0.797 -0.051 0.795
SLC27A4 0,642* <0,001 0,651* <0,001

r = coeficiente de correlacdo; * correlacdo significativamente positiva (P<0,05).
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4.1.4 Expressdo génica diferencial dos genes da familia SLC entre amostras de
CaPe e controles
Foi avaliada a expressao dos genes alvo detectada por RT-gPCR entre tecidos

normais de pénis (N - grupo controle) e as amostras de CaPe do grupo de validagédo
técnica (mesmas amostras analisadas por microarray de expressdo) e comparamos
com um grupo independente de tumores (grupo de validacdo bioldgica). As Figuras 6
e 7 ilustram os resultados para os genes SLCAL, SLCA81 e SLC25A4 e para 0S genes

SLC25A16, SLC25A25 e SLC27A4, respectivamente.
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Figura 6 - Expresséo relativa de SLC1A3, SLC8A1 e SLC25A4 avaliados por RT-gPCR em
amostras ndo-tumorais (N) e tumorais de pénis (CaPe). A coluna esquerda mostra a comparagéo
para o grupo de validagdo técnica (28 CaPe previamente avaliadas pelo microarray + trés amostras N,
que foram co-hibridadas em um pool de normais no microarray) e biol6gica (sete novas amostras
independentes de CaPe e uma nova amostra N). O grafico mostra a distribuicdo dos valores de
expressdo relativa (log,), com a linha tracejada ilustrando a mediana entre as barras dos intervalos
interquartis.
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Figura 7 - Expresséo relativa de SLC25A16, SLC25A25 e SLC27A4 detectada por RT-gPCR

em amostras ndo-tumorais (N) e tumorais de pénis (CaPe). A coluna esquerda mostra a

comparacédo para o grupo de validagdo técnica (28 CaPe previamente avaliadas pelo microarray + trés

amostras N, que foram co-hibridadas em um pool de normais no microarray) e biolégica (sete novas

amostras independentes de CaPe e uma nova amostra N). O grafico mostra a distribuicdo dos valores

de expressdo relativa (log,), com a linha tracejada ilustrando a mediana entre as barras dos intervalos

interquartis.
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Considerando que o grupo de validacdo bioldgica se comportou de maneira
semelhante ao grupo de validacéo técnica e devido ao numero pequeno de amostras
do grupo biologico, as amostras tumorais foram reunidas num dnico grupo para fins
de comparagdo com o grupo de amostras normais (N).

Na Figura 8, foi observada diminuicdo de expressdo significativa nos CaPe
em relacdo aos tecidos normais para os genes SLC8ALl (P=0,0171; Figura 8B) e
SLC25A25 (P=0,0021; Figura 8E). Para o gene SLC8AL, 26 de 35 tumores (74%)
apresentaram diminuicdo de expressdo quando comparados ao grupo N, sendo que a
mediana de expressdo relativa foi de 0,320. Para SLC25A25, 29 de 35 CaPe (83%)
mostraram expressao diminuida deste gene, com mediana de 0,266. As seis amostras
restantes de CaPe mostraram expressdo relativa abaixo de 1,0 em relacdo ao normal,
sendo que quatro delas estavam proximas do valor de 0,5.

Por outro lado, o gene SLC27A4 apresentou expressdo significativamente
aumentada nos CaPe (P=0,0068, Figura 8F), com mediana de expressao relativa de
3,87. Do total de CaPe (N=35), 25 (71%) mostraram niveis de expressdo acima dos
tecidos normais, sendo que cinco amostras apresentaram expressao acima de 2,0,
porém abaixo do limite maximo exibido pelas amostras normais, e nenhuma delas
apresentou expressdo abaixo de 1,0. SLC1A3 mostrou um discreto aumento nos
tumores, porém sem significancia estatistica (P=0,0747; Figura 8A).

Os genes SLC25A4 e SLC25A16 ndo se mostraram diferencialmente

expressos entre os tecidos avaliados (Figura 8C e D).
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Figura 8 - Expressdo relativa dos genes SLCAL, SLCA81, SLC25A16, SLC25A4,
SLC25A25 e SLC27A4 avaliados por RT-gPCR em tumores de pénis (N=35) e

tecidos normais (N=4). O grafico mostra a distribuicdo dos valores de expressio relativa dos

tumores em relagdo a mediana dos normais. A mediana de expressdo de cada gene em cada grupo esta

mostrada. Os valores de P foram obtidos pelo teste de Mann-Whitney. Os nivies de expressdo relativa

de cada gene estdo apresentados em escala logaritmica.



76

4.2 EXPRESSAO DOS MiRNAs POTENCIALMENTE
REGULADORES DOS GENES SLCs

4.2.1 Escolha das referéncias para normaliza¢éo de RT-gPCR dos miRNAs

A partir de revisdo da literatura foram selecionados como possiveis
referéncias em CaPe dois genes codificantes de miRNAs (LET-7a e MIR-16) em
conjunto com quatro genes codificadores de pequenos RNAs nucleolares (RNU44,
RNU48, RNU6b e RNU47), que demonstraram expressao pouco variavel em outros
tecidos tumorais. O pré-teste para analise de expressdo de miRNAs incluiu quatro

controles e 10 amostras de CaPe (Tabela 5).

Tabela 5 - Expresséo relativa, fator de normalizacdo (FN) e coeficiente de
estabilidade de expressdo (M) dos seis transcritos (MIR-16, LET-7a, RNUGb,
RNU44, RNU47 e RNU48) candidatos a normalizadores testados.

Amostras MIR-16 RNU44 RNU48 RNU47 FN

1391 1.087 2.928 2.042 2.329 5.652
1392 1.753 1.625 1.310 0.812 3.781
1394 0.959 0.763 0.642 0.693 2.164
1409 0.376 2.158 0.235 0.171 1.218
PA10T 0.167 1.223 0.248 0.167 0.869
PA11T 0.107 0.339 0.207 0.250 0.596
PA12T 0.061 0.616 0.253 0.342 0.684
PA13T 0.154 1.000 0.259 0.198 0.854
PAL9T 0.144 0.457 0.291 0.342 0.815
PALT 0.122 0.264 0.291 0.206 0.601
PA20T 0.154 0.454 0.079 0.068 0.399
PAST 0.293 0.707 0.180 0.253 0.893
PAGT 0.039 0.423 0.078 0.112 0.314
PATT 0.304 0.707 0.253 0.358 1.070

M<15 1614 1.367 1.437 _ 1.255

RNU48 apresenta expressdo mais estavel (verde) individualmente e RNU6b é o mais variavel
(vermelho) nas 14 amostras de tecido peniano testadas (4 amostras ndo-tumorais e 10 tumorais). O
fator de normalizacdo (FN) representa a média geométrica da expressao relativa dos seis candidatos
avaliados.
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O teste demonstrou que LET-7a e RNU6Gb apresentavam expressdao muito
variavel para o uso como calibradores de expressdo dos miRNAs (M=1,933 e 1,614
respectivamente). Apds a remocdo em série dos transcritos menos estaveis, 0
programa geNorm indicou o uso de RNU48 + RNU47 como o melhor par de
transcritos, seguidos da inclusdo de MIR-16, RNU44, LET-7a e RNUG6D,

respectivamente (Figura 9).

Média de estabilidade de expressao dos genes
referéncia restantes

.

14

1.2

1

0.8
0.6

Média do coeficiente de estabilidade (M)

RNU6B Let-7a RNU44 MIR-16 RNU48
RNU47

<::: Genes menos estaveis Genes mais estaveis ::::>

Figura 9 - Média do coeficiente de estabilidade de expressdo (M) dos transcritos
(MIR-16, LET-7a, RNU6b, RNU44, RNU47 e RNUA48) candidatos a normalizadores

testados. Calculo para a determinacio dos melhores genes referéncia ap6s a exclusdo progressiva

dos genes de expressdo menos estavel, indicando RNU47 + RNU48 como o melhor par de genes
(M=0,42).

O conjunto de genes referéncia apropriado estimado para a normalizagdo dos
miRNAs alvos foi RNU48 + RNU47 + MIR-16 + RNU44, pois a inclusdo de LET-7a
e RNUG6b aumentou a variagdo entre a relacdo dos fatores de normalizacdo em

comparagdo com o uso de um grupo menor de genes referéncia (Figura 10).
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Determinagao do nimero étimo de genes referéncia
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Figura 10 - Determinacdo do nimero adequado dos transcritos (MIR-16, LET-7a,
RNUGb, RNU44, RNU47 e RNU48) candidatos a normalizadores testados. Estimativa

para o uso do numero ideal de genes para a normalizacdo, demonstrando que com o uso dos quatro
transcritos mais estaveis (3/4) se obtém a normaliza¢do de maior fidelidade (RNU48 + RNU47 +
MIR-16 + RNU44). A anélise estima o nimero de transcritos de referéncia mais apropriado pelo

impacto da adi¢do em seqliéncia dos mais estaveis na relacdo dos fatores de normalizagéo.

Assim, as demais amostras foram avaliadas incluindo apenas as referéncias
RNU48, RNU47, MIR-16 e RNU44. Sendo que RNU6b e LET-7a ndo se mostraram

referéncias estaveis em CaPe.

4.2.2 Confirmagdo da estabilidade dos transcritos de referéncia para
normalizacdo da RT-qPCR para analise de miRNAs

Do total de 34 amostras de CaPe e 4 controles, apenas 21 tumores
apresentaram resultados para todos os miRNAs e referéncias avaliados, e por isso
foram incluidos nesta nova analise. Pela nova analise com o programa geNorm,
RNU48 foi considerado como o mais estavel (M=1,056) e MIR16 como o0 menos

estavel (M=1,523) (Tabela 6).
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Tabela 6 - Expressdo relativa, fator de normalizacdo (FN) e coeficiente de
estabilidade de expressdo (M) dos quatro transcritos de referéncia selecionados
(MIR-16, RNU44, RNU47 e RNU48).

Amostras RNU44 RNU48 RNU47 FN
1391 5.709 3.378 3.638 15.380
1392 0.355 0.807 0.616 2.092
1394 0.940 0.996 0.579 3.040
1409 0.131 0.769 0.131 0.881
PA10T 1.187 0.197 0.215 1.376
PA11T 0.343 0.223 0.253 1.001
PA12T 0.812 0.264 0.284 1.467
PA13T 0.663 0.190 0.173 1.042
PAL9T 0.897 0.385 0.297 1.746
PALT 0.152 0.270 0.141 0.669
PA20T 0.261 0.052 0.051 0.330
PAST 0.506 0.184 0.206 0.998
PA6T 0.171 0.097 0.069 0.390
PATT 0.462 0.218 0.292 1.151
PE15T 2.061 1.127 1.135 5.151
PE16T 0.069 0.035 0.010 0.108
PEL7T 0.898 0.340 0.336 1.746
PE18T 1.257 0.780 0.272 2.400
PE24T 0.674 0.246 0.189 1.176
PE26T 0.997 0.263 0.288 1.576
PE2T 0.103 0.039 0.055 0.225
PEAT 0.206 0.142 0.098 0.530
PE6T 0.075 0.037 0.013 0.123
PE8T 0.075 0.016 0.024 0.114
PET19T 4.486 0.547 0.670 4.401

RNU48 apresenta expressdo mais estavel (verde) individualmente e MIR-16 é o mais variavel
(vermelho) nas 25 amostras analisadas (21 CaPe e 4 controles). O fator de normalizacdo (FN)
representa a média geométrica da expressao relativa dos trés genes avaliados.

ApoOs a exclusdo progressiva das referéncias de maior variabilidade de

expressao, com um novo calculo de estabilidade de expressdo, o programa indicou
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novamente RNU47 e RNU48 como os mais estaveis, com a adicdo de RNU44 como o
grupo ideal de normalizadores a serem utilizados (Figuras 11 e 12, respectivamente).

Média da estabilidade de expressao dos genes
referénciarestantes

RN
1.1 \
1 \
0.9 \
0.8 \

miR-16 RNU44 RNUA48
RNU47

Média do coeficiente de estabilidade (M)

<::: Genes menos estaveis Genes mais estaveis ::::>

Figura 11 - Média do coeficiente de estabilidade de expressdo (M) dos quatro

transcritos de referéncia selecionados (MIR-16, RNU44, RNU47 e RNU48). Calculo

para a determinacdo dos melhores genes referéncia apds a exclusdo progressiva dos genes de

expressdo menos estavel, indicando RNU47 + RNU48 como o melhor par (M=0,79).

Determinagao do numero 6timo de genes referéncia
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Figura 12 - Determinacdo do numero adequado de transcritos de referéncia.
Estimativa para o uso do nimero ideal de genes para a normalizacdo, demonstrando que o uso dos trés
transcritos (2/3) se obtém a normalizacdo de maior fidelidade (RNU48 + RNU47 + RNU44). A analise
estima o nimero de transcritos referéncia mais apropriado pelo impacto da adi¢do em seqiiéncia dos

mais estaveis na relacdo dos fatores de normalizacéo.
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4.2.3 Expresséo diferencial dos miRNAs entre amostras de CaPe e controles

Os resultados de expressdo relativa dos miRNAs descritos caso a caso estdo
apresentados na Tabela do Apéndice 1. E importante ressaltar que dos 35 CaPe s6 foi
possivel avaliar os niveis de miRNAs em 21 amostras cujos RNAs foram extraidos
pelo método do Trizol. Os demais casos foram extraidos com kit comercial baseado
em separacdo do mRNA por coluna, o que leva a perda dos miRNAs durante o
processo. Infelizmente ndo foi possivel obter tecido tumoral de algumas amostras
para re-extracdo do RNA pelo método do trizol, uma vez que alguns tecidos haviam
se esgotado e outros apresentavam guantidade insuficiente de células tumorais.

A comparacdo entre CaPe e controles mostrou que miR-23b, miR-26b, miR-27b
e miR-133b estavam significativamente menos expressos nas amostras dos tumores,
enguanto miR-223 se encontrava mais expresso (Figura 13).

Cinco dos seis miRNAs avaliados se mostraram diferencialmente expressos
entre tumores e controles (Figura 13). Diminuicdo de expressao significativa em
CaPe foi detectada para miR-23b (P=0,0316; Figura 13B), miR-26b (P=0,0147;
Figura 13C), miR-27b (P=0,0196; Figura 13D) e miR-133 b(P=0,0034; Figura 13E).
Em contraste, miR-223 apresentou-se hiperexpresso nos tumores (P=0,0085; Figura
13F). A Tabela 7 apresenta a freqiiéncia de casos de CaPe com alteracdo nos niveis
de expressdo dos miRNAs e as medianas de expressdo relativa dos miRNAs que se
mostraram desregulados nos tumores. Foi observado que 95% dos CaPe
apresentaram diminuicdo de miR-133b, com expressdo pelo menos 40 vezes menor
que os tecidos normais. Um Unico caso (5%) apresentou expressdo normal deste

mMiRNA (expressao relativa de 0,87).
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Tabela 7 - Frequéncia de casos de carcinoma de pénis (CaPe) que se mostraram
diferencialmente expressos na comparacdo com tecidos normais e mediana dos
valores de expressdo relativa nos miRNAs desregulados nos tumores.

miR-22  miR-23b miR-26b miR-27b miR-133b  miR-223

N° €asos diferencialmente
expressos (%) 8 (25) 12 (57) 16 (76) 16 (76) 20 (95) 15 (71)
Mediana da expressdo relativa 0,76 0,49 0,29 0,26 0,03 3,69
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Figura 13 - Expresséo relativa de miR-22, miR-23b, miR-26b, mi-27b, miR-133 e
miR-223 avaliados por RT-qPCR em tumores de pénis (N=21) e tecidos normais
(N=4). O grafico mostra a distribui¢io dos valores de expressdo relativa dos tumores em relagio a
mediana dos normais. A mediana de expressdo de cada miRNA em cada grupo estd mostrada. Os

valores de P foram obtidos pelo teste de Mann-Whitney. Os nivies de expressdo relativa estdo

apresentados em escala logaritmica.
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4.2.4 Correlacdo entre os niveis de expressdo dos miRNAs em amostras de

CaPe

Para avaliar se havia correlacdo entre se os niveis dos miRNAs detectados

nos CaPe, foram comparados os niveis de cada par de miRNAs (Figura 14). Com

excecdo de miR-223, que correlacionou-se significativamente apenas com miR-26b,

todos os demais miRNAs se correlacionaram com pelo menos trés miRNAs.
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Figura 14 - Correlag&o entre os niveis de expressdo de miR-22, miR-23b, miR-26b,
miR-27b, miR-133 e miR-223 avaliados por RT-qPCR em CaPe (N=21). Apresentados

na forma de matriz. r = correlacdo de Spearman.
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O maior coeficiente de correlacéo foi observado entre os niveis de miR-23b e
miR-27b (r=0,8818, P<0,0001), seguido de miR-22 e miR-133b; e miR-23b e miR-
133b. Os miR-23b e miR-27b formam um cluster mapeado em 9g22.32. Embora
ambos 0s miRNAs tenham apresentado diminuicao significativa de expressao nos
CaPe, cinco casos apresentaram ganhos de ambos os MiIRNAs nesta regido
detectados por aCGH. Apenas trés dos cinco casos puderam ser avaliados quanto aos
niveis de miRNA por RT-gPCR, sendo que para miR-23b, dois casos apresentaram
niveis normais e um niveis diminuidos (expressdo relativa de 0,94 e 1,28; e 0,32,
respectivamente). Para miR-27b, dois casos mostraram diminuicdo de expressao e

um expressdo normal (expressdo relativa de 0,137; 0,428 e 1,428).

4.2.5 Correlacdo entre valores de expressao relativa dos miRNAS e 0s genes
SL.Cs por ele regulados

Para avaliar uma possivel regulacdo negativa da expressdo dos genes SLCs
pelos mMiRNAs foram realizadas analises de correlacdo entre os pares (Figura 15).

Foi verificada uma correlagdo negativa significativa entre SLC8A1 e miR-223
(P=0,015, r = -0,482) e SLC27A4 e miR-133b (P=0,023, r = -0,454). Outras
correlagdes negativas significativas foram observadas, sugerindo outras regulagdes
ndo previstas in silico. Foi detectada correlagdo negativa significativa do miR-223
com 4 dos 6 genes SLCs analisados. A correlagcdo inversa mais significativa foi

observada entre miR-223 e SLC25A25 (P=0,004; r = -0,555).

A JUnica correlacdo positiva significativa foi observada entre miR-133b e

SLC8AL (P=0,025; r = 0,446).
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Figura 15 - Grafico de matriz entre valores obtidos por RT-gPCR para 0s RNAS
mensageiros (vertical) dos genes SLCs e os miRNAs (horizontal). Em caixa vermelha a

corresponde ao transcrito SLC e seu respectivo regulador. r = correlagdo de Spearman; *P<0,05.
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43 INTEGRACAO DOS RESULTADOS DE RT-gPCR COM OS

DADOS PREVIOS DE MICROARRAY E CGHarray (aCGH)

No presente estudo foram avaliados seis genes da familia de carreadores de
solutos (SLCs) em amostras tumorais e ndo-tumorais de pénis, como parte da
confirmacdo de resultados previamente gerados por analise de microarray de
expressao. Foi verificada também uma possivel associacdo desses transcritos com
seus respectivos microRNAs reguladores. Alteracdes no numero de cdpias nas
regibes codificadores desses miRNAs haviam sido previamente detectadas por
aCGH. A Tabela 8 mostra uma compilacdo dos resultados do presente estudo e dos
estudos prévios.

Tabela 8 - Compilacdo dos resultados encontrados, relacionando as andlises por

microarrays e RT-gPCR de RNA mensageiro e seus respectivos microRNAsS
reguladores em carcinomas de pénis (CaPe).

Anélise do RNA mensageiro dos genes ] Anélise do miRNA
MiRNA
Correlagéo Correlagéo
Gene ) regulador aCGH
Microarray RT-qPCR# array vs . RT-qPCR#  com gene-
predito (tumor)
PCR® alvo®
SLC1A3 aumento aumento positiva** hsa-miR-22 diminuicao negativa  perda (6)°

SLC8A1 diminuicdo diminuicio**  positiva**  hsa-miR-223  aumento**  negativa*  ganho (2)°
SLC25A4 diminuicdo  diminuicdo  positiva**  hsa-miR-23b  diminuicdo*  negativa  ganho (5)
SLC25A16 aumento aumento positiva hsa-miR-26b  diminuicdo*  negativa  perda (3)°
SLC25A25 diminuicdo diminuicdo**  negativa hsa-miR-27b  diminuicdo*  negativa  ganho (5)

SLC27A4 aumento aumento**  positiva**  hsa-miR-133b diminuicdo** negativa*  ganho (3)

Legenda: correlagdo de Spearman; *P<0,05; **P<0,01; *mediana como pardmetro comparativo;

Sresultados concordantes entre aCGH e expressdo dos miRNAs
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Considerando todos os resultados obtidos, o gene SLC1A3 apresentou
correlacdo positiva entre os valores obtidos por microarray e RT-gPCR (P<0,01),
demonstrando também tendéncia a aumento de expressdo no tumor (P=0,057). N&o
foi verificada expressdo diferencial entre o tumor e o tecido normal para o seu
regulador segundo andlise in silico, 0 miR-22. No entanto, conforme observado na
figura 15, SLC1A3 correlacionou-se significativamente com outro miRNA néo
predito, miR-26b (P=0,036, r=0,422). O miR-26b se mostrou significativamente
diminuido nos tumores comparados aos controles. Perdas gendmicas de miR-26b
foram detectadas em trés casos avaliados por aCGH, sendo que apenas um caso foi
avaliado para expressdo génica mostrando resultado concordante (expressdo relativa
de 0,23 em relacgdo aos controles).

Foi observada diferenca significativa para os genes SLC8A1 e SLC27A4 em
todas as comparagbes, ambos mostraram forte correlacdo entre os dados de
microarray e RT-qPCR (P<0,001), correlagdo negativa com seus respectivos
microRNAs (P<0,05) (SLC8A1 menos expresso nos tumores, P<0,01 e miR-223 mais
expresso nos tumores, P<0,01; SLC27A4 mais expresso nos tumores, P<0,01 e miR-
133b menos expresso nos tumores, P<0,01). No entanto, a comparagéo de alteracdo
no ndmero de copias dos miRNAs e 0s niveis de transcritos mostrou resultado
concordante apenas para miR-223, sendo que um caso foi avaliado pelas duas
técnicas e mostrou ganho e aumento de expressao.

A quantifica¢do do transcrito SLC25A4 apresentou forte correlagdo entre as
técnicas utilizadas (P<0,001), no entanto, este gene ndo estava diferencialmente
expresso entre os tecidos normais e tumorais pela técnica de RT-gPCR. O seu

miRNA regulador predito, miR-23, mostrou-se menos expresso nas amostras de
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CaPe (P<0,05). Novamente, detectou-se uma correlacdo negativa significativa entre
outro miRNA nédo predito, miR-223 e SLC25A4 (P=0,02, r=-0,459, Figura 15).
Sendo que, niveis significativamente mais altos de miR-223 foram detectados nos
tumores (Figura 13F).

Os genes SLC25A16 e SLC25A25 ndo mostraram correlacdo positiva
significativa entre os niveis detectados pelas técnicas de array e RT-gPCR. Apesar
disso, SLC25A25 apresentou-se significativamente menos expresso no tecido tumoral
(P<0,001) pela técnica de RT-qPCR. Nao foi observada correlagdo com seu miRNA
predito (miR-27b, que também estava diminuido nos tumores), porém uma
correlacdo negativa significativa foi observada com miR-223, que se mostrou
aumentado em 70% dos tumores (Figura 13F). Interessantemente, ganho de miR-223
foi observado em dois casos por aCGH, sendo que apenas um deles foi avaliado por
RT-gPCR, que mostrou aumento de expressdo (relativa de 9,78) em relacdo aos
controles.

Né&o houve diferenca significativa nos niveis de expressdo de SLC25A16 entre
as amostras normais e tumorais. Entretanto, seu microRNA regulador (miR-26b) foi

menos expresso nos tumores (P<0,05).

4.4 EXPRESSAO RELATIVA DOS GENES SLCs E AS VARIAVEIS

CLINICAS E HISTOPATOLOGICAS

Para avaliar se os genes SLCs poderiam estar associados com caracteristicas
de pior prognéstico ou outra caracteristica clinica, como infec¢do pelo HPV, os
dados foram comparados a todos os parametros clinicos e histopatologicos

disponiveis.
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As figuras 16, 17, 18, 19, 20 e 21 mostram os niveis de expressao dos genes
SLC1A3, SLC8AL, SLC25A4, SLC25A16, SLC25A25 e SLC27A4 de acordo com
tamanho do tumor (T), envolvimento de linfonodos (N), estadio patoldgico, grau,
invasdo perineural, metastase linfonodal, recidiva e infeccéo pelo HPV.

Né&o foi observada qualquer associacao entre as variaveis avaliadas e os niveis
de expressdo dos genes SLCs, com excecdo do gene SLC25A16, que mostrou niveis
mais altos do transcrito nos tumores HPV positivos. Especificamente para este gene
foi comparado também os niveis de expressdo nos tumores HPV positivos com 0s

tecidos normais, porém nenhuma diferenca foi observada (dados ndo mostrados).
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Figura 16 - Niveis dos transcritos de SLC1A3. De acordo com: A. tamanho do tumor (T); B.
envolvimento de linfonodos (N); C. estadio patoldgico; D. grau; E. invasdo perineural; F. metéstase
linfonodal; G. recidiva; e H. infecgdo pelo HPV. A mediana de expressdo de cada miRNA para cada
caracteristica estd mostrada. Os valores de P foram obtidos pelo teste de Mann-Whitney nas
comparacOes entre pares e Kruskall-Wallis para multiplas comparacdes com pés-teste de Dunn. Os

nivies de expressdo relativa estdo apresentados em escala logaritmica.
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Figura 17 - Niveis dos transcritos de SLC8AL. De acordo com: A. tamanho do tumor (T); B.
envolvimento de linfonodos (N); C. estadio patolégico; D. grau; E. invasdo perineural; F. metastase
linfonodal; G. recidiva; e H. infecgdo pelo HPV. A mediana de expressdo de cada miRNA para cada
caracteristica esta mostrada. Os valores de P foram obtidos pelo teste de Mann-Whitney nas
comparacOes entre pares e Kruskall-Wallis para miltiplas comparagfes com pos-teste de Dunn. Os

nivies de expressdo relativa estdo apresentados em escala logaritmica.
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Figura 18 - Niveis dos transcritos de SLC25A4. De acordo com: A. tamanho do tumor (T);

B. envolvimento de linfonodos (N); C. estadio patolégico; D. grau; E. invasdo perineural; F.

metastase linfonodal; G. recidiva; e H. infeccdo pelo HPV. A mediana de expressao de cada miRNA

para cada caracteristica estd mostrada. Os valores de P foram obtidos pelo teste de Mann-Whitney nas

comparacOes entre pares e Kruskall-Wallis para multiplas comparacdes com pés-teste de Dunn. Os

nivies de expressdo relativa estdo apresentados em escala logaritmica.
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Figura 19 - Niveis dos transcritos de SLC25A16. De acordo com: A. tamanho do tumor (T);

B. envolvimento de linfonodos (N); C. estadio patoldgico; D. grau; E. invasdo perineural; F.

metastase linfonodal; G. recidiva; e H. infeccdo pelo HPV. A mediana de expressdo de cada miRNA

para cada caracteristica estd mostrada. Os valores de P foram obtidos pelo teste de Mann-Whitney nas

comparacOes entre pares e Kruskall-Wallis para multiplas comparagdes com pds-teste de Dunn. Os
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Figura 20 - Niveis dos transcritos de SLC25A25. De acordo com: A. tamanho do tumor (T);
B. envolvimento de linfonodos (N); C. estadio patolégico; D. grau; E. invasdo perineural; F.
metastase linfonodal; G. recidiva; e H. infeccdo pelo HPV. A mediana de expressdo de cada miRNA
para cada caracteristica estd mostrada. Os valores de P foram obtidos pelo teste de Mann-Whitney nas
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Figura 21 - Niveis dos transcritos de SLC27A4. De acordo com: A. tamanho do tumor (T);

B. envolvimento de linfonodos (N); C. estadio patolégico; D. grau; E. invasdo perineural; F.

metastase linfonodal; G. recidiva; e H. infeccdo pelo HPV. A mediana de expressao de cada miRNA

para cada caracteristica esta mostrada. Os valores de P foram obtidos pelo teste de Mann-Whitney nas

comparacOes entre pares e Kruskall-Wallis para multiplas comparacdes com pdés-teste de Dunn. Os

nivies de expressdo relativa estdo apresentados em escala logaritmica.
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45 EXPRESSAO RELATIVA DOS miRNAS E AS VARIAVEIS

CLINICAS E HISTOPATOLOGICAS

Para verificar se havia associacdo entre 0s niveis dos mMiRNAs e
caracteristicas de pior progndstico ou infeccdo pelo HPV, os dados foram
comparados aos mesmos parametros clinicos e histopatolégicos avaliados para 0s
genes SLCs.

As Figuras 22, 23, 24, 25, 26 e 27 ilustram os niveis de expressdo de miR-22,
miR-23b, miR-26b, miR-27b, 133b e miR223, respectivamente, de acordo com as
variaveis.

Dentre todas as analises, detectou-se associacao significativa entre menores
niveis de miR-22, miR-23b e miR-27b e invasdo perineural (P=0,0391; P=0,0391;
P=0,0323; respectivamente; Figuras 22E, 23E, 25E). Além disso, niveis mais baixos
de miR-133b foram detectados nos tumores com graus histoldgicos Il e 111, embora

estatisticamente néo significantes (P=0,0524, Figura 26D).



A.
1004
104 -
o~
N
= - i
E 4 a
14 "
— Sy — — =t
. an 4a
0.1 T T T
™ T2 T3-4
C.
1004
10 .
&~
N
= . v
E - Iy
1 . ——
_-.:.._ - —_
n “as v
0.1 L
1 ] 1] v
Estadio
E.
100+ P=0,0391
104 =
™~
N
x ="
5] g
14 - L]
bt [ =
™ ]
0.1 T T
Positiva Negativa
Invasédo perineural
G.
1004
10 .
o~
b
& . -
£ LT
14 ™ -.
—
. .l:-I
01 T T
Positiva MNegativa
Recidiva

MmiR-22

miR-22

miR-22

miR-22

1004

10

98

oy
1 — %ee— =g
[} _.i-_
i =
01 T T
NO N1-3
1001
104 .
- u
- L
1 . Ml
‘e
* L]
0.1 L L
1 1-1
Grau
1004
104
]
17 P | I,
- "
L
0.1 — —
Positiva Negativa
Metastase linfonodal
1004
10 -
-
—
14 L
- LELH
* =t
01 T T
Positvo Negativo

HPV
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comparacOes entre pares e Kruskall-Wallis para multiplas comparacdes com pés-teste de Dunn. Os

nivies de expressdo relativa estdo apresentados em escala logaritmica.
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nivies de expressao relativa estdo apresentados em escala logaritmica.
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Figura 24 - Niveis dos transcritos de miR-26b. De acordo com: A. tamanho do tumor (T); B.
envolvimento de linfonodos (N); C. estadio patoldgico; D. grau; E. invasdo perineural; F. metéastase
linfonodal; G. recidiva; e H. infecgdo pelo HPV. A mediana de expressdo de cada miRNA para cada
caracteristica estd mostrada. Os valores de P foram obtidos pelo teste de Mann-Whitney nas
comparacOes entre pares e Kruskall-Wallis para multiplas comparagdes com pés-teste de Dunn. Os

nivies de expressdo relativa estdo apresentados em escala logaritmica.
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Figura 25 - Niveis dos transcritos de miR-27b. De acordo com: A. tamanho do tumor (T); B.
envolvimento de linfonodos (N); C. estadio patoldgico; D. grau; E. invaséo perineural; F. metéstase
linfonodal; G. recidiva; e H. infec¢do pelo HPV. A mediana de expressdo de cada miRNA para cada
caracteristica estd mostrada. Os valores de P foram obtidos pelo teste de Mann-Whitney nas
comparacOes entre pares e Kruskall-Wallis para multiplas comparagdes com pds-teste de Dunn. Os
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Figura 26 - Niveis dos transcritos de miR-133b. De acordo com: A. tamanho do tumor (T);
B. envolvimento de linfonodos (N); C. estadio patolégico; D. grau; E. invasdo perineural; F.
metastase linfonodal; G. recidiva; e H. infeccdo pelo HPV. A mediana de expressdo de cada miRNA
para cada caracteristica estd mostrada. Os valores de P foram obtidos pelo teste de Mann-Whitney nas
comparacOes entre pares e Kruskall-Wallis para multiplas comparacdes com pés-teste de Dunn. Os

nivies de expressao relativa estdo apresentados em escala logaritmica.
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Figura 27 - Niveis dos transcritos de miR-223. De acordo com: A. tamanho do tumor (T); B.
envolvimento de linfonodos (N); C. estadio patoldgico; D. grau; E. invaséo perineural; F. metéstase
linfonodal; G. recidiva; e H. infecgdo pelo HPV. A mediana de expressdo de cada miRNA para cada
caracteristica estd mostrada. Os valores de P foram obtidos pelo teste de Mann-Whitney nas
comparacOes entre pares e Kruskall-Wallis para multiplas comparacdes com pés-teste de Dunn. Os

nivies de expressao relativa estdo apresentados em escala logaritmica.
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5 DISCUSSAO

Este estudo foi delineado para confirmar os achados de um estudo prévio em
carcinomas de pénis onde foi avaliado o envolvimento de ganhos e perdas genémicas
detectados pela metodologia de array CGH (aCGH) e genes alterados quanto a
expressao de transcritos pela metodologia de microarrays em plataformas 4x44K
(Agilent Technologies). A andlise de expressdo g@énica revelou um grupo
significativo de genes da familia de carreadores de solutos (SLCs) com expressao
alterada nos CaPe em comparagdo com tecido peniano normal.

A superfamilia SLC compreende 55 familias de genes com pelo menos 362
genes codificadores de proteinas envolvidas no transporte de nutrientes, metabdlitos,
drogas e toxinas através da membrana plasmatica (HE et al. 2009). Curiosamente, 36
membros da familia SLC mostraram-se alterados nos CaPe em comparacdo com
tecidos penianos normais segundo as analises de expressdo génica global, sugerindo
que estes genes podem contribuir para o desenvolvimento e/ou progressdo destes
tumores. A integracdo dos dados de expressao e genémicos revelou que as alteracfes
nos niveis de expressdo ndo estavam associadas com alteracdo no nimero de copias
destes genes nos tumores, sugerindo que outros mecanismos de regulacdo poderiam
estar envolvidos, como 0os miRNAs. Desta forma, foi realizada uma analise in silico
utilizando os bancos de dados Target Scan e PicTar como ferramentas de predi¢do
de miRNAs reguladores para os genes da familia SLC que se mostraram
diferencialmente expressos em CaPe. Dentre os genes SLC alterados foram

selecionados seis para a analise dos transcritos, a saber: SLC1A3, SLC8A1, SLC25A4,
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SLC25A16, SLC25A25 e SLC27A4. Os critérios de selecdo destes genes se basearam
nos maiores valores de fold change detectados na analise de expressdo génica e nos
possiveis mMiRNAs reguladores detectados pela analise in silico (miR-22, miR-23b,
miR-26b, miR-27b, miR-133b, miR-223) que estavam mapeados em regides
envolvidas em ganhos ou perdas detectadas no aCGH, e que poderiam explicar, pelo
menos em parte, as alteracdes dos genes por eles regulados.

A validacdo de achados de expressdo génica em larga escala requer uma série
de cuidados que envolvem desde o desenho dos pares de iniciadores para 0s genes
candidatos até a selecdo criteriosa de genes de referéncia. H& varios estudos
publicados apontando métodos e cuidados necessarios desde a analise dos dados
gerados em estudos em larga escala até as etapas de validacdo destes achados (The
MicroArray Quality Control consortium- MAQC- SHI et al. 2006 e SHI et al. 2010,
ARIKAWA et al. 2008). No presente estudo procurou-se seguir todas as
recomendacdes para estudos de validacao.

Os programas Primer-Blast e Oligoanalyzer foram utilizados para desenhar
os pares de iniciadores dos genes alvo da familia SLC considerando o tamanho do
produto amplificado com a minima probabilidade de formacdo de estruturas
secundarias e de dimeros. Os iniciadores foram desenhados especificamente para as
mesmas variantes de splicing detectadas pelas sondas do microarray. Além disso,
foram utilizados controles de qualidade para todos os procedimentos como proposto
pelo MIQE Guidelines (BUSTIN et al. 2009). Todas as reacdes foram padronizadas
utilizando um pool de amostras de CaPe. Os ensaios incluiram uma etapa adicional
para a obtencdo de curvas de dissocia¢do dos produtos amplificados, que revelaram

picos unicos, indicativos de um anico produto amplificado para cada par de
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iniciadores e consequentemente atestando a especificidade das reacOes. Estes
cuidados possibilitaram a geracao de resultados com excelente padrao de qualidade e
alta confiabilidade.

O segundo passo importante para a analise da expressdo relativa dos genes
SLCs foi a selecdo dos genes de referéncia mais estaveis. Segundo o que ¢é
preconizado pelo MIQE Guidelines (BUSTIN et al. 2009), a escolha dos genes de
referéncia utilizados na normalizacdo dos dados da PCR é um componente essencial
para a obtencdo de resultados confiaveis, uma vez que estes genes permitem
controlar variacdes de rendimento de extracdo, transcricdo reversa, rendimento e
eficiéncia de amplificacdo, permitindo comparacGes de concentracbes de mRNA
entre diferentes amostras. O uso de genes de referéncia como controles internos € o
método mais comum para normalizar os dados de analise de transcritos e deve ser
validado para cada tipo de tecido avaliado. Além disso, preconiza-se que 0 humero
ideal e a selecdo dos genes de referéncia devem ser testados experimentalmente
utilizando para isso softwares de andlise da estabilidade dos genes de referéncia
(BUSTIN et al. 2009).

A busca em literatura revelou que ndo ha nenhum trabalho avaliando genes de
referéncia em CaPe, sendo este, portanto, o primeiro trabalho que se propos a avaliar
a estabilidade de genes de referéncia nestes tumores. No presente estudo, foram
testados seis genes de referéncia (ACTB, GAPDH, GUSB, HPRT, HMBS e HUPO)
nos CaPe. Estes genes foram selecionados a partir de dados de literatura apontando
estes genes como estaveis em outros tipos tumorais e de acordo com a experiéncia do
grupo em outros tumores. A estratégia utilizada foi avaliar os seis genes num

subgrupo de tumores, uma vez que havia limitagdo da quantidade de RNA disponivel
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para todos os experimentos deste e de outros estudos que estdo sendo conduzidos
utilizando as mesmas amostras. A escolha das amostras para esse pré-teste foi
baseada na maior quantidade de RNA disponivel, de modo a ndo comprometer outros
estudos por falta de material. O objetivo deste pré-teste foi selecionar dentre os seis
genes de referéncia aqueles que apresentassem menor variacao de expressdo entre as
amostras, e prosseguir as analises nas demais apenas com os genes pré-selecionados.

A andlise da estabilidade de expressdo dos genes candidatos a referéncia foi
realizada utilizando 0 programa geNorm (disponivel em
http://medgen.ugent.be/~jvdesomp/genorm/), como recomendado por diversos
autores (JUNG et al. 2007; DAUD e SCOTT 2008; JOHANSSON et al. 2007;
LYNG et al. 2008; BUSTIN et al. 2009). Nesta analise todos os genes constitutivos
avaliados apresentaram pequena variacdo de expressdo. Os genes ACTB e GUSB
mostraram as menores variacfes de expressdo, sendo utilizados em conjunto com
HMBS para a normalizacdo dos dados de RT-gPCR. A utilizagcdo de trés genes de
referéncia (ACTB, GUSB e HMBS) em todas as amostras permite que ao final das
analises seja possivel testar e confirmar a estabilidade de expressdo destes genes na
casuistica do estudo (trés é o nimero minimo de genes para a anélise pelo programa
geNorm). Sendo assim, ao final dos ensaios de RT-gPCR, os genes de referéncia
foram novamente testados pelo geNorm e os resultados confirmaram que 0s genes
selecionados séo estaveis nos CaPe e nos tecidos penianos normais.

Ha relatos da utilizacdo dos genes ACTB, GUSB e HMBS como genes de
referéncia em outros tumores. O gene ACTB, que codifica a B actina, tem sido
utilizado em diferentes tecidos como gene de referéncia, inclusive em amostras

tumorais. MORSE et al. (2005) observaram pouca variacdo na expressao de ACTB
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em linhagens celulares de cancer de mama com diferentes potenciais metastaticos.
Outros autores também relataram estabilidade de expressdo de ACTB em linhagens
celulares pulmonares e tecido pulmonar (NGUEWA et al. 2008) e neurbnios de
cortex pré-frontal (JOHANSSON et al. 2007). O gene GUSB (beta glucuronidase) foi
relatado como pouco varidvel entre tumores de mama e tecido mamario normal
(MCNEILL et al. 2007), e foi descrito como um bom gene normalizador para
leucemia linfocitica crénica (ABRUZZO et al. 2005), leucemia mieldide cronica
(LEE et al. 2006), e hepatite cronica (ROMANOWSKI et al. 2008). Em relacdo ao
gene HMBS (hidroximetilbilano sintase), foi descrito como o melhor normalizador
em estudos com células de carcinoma hepatocelular (CICINNATI et al. 2008), e
como um bom normalizador em amostras de cérebro (COULSON et al. 2008,
KOPPELKAMM et al. 2010),

Para a analise de expressao dos miRNAs a mesma estratégia foi aplicada.
Sendo que, as quatro amostras de tecido peniano ndo-tumoral foram também
incluidas no pré-teste, pois a técnica necessita de pouco RNA total para a analise.
Isso leva a uma estimativa mais acurada, caso exista uma modula¢do dos miRNAs
testados durante a tumorigénese.

Semelhante ao estudo dos genes SLCs, ndo h& relatos em literatura
envolvendo miRNAs em CaPe, consequentemente ndo ha descricdo de referéncias
estaveis para estes ensaios. Assim, foram selecionados por meio de uma revisdo em
literatura dois genes codificadores de miRNAs (LET7a e MIR16) em conjunto com
quatro genes codificadores de pequenos RNAs nucleolares (RNU44, RNU48, RNU6b
e RNU47), que demonstraram expressdo pouco varidvel em outros tecidos tumorais.

Para os miRNAs, o pré-teste demonstrou que LET7a e RNUG6b apresentavam
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expressao muito variavel para o uso como calibradores de expressdo dos miRNAS
(M=1,933 e 1,614 respectivamente). Ap0s a remog¢do em série dos transcritos menos
estaveis, o programa geNorm indicou o uso de RNU48 e RNU47 como o melhor par
de transcritos de referéncia. Sendo que o conjunto de genes de referéncia mais
estaveis para a normalizacdo dos miRNAs alvos identificado pelo geNorm foi
RNU48 + RNU47 + MIR16 + RNU44. A estabilidade destes calibradores foi
confirmada na analise final contendo todas as amostras avaliadas. O presente estudo
mostrou que RNU6B e LET7a ndo sdo indicados como normalizadores de expressdo
de miRNAs em céancer de pénis. Recentemente, RNU44, RNU47 e RNU48 foram
relatados como bons normalizadores em linhagens de cancer de mama MCF-7
tratadas tanto com agentes toxicos como terapéuticos (CHEN et al 2011).

Para a validacdo dos genes alvo da familia SLC por RT-gPCR foram
avaliados dois grupos de amostras: o grupo de validacao técnica (mesmas amostras
analisadas por expressdo génica global) e um grupo independente de amostras
tumorais e normais (validacdo bioldgica). Apesar do nimero limitado de amostras no
grupo de validacdo bioldgica, foi possivel concluir que quatro dos seis genes
avaliados (67%) confirmaram os resultados de expressao detectados por microarray,
sendo que os genes SLC8A1L, SLC25A25 e SLC27A4 se mostraram significativamente
alterados nos tumores em comparagdo com o0s tecidos penianos normais, enquanto
gue SLC1A3 foi marginalmente significante.

A analise global de tumores e controles dos grupos de validacdo técnica e
bioldgica mostrou uma diminuicdo significativa de expressdo dos genes SLC8AL
(P<0,01) e SLC25A25 (P<0,01) nos tumores comparados aos controles. Por outro

lado, foi verificado um aumento significativo do transcrito SLC27A4 (P<0,01) nos
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CaPe. O gene SLC1A3 mostrou uma tendéncia a aumento de expressdao em CaPe
(P=0,057) no grupo técnico com mediana de expressao relativa de 2,31, no entanto a
analise de todas as amostras tumorais mostrou mediana de expresséo relativa de 2,62,
porém com menor diferenca estatistica (P=0,07), provavelmente em decorréncia da
variabilidade da expressao deste gene nos controles.

Em contraste, ndo foram observadas diferencas significativas para a
expressao de os genes SLC25A4 e SLC25A16 entre tumores e controles. A analise de
correlacdo entre os niveis de expressao detectados por microarray e RT-qPCR nos
CaPe mostrou correlagdo positiva significativa em quatro dos seis genes avaliados
(SLC1A3, SLC8ALl, SLC25A4 e SLC27A4). Apenas dois genes, SLC25A16 e
SLC25A25, ndo mostraram correlacdo significativa.

Alguns estudos apontam correlagdes variadas quando analisam amostras
pareadas avaliadas por microarray e RT-gPCR. DALLAS et al. (2005) estudaram 48
genes por microarray e RT-gPCR e observaram correlagbes estatisticamente
significativas em 33 dos 48 genes (69%), enquanto que 13% dos genes avaliados
mostraram correlagdes inversas. Os autores enfatizam a importancia em validar os
resultados antes da interpretacdo dos dados de expressdo génica. CHIU et al. (2005)
observaram concordancia entre os dados de expressdo génica por microarray e RT-
gPCR em um estudo com amostras de cancer colorretal em 8 dos 20 genes avaliados
(40%). Alguns fatores podem contribuir para que alguns genes ndo apresentem
concordancia de expressdo quando avaliados por microarray e RT-gPCR. O desenho
dos oligonucleotideos iniciadores para a PCR em regides distintas das sondas do
microarray pode resultar na quantificagdo de diferentes transcritos, como por

exemplo, produtos de splicing alternativo. Outra possivel explica¢do para resultados
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conflitantes pode ser a exatiddo das sequéncias de referéncia utilizadas para desenhar
os iniciadores para RT-qPCR, que podem conter mutaces ou SNPs (single
nucleotide polymorphisms) ainda ndo descritos, e, portanto, ainda ndo depositados
nos bancos de dados. Além disso, as técnicas de microarray e RT-gPCR apresentam
diferencas de sensibilidade e especificidade na identificacdo dos transcritos
diferencialmente expressos. MORRISON et al. (1998) notaram que a sensibilidade
do método de deteccdo pelo SYBR Green | é limitada quando se parte de um
pequeno numero de fitas-molde na amostra alvo, sugerindo o método de detec¢do por
TagMan, considerado mais especifico e sensivel. Por outro lado, MAEDA et al.
(2003) nao encontraram diferencas significativas em termos de especificidade e
sensibilidade entre os métodos de deteccdo por SYBR Green e TagMan. Da mesma
forma, outros autores observaram resultados similares quando utilizaram as duas
técnicas para 0 mesmo estudo (PONCHEL et al. 2003; HEMBRUFF et al., 2005).
ARIKAWA et al (2008) mostraram que o método de deteccdo por SYBR Green tem
alto grau de concordancia quando comparado aos resultados obtidos com outras
metodologias como TagMan, QuantiGene e StaRT-PCR e quatro diferentes
plataformas de microarrays. Em resumo, a taxa de concordancia de 67% (4/6 genes)
para os genes SLC diferencialmente expressos detectados por microarray e por RT-
gPCR esta dentro do esperado e reforgca os achados obtidos no estudo de expressao
em larga escala nos CaPe. Além disso, se for considerada a significancia marginal
encontrada para os demais genes, a qual pode ter sido encontrada pelo nimero
limitado de amostras testadas, esse valor aumenta consideravelmente.

As alteracdes nos niveis de expressdo em 36 membros da familia SLC

detectados previamente por microarray nos CaPe em relacdo aos tecidos normais
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sugerem que estes genes devem ter um papel importante na carcinogénese peniana.
Dos 36 genes alterados, seis foram selecionados para validacéo e quatro confirmaram
os achados prévios. Os genes SLCBALl e SLC25A25 apresentaram expressao
diminuida em 74% e 83% dos tumores, respectivamente, enquanto que SLC1A3 e
SLC27A4  mostraram aumento de expressdo em 74% e 71% dos CaPe,
respectivamente.

As proteinas SLCs tém um papel importante na homeostase celular associada
ao transporte de nutrientes para o interior da célula e remocdo de substancias tdxicas
intracelulares. Outra funcdo importante atribuida a estas proteinas € o transporte de
drogas, facilitando absorcdo, metabolismo e eliminacdo (URBAN et al. 2006). Ha
raros relatos de alteracdes nos transportadores SLCs associados a tumores. Ja foi
descrito aumento de SLC19A3, um carreador de tiamina, induzido por hipoxia em
linhagens de cancer de mama, sendo que o aumento de expressdo deste gene foi
induzido via HIF-1a. Estes dados sugeriram que alteracbes no microambiente do
tumor podem modificar o padrdo de expressdao dos genes SLCs. Por outro lado,
SLC19A1, um transportador de folato, foi associado a resisténcia ao tratamento com
metotrexato em alguns tumores (revisado em HUANG 2007).

Especificamente o gene SLC1A3, também nomeado EAAT-1 (excitatory
amino acid transporter-1), que apresentava expressdo aumentada em CaPe, esta
relacionado com transporte de aminoacidos neutros e glutamato de alta afinidade. O
aumento da expressédo da proteina codificada por este gene ja foi descrito em tumores
do plexo cordide (BESCHORNER et al. 2009). Glutamato € um neurotransmissor
excitatorio no sistema nervoso central, que atua também no desenvolvimento e na

regulacdo da proliferacdo e migracdo de neurdnios progenitores. Além disso,
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SLC1A3/EAAT-1 tem um papel vital no suprimento de glutamato para processos
metabolicos como o ciclo glutamato-glutamina. Alteracbes em SLC1A3 foram
associadas a varias doencgas neurodegenerativas. Adicionalmente, a sinalizacdo de
glutamato mediada por estes receptores tem também sido associada a proliferacéo e
crescimento de tumores cerebrais (revisado em BEART e SHEA, 2007). Estudos
mais recentes tém mostrado que 0 neurotransmissor glutamato esta expresso em
varios outros tecidos regulando diversos processos biologicos (HAAS et al. 2010).
Certas caracteristicas das células embrionarias neurais que incluem a capacidade
proliferativa, de migracdo e invasdo sdo compartilhadas por células tumorais.
Baseados neste pressuposto, RZESKI et al (2001) avaliaram a resposta de varias
linhagens tumorais de diferentes tecidos de origem a antagonistas de glutamato. Os
autores observaram que as linhagens de adenocarcinoma de colon, astrocitoma,
carcinoma de mama e de pulmdo foram mais sensiveis ao antagonista dizocilpina
(antagonista N-metil-D-aspartato), enquanto que as linhagens de adenocarcinoma de
célon, neuroblastoma apresentaram melhor resposta ao antogonista GYKI152466 (a-
amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolo-propionato). Estes antagonistas mostraram
atividade anti-proliferativa, diminuindo a divisdo celular e aumentando a morte
celular. Adicionalmente, os antagonistas diminuiram a motilidade das células
tumorais, indicando o potencial uso destes antagonistas no tratamento de tumores.
Sendo assim, € possivel hipotetizar que o aumento de expressdao de SLC1A3
detectado em CaPe pode levar ao aumento de glutamato nestes tumores, favorecendo
a proliferacdo e eventualmente a capacidade invasiva das células tumorais.
Investigacdes futuras poderdo confirmar o papel das vias deste neurotransmissor nos

CaPe.
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O gene SLCB8AL, que codifica um transportador de ions responsavel pela troca
de trés ions Na+ extracelular por um Ca2+ intracelular, mostrou-se com diminuicao
da expressdo em 74% dos CaPe. As primeiras descricbes da funcdo da proteina
SLC81, também conhecida por NCX1, mostraram um papel fundamental na remocéo
do Ca2+ citoplasmatico. Estes estudos foram realizados no tecido cardiaco, onde essa
proteina tem papel fundamental na excitacdo e contragdo do mdsculo cardiaco
mediada pelas trocas de Na+ e Ca2+. Em situacGes de sobrecarga cardiaca ou num
cenario de insuficiéncia cardiaca grave, ocorre aumento de expressdo de SLC8AL.
Além do coracdo, SLC8AL também é expresso em abundancia no cérebro e rins e em
niveis menores em varios outros tecidos (revisado em LYTTON 2007). Os ions
Ca2+ sdo fundamentais em varias funcdes celulares como contracdo, secrecdo,
transcricdo e proliferacdo. Em situacGes de hipoxia ou isquemia cerebral, ja foi
mostrado que os niveis de Ca2+ aumentam levando a morte celular e apoptose
dependente de Ca2+, sendo que SLC8AL parece estar envolvido neste processo
mediando o influxo de Ca2+ (SHONO et al 2010). Sendo assim, é possivel que a
diminuigdo de expressdo de SLC8A1 nos CaPe seja um mecanismo de evaséo da
apoptose induzida pelo ambiente de hipoxia do tumor, por diminuicdo das
concentracdes de Ca2+ no interior das células tumorais.

O gene SLC25A25, que apresentou diminuicdo de expressdo em 83% dos
CaPe, codifica a proteina APC3 (carreadora de ATP-Mg/Pi isoforma 3), que esta
envolvida no transporte mitocondrial de nucleotideos de adenina (FIERMONTE et
al. 2004). N&@o héa relatos em literatura do envolvimento deste gene em doencas

humanas.
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Por outro lado, foi observado um aumento de expressdo de cerca de quatro
vezes para 0 gene SLC27A4 em 71% dos CaPe. O gene SLC27A4/FATP esta
relacionado com o transporte de &cidos graxos de cadeia longa. O aumento de
expressao deste gene foi relatado em linhagens de hepatocarcinoma (BLASK et al
1999). Em situacéo de deprivacdo de nutrientes, ha aumento da expressao deste gene
em modelos in vitro com linhagens de adipdcitos (HUI et al. 1998). Em conjunto
estes dados sugerem que este gene pode estar envolvido na resposta das células as
condicdes de deprivacdo de nutrientes do ambiente, o que é um fendmeno observado
em tumores durante seu crescimento e progressdo, sugerindo assim que este gene
deve ter um papel importante na absorcdo de é&cidos graxos pelos tumores,
contribuindo para a proliferacdo celular anormal.

O conjunto dos resultados que incluem os dados prévios de andlise de
transcritos mostrando alteracdo em 36 genes da familia SLC e os genes validados no
presente estudo sugere que estes genes sdo modulados provavelmente em resposta a
demanda de nutrientes e ions relacionada a intensa atividade proliferativa do tumor
bem como em resposta ao microambiente tumoral, como por exemplo,
desenvolvendo mecanismos de evasdo da apoptose induzida por hipdxia. Drogas que
atuem nestes receptores poderiam ser utilizadas de modo a subverter os mecanismos
pré-sobrevivéncia desenvolvidos pelas células tumorais.

Os mecanismos envolvidos na regulacdo da expressdo dos genes SLCs séo
pouco conhecidos, principalmente em tumores. Considerando que estes genes se
mostraram diferencialmente expressos nos CaPe e que ndo mostraram alteracfes
gendmicas detectadas pela anélise de aCGH, a hipdtese inicial deste estudo foi de

que miRNAs poderiam estar envolvidos na regulacao destes genes. Sendo assim, por
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meio de analise in silico foram selecionados seis miRNAs que poderiam regular os
seis genes SLCs estudados. Os miRNAs listados na analise in silico estavam
mapeados em regides de ganhos ou perdas detectados por aCGH e poderiam levar a
expressao alterada destes miRNAs e consequentemente dos genes por ele regulados.

As analises mostraram que o miR-23b, miR-26b, miR-27b e miR-133b
estavam significativamente menos expressos nas amostras de CaPe em comparagao
aos tecidos normais, enquanto miR-223 mostrou aumento de expressdo nos tumores.
Estes dados sugerem que estes miRNAs devem ter um papel importante na regulacéo
de genes envolvidos na carcinogénese peniana. Para 0 nosso conhecimento ndo ha
relatos em literatura de alterac6es envolvendo miRNAs em carcinomas de pénis.

Dois genes da familia SLCs apresentaram correlacdo negativa significativa
com os dois miRNAs reguladores preditos pela andlise in silico, sugerindo entdo que
pelo menos dois dos seis genes SLCs avaliados no presente estudo parecem ser
regulados por miRNAs.

O gene SLC8A1, que apresentou diminuicéo de expressao nos CaPe (cerca de
3 vezes menos expresso nos tumores), correlacionou-se negativamente com seu
miRNA regulador predito miR-223 (P=0,015, r=-0,482), que por sua vez mostrou-se
significativamente mais expresso nos tumores que nos controles (cerca de 3,5 vezes
mais expresso nos tumores). Ganhos em Xpl2 onde este miRNA estd mapeado
foram observados em dois casos, no entanto, os niveis de transcritos de miR-223
foram detectados em apenas um caso, que mostrou expressao aumentada (expressao
relativa de 9,87). Estes dados sugerem que um dos mecanismos de regulacdo da
expressao do gene SLC8A1 é mediada por miRNA, sendo que miR-223 parece ser

um dos miRNAs reguladores deste gene. Para 0 nosso conhecimento, este € o
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primeiro relato em CaPe mostrando um gene alterado e 0 mecanismo relacionado a
essa alteracdo. Baseados nestes achados, é possivel especular que a diminuicdo da
expressao de SLC8AL mediada, pelo menos em parte, pela expressdo alterada de
miR-223 em CaPe, pode ser capaz de induzir a diminui¢do da concentracdo celular
de célcio, considerando que o SLC8A1 é um transportador de calcio. O mecanismo
pelo qual o célcio contribui para o processo tumoral ainda é pouco conhecido, no
entanto, ha relatos da associacdo dos niveis de Ca2+ e inducdo de apoptose em
células de cérebro submetidas a hipoxia (SHONO et al 2010). Um trabalho recente
com linhagem tumoral de prostata mostrou que o carcindgeno tapsigargina induz o
transporte do célcio para o interior das células, promovendo a ativacdo da apoptose
induzida por célcio e consequentemente levando a morte celular (HUANG et al,
2011.). Sendo assim, € plausivel supor que o aumento de expressdo de miR-223 leve
a diminuicdo da expressdo de SLC8AL, e que ambos eventos sejam um mecanismo
de evasao da célula tumoral a apoptose em CaPe.

O segundo gene da familia SLC que parece ser regulado por um miRNA
predito na analise in silico é o SLC27A4, o qual foi detectado com expressao
aumentada em CaPe. O miRNA regulador predito, miR-133b, apresentou expressao
diminuida em 95% dos tumores e se correlacionou negativamente com os niveis de
SLC27A4 (P=0,023, r=-0,454). Vale ressaltar que os dados prévios de aCGH
haviam mostrado ganhos em 6p12.2 onde estd mapeado miR-133b em 3 casos e
perdas em 1 caso. Destes, trés casos foram avaliados por RT-qPCR e dois deles
apresentaram aumento de expressdo de miR-133b sendo que um caso apresentou
ganho na regifo onde se mapeia esse miR. E possivel que outros mecanismos de

regulacdo da expressdo deste miRNA estejam alterados, e que apesar do ganho no
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numero de copias do miRNA, os niveis de transcritos estejam diminuidos por
mecanismos alternativos de regulacdo génica. De qualquer forma, a diminuicdo da
expressdo de miR-133b parece levar ao aumento da expressdo de SLC27A4. E
possivel que o aumento da expressdo de SLC27A4 possa ser capaz de induzir o
aumento da captacdo de acidos graxos pelo tumor. Em modelo in vitro com
linhagens de cancer de préstata foi mostrado que a captacdo de acido graxo de cadeia
longa ¢ maior do que a captacdo de glicose por estas células (LIU et al 2010c),
sugerindo que os acidos graxos possam ser fontes importantes para a geracao de ATP
e acetil-coenzima A nestes tumores (LIU 2006). Sendo assim, é possivel que o
metabolismo do acido graxo esteja alterado também nos CaPe, e que SLC27A4
desempenhe um papel neste processo, facilitando a captacdo dos &cidos graxos para o
interior das células tumorais.

As andlises de correlacdo também evidenciaram genes SLCs possivelmente
regulados por miRNAs ndo preditos nas andlises in silico. Interessantemente, 0 miR-
223 (expressdo aumentada em CaPe) possivelmente um regulador do gene SLC8AL,
parece regular também dois genes da familia SLC25, SLC25A4 e SLC25A25. Dentre
estes genes, observou-se diminuicdo significativa de SLC25A25 em 83% dos casos
de CaPe. Correlagdo negativa estatisticamente significativa foi detectada entre
SLC25A25 e miR-223 (P=0,004 e r=-0,555). Para 0 nosso conhecimento, ndo ha
relatos do papel de SLC25A25 em tumores, e, portanto, um este gene € um candidato
interessante para futuros estudos.

Uma correlacdo inversa também foi detectada para SLC1A3 e miR-26b
(P=0,036, r=-0,422), tendo sido observada a diminuic&o significativa de expressao de

miR-26b em CaPe e uma tendéncia a aumento de expressdo do SLC1A3 nos CaPe.
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Assim, é possivel que a diminuicdo de miR-26b nos CaPe poderia levar a falta de
regulacdo de SLC1A3 por este miRNA; e consequentemente, niveis aumentados de
SLC1A3 poderiam contribuir para o influxo de glutamato nestes tumores,
favorecendo a proliferacao e invaséo.

O conjunto destes resultados indica que alguns genes da familia SLC sédo
regulados por miRNAs, corroborando a hipétese inicial deste estudo, porém nao
excluindo que outros mecanismos estejam envolvidos no controle de expressédo
destes genes. Adicionalmente, cinco dos seis miRNAs avaliados mostraram-se
alterados em CaPe e provavelmente regulam outros genes, que ndo apenas 0s genes
da familia SLC. Desta forma, o presente estudo abre uma nova fronteira de
investigacbes em CaPe, indicando alteracbes em miRNAs reguladores de outros
genes que podem ter relevancia critica no desenvolvimento ou progressdo dos
carcinomas de pénis.

Foi detectada a diminuicdo significativa de expressdo do miR-26b nos CaPe.
Ha relato de diminuicdo e expressdo de miR-26b em hepatocarcinomas em
comparacdo com os tecidos pareados ndo tumorais (JI et al. 2009). No mesmo
trabalho, os autores mostraram que os tumores com expressdo reduzida do miR-26
tinham um perfil transcriptdmico distinto. A andlise de redes de genes revelou que
ativagdo de vias de sinalizagdo entre o fator nuclear kP e a interleucina-6 pode
desempenhar um papel no desenvolvimento deste tumor. Os pacientes cujos tumores
tiveram expressdo diminuida de miR-26 tinham reducéo da sobrevida global, mas
uma melhor resposta ao interferon que 0s pacientes cujos tumores tiveram alta
expressao deste miRNA (J1 et al. 2009). No estudo anterior do grupo (BUSSO 2011),

entre as 10 vias génicas com maiores scores baseadas nos genes com expressao
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diferencial entre tumores positivos e negativos para infeccdo por HPV, trés vias
estavam relacionadas a respostas do sistema imune Essas vias envolveram a via de
sinalizacdo do interferon (4 genes alterados), sinalizacédo I1L-22 (2 genes alterados) e
sinalizacdo do IL-15 (2 genes alterados). A via de sinalizacdo de interferon exerce
sua atividade principalmente pela ligacao a proteinas da familia STAT e consequente
ativacdo de células do sistema imune (Canonical Pathways Report, IPA). Ja IL-15
corresponde a uma citocina com efeitos importantes na proliferacao, sobrevivéncia e
diferenciacdo de células T e NK. Essa citocina é capaz de regular varias vias de
sinalizacdo, incluindo JAK/STAT, MAPK e NF-kB, nesse ultimo caso estando
relacionada a promocéo de inflamacdo (Canonical Pathways Report, IPA). A IL-22
também corresponde a uma citocina envolvida na inflamacdo (Canonical Pathways
Report, IPA) (BUSSO 2011). Assim, € possivel que o conhecimento do papel dos
miRNA em regular genes associados a vias particulares possa contribuir para o
delineamento de terapias alvo-especificas.

Dois outros miRNAs alterados em CaPe, miR-23b e miR-27b, formam um
cluster de miRNA mapeados em 9¢22.32, sendo que ambos tinham expresséo
diminuida nos tumores, com alto grau de correlagdo entre eles (P<0,0001, r=0,8818).
Em especial, miR-23b foi recentemente relatado como um dos miRNAs alterados
(expressdo diminuida) em decorréncia da infeccdo pelo HPV em carcinomas
cervicais, mediado principalmente pelas oncoproteinas virais E6 e E7 (ZHENG e
WANG 2011). No presente estudo, ndo foi observada diferenca nos niveis de
expressao de miR-27b nos CaPe de acordo com a positividade pelo HPV, embora o
pequeno de numero de amostras negativas para o virus possa dificultar a

identificacdo de uma associacao significativa entre a infeccdo pelo virus e 0s niveis
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deste miRNA. O aumento da casuistica podera esclarecer melhor se esta associa¢édo
ocorre nos tumores CaPe infectados pelo HPV. Outro resultado interessante € que o
miR-23b e 0 miR-27b mostraram associacdo com invasdo perineural nos CaPe
(P=0,039 e P=0,032, respectivamente), sendo que niveis mais baixos destes miRNAs
se associaram com a presenca de invasdo. Dados da literatura em condrécitos
mostram que miR-27b regula a metaloproteinase 13 (MMP-13) (AKAHTAR et al.
2010). A expressdo aumentada de MMP-13 pelas células tumorais ja foi associada a
invasdo de linfonodos e pior progndstico nos carcinomas de mama invasivos
(ZHANG et al. 2008). No estudo prévio do grupo, ndo foi detectada a expressdo
diferencial da MMP-13, embora outras MMPs tenham sido observadas como
diferencialmente expressas como a MMP-1 e MMP-9 (BUSSO 2011). A
continuidade do presente estudo podera avaliar outros genes candidatos a regulacédo
por miR-23b e/ou miR-27b e que se mostraram diferencialmente expressos nos CaPe
nas analises de microarray. Como exemplo, a investigacdo da correlagdo entre miR-
23b e PLAU (plasminogen activator, urokinase). A analise in silico mostrou que
miR-23b pode regular PLAU um gene que codifica uma serina protease envolvida na
degradacdo da matriz extracelular e que medeia a proliferacdo e migracdo celular.
Dados de expressdao génica global nos CaPe identificaram o gene PLAU como
diferencialmente expresso, apresentando aumento de expressao nos tumores (BUSSO
2011). Recentemente, JUNCKER-JENSEN e LUND (2011) mostraram uma
sobreposicdo das acdes de MMP-13 e PLAU no reparo tecidual em modelo com
animais deficientes para estes genes. Os animais deficientes para os dois genes
apresentaram um atraso na resposta tecidual comparado aos animais deficientes para

cada gene individual. Os autores sugeriram que estratégias terapéuticas direcionadas
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as proteinas codificadas por estes genes devem ser consideradas inclusive em
tumores invasivos, onde a degradacdo proteolitica € um evento crucial (JUNCKER-
JENSEN e LUND 2011). Em resumo, estes resultados mostraram que miR-23b e
miR-27b e/ou os genes por eles regulados, podem ser marcadores prognosticos nos
CaPe, e ainda com potencial como alvos terapéuticos nestes tumores.

Com relacdo a miR-133b, a diminuicdo significativa da expressdao do
transcrito em aproximadamente 40 vezes foi observada na grande maioria dos CaPe
(20/21 amostras) em comparacdo com tecidos normais. A diminuicdo da expressdo
de miR-133b em aproximadamente 30 vezes foi relatada em carcinomas de pulmao
(CRAWFORD et al. 2009). Foram identificadas duas moléculas pré-sobrevida da
familia BCL-2 (MCL-1 e BCL2L2 (BCLw), como alvos previstos do miR-133b. Por
ultimo, a expressdo aumentada do miR-133b induziu a apoptose apds a exposicao a
gencitabina (indutor da apoptose BCL-2 dependente) nestas células tumorais. Essa
foi a primeira observacdo da reducdo da expressdo do miR-133b no carcinoma de
pulm&o que tem como alvos membros da familia BCL-2 (CRAWFORD et al. 2009).
O estudo prévio do grupo também encontrou expressao diminuida dos genes BCL-2
na analise de expressdo génica global (BUSSO 2011). Assim semelhante aos estudos
em carcinoma de pulmdo, o presente estudo da evidéncias de alvos terapéuticos para
o carcinoma de pénis. O presente estudo também mostrou uma associacdo marginal
dos niveis diminuidos de miR-133b em tumores com estadios Il e 11l em comparacao
com estadio | (P=0,052), sugerindo que este miRNA poderia ser um marcador de
tumores com fenotipos mais agressivos. De maneira semelhante, niveis mais baixos
de miR-133b foram previamente associados a pior sobrevida em pacientes com

carcinoma colorretal (AKCAKAYA et al. 2011).
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Semelhante aos achados do presente estudo, o aumento da expresséo de miR-
223 ja foi demonstrado em tumores solidos como célon, pancreas, prostata e
estdbmago (VOLINIA et al. 2006). XU et al (2011) mostraram que 0s hiveis Sericos
dos miR-21, miR-122 e miR-223 estavam elevados em pacientes com carcinoma
hepatocelular (HCC) ou em hepatite cronica. Recentemente, L1 et al (2011) relataram
0 aumento da expressdo do miR-223 em carcinoma gastrico metastatico; os autores
demonstraram que esse evento era capaz de estimular proliferacdo e a invasao das
células tumorais. Por outro lado, EYHOLZER et al (2010) observaram que miR-223
estd suprimido em células de pacientes com leucemia mieldide aguda (LMA). O
miR-223 é um importante regulador da diferenciacdo de eritrécito na medula éssea.
Quando expresso, blogueia a expressdo de LMO, uma proteina crucial para a
transformacdo das células tronco CD34+ em eritrocitos (FELLI et al. 2009). O
aumento da expressdo de miR-223 em cardiomidcitos induziu o aumento da
expressdo da proteina GLUT4 e aumento da captacdo de glicose. Esta relacdo foi
confirmada in vivo, utilizando um inibidor sintético do miR-223, que levou a
diminuicdo da expressdo da GLUT4 , e consequente diminuicdo da captacdo de
glicose (LU et al. 2010).

Em conclusdo, pela primeira vez demonstrou-se a associacao da expressdo de
miRNAs e genes da familia SLC em CaPe. O significado dessa associacdo nao pode
ser deduzida dos experimentos realizados no presente estudo, porém sugerem a
participacdo destes genes e miRNASs na carcinogénese peniana. Um grande desafio
nessa area é, sem duvida, a identificacdo dos genes alvo ou de vias de sinaliza¢do das
quais eles participam. Apesar do desenvolvimento de algoritmos de predicéo, a tarefa

é complexa principalmente porque um Unico miRNA pode regular centenas de genes
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alvo. Alem disso, o seu efeito pode variar no tempo e no espaco, ou ser restrito a
grupos de células em um tecido, seja ele normal ou tumoral. A importancia de vencer
esses desafios esta no potencial dos miRNAs como biomarcadores no cancer e outras

doencas, além de serem alvos potenciais para novas terapias.
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CONCLUSOES

Quatro dos seis genes SLCs avaliados (67%) confirmaram os resultados
prévios da andlise de expresséo génica global. Os genes SLC8A1 e SLC25A25
apresentaram expressdo diminuida significativa nos CaPe em comparacao
com os tecidos normais, enquanto que SLC27A4 e SLC1A3 apresentavam
expressdo aumentada nos tumores. O gene SLC1A3 mostrou associagao
marginal, sugerindo que estes genes devem ter um papel importante na
carcinogénese peniana. A fungdo de transporte de nutrientes ou outras
moléculas sugere que estes genes poderiam ser modulados em resposta a
demanda de nutrientes e ions relacionada a intensa atividade proliferativa do
tumor bem como em resposta ao microambiente tumoral;

Cinco dos seis miRNAs avaliados se mostraram diferencialmente expressos
entre tumores e controles; sendo que miR-23b, miR-26b, miR-27b e miR-133b
estavam significativamente menos expressos nos CaPe, enquanto miR-223 se
encontrava mais expresso;

A analise de correlacdo entre os niveis dos miRNAs os genes SLCs mostrou
que dois genes SLCs apresentaram correlacdo negativa significativa com 0s
dois miRNAs reguladores preditos pela anélise in silico. Foi observada uma
correlagé@o negativa significativa entre SLC8AL e miR-223 e SLC27A4 e miR-
133b. Foram detectados outros genes SLCs possivelmente regulados por
miRNAs néo preditos nas andlises in silico, como a regulacdo de SLC25A4 e
SLC25A25 (expressdo diminuida nos tumores) por miR-223 (expressao

aumentada em CaPe). Foi detectada uma correlacdo inversa entre 0 SLC1A3 e
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miR-26b, com diminuicéo significativa de expressao de miR-26b em CaPe e
uma tendéncia a aumento de SLC1A3 nos CaPe. Estes resultados sugerem que
alguns genes da familia SLC s&o regulados por miRNAS;

Cinco dos seis miRNAs avaliados neste estudo mostraram-se alterados nos
CaPe e provavelmente regulam outros genes, que ndo apenas 0s genes da
familia SLC, podendo desempenhar um papel importante na carcinogénese
peniana;

Foi verificada associacdo significativa entre menores niveis de miR-22, miR-
23b e miR-27b e invasdo perineural e tendéncia a associacao entre 0s niveis
mais baixos de miR-133b e graus histoldgicos Il e I1l. Os dados sugerem que
estes MiRNAs e/ou o0s genes por eles regulados podem ser potenciais

marcadores prognésticos nos CaPe.
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Anexo 1 - Valores da relacdo de absorbancia 260/280, 260/230, integridade do RNA
e valores de RIN detectados pelo Bioanalyzer das amostras estudadas.

Amostra R 260/280 R 260/230  Integridade RIN
do RNA Bioanalyzer

PE2T 2.06 2.18 - -

PEAT 2.06 2.24 - -

PE6GT 2.07 221 - -

PE10T 2.07 2.24 - -

PE12T 2.07 2.22 - -

PE16T 2.08 2.26 - -

PE18T 2.07 2.25 - -

PE21T 2.08 2.24 - -

1388 1,95 2,22 - -

1391 1.96 2.03 - -

1394 2.00 2.02 - -

PA17T 1.82 1.83 - -

PE24T 1,85 1,88 - -

1409 1.94 2.13 - -




Cont/ Anexo 1

PALT 2.22 1.95 Bom (1:1) 5.00
PAST 2.26 1.96 Otimo (2:1) 6.50
PAGT 217 2.00 Otimo (2:1) 6.60
PATT 2.258 1.99 Bom (1:1) 5.70
PA10T 2.01 2.10 Otimo (2:1) 7.00
PAILLT 2.21 1.98 Otimo (2:1) 6.30
PA12T 217 2.00 Otimo (2:1) 6.30
PA13T 2.19 2.01 Bom (1:1) 5.40
PA19T 212 2.02 Otimo (2:1) 8.40
PAL4T 2.07 1.82 Otimo (2:1) 4.9
PA22T 2.04 1.60 Otimo (2:1) 7.30

28 amostras foram analisadas pelo Nanodrop e 11 amostras foram
analisados no Bioanalyzer. RIN = nimero de integridade do RNA.



Anexo 2 - Tabela de valores de expresséo relativa normalizada dos RNAm e microRNA estudados.

Amostra  Tecido Grupo SLC1A3  SLC8Al SLC25A4 SLC25A16 SLC25A25 SLC27A4 miR-22 miR-223  miR-23b miR-26b  miR-27b  miR-133b
PEL1T CaPe Técnico 0.950 0.449 0.886 0.924 0.096 2.331 = = = = = =
PE2T CaPe Técnico 2.005 0.431 0.184 1.480 0.466 7.223 1.134 1.543 0.833 0.409 0.480 0.136
PE3T CaPe Técnico 10.067 0.452 4.909 1.608 0.297 1.684 = = = = = =
PEAT CaPe Técnico 1.489 0.294 0.366 0.640 0.128 2.591 1.680 6.063 1.559 0.702 0.982 0.081
PEST CaPe Técnico 1.466 0.535 0.200 2.459 0.061 3.252 = = = = = =
PE6GT CaPe Técnico 3.872 0.140 0.505 1.074 0.128 8.633 12.270 61.231 1.128 0.987 0.539 0.223
PEST CaPe Técnico 1.319 0.141 0.387 1.326 0.225 6.696 0.954 3.378 0.607 0.481 0.590 0.016

PE10T CaPe Técnico 1.836 0.213 0.840 1.197 0.095 5.482 - - - - - -
PE11T CaPe Técnico 2.215 0.145 2.947 2.088 0.352 13.664 = = = = = -
PE12T CaPe Técnico 3.341 0.191 2.063 1.109 0.205 4.458 - - - - - -
PE15T CaPe Técnico 2.970 0.445 0.206 0.970 0.097 2.149 0.401 4.680 0.485 0.461 0.364 0.015
PE16T CaPe Técnico 0.631 0.234 0.112 0.667 0.068 2911 3.117 13.030 0.940 0.832 1.248 0.065
PEL17T CaPe Técnico 5.893 0.741 2.490 1.423 0.266 3.645 0.788 1.130 0.374 0.153 0.257 0.059
PE18T CaPe Técnico 0.506 0.301 0.033 0.421 0.055 1.156 0.845 7.566 0.665 0.595 0.367 0.143
PE19T CaPe Técnico 3.049 0.757 0.638 1.453 0.287 2.781 0.703 4.142 0.410 0.851 0.293 0.025
PE21T CaPe Técnico 1.488 0.073 1.864 0.976 0.139 5.547 - - - - - -
PE22T CaPe Técnico 3.013 0.105 1.621 1.247 0.328 3.261 = = = = = =
1388 CaPe Técnico 4.503 1.437 4.914 2.739 0.478 12.556 - - - - - -
1389 CaPe Técnico 2.143 0.675 2.986 1.428 0.553 14.039 = = = = = =
PALT CaPe Técnico 4.387 2.180 2.544 1.262 0.640 1.204 1.832 15.644 1.050 0.396 0.243 0.871
PAST CaPe Técnico 1.473 0.231 2.297 1.598 0.800 4.416 0.512 2.406 0.182 0.161 0.071 0.007




Cont/ Anexo 2

Amostra
PA6T
PATT

PA10T
PA11T
PA12T
PA13T
PA19T
1391
1392
1394
PE23T
PA17T
PA14T
PA20T
PA22T
PE24T
PE26T
1409

Tecido
CaPe
CaPe
CaPe
CaPe
CaPe
CaPe
CaPe

controle

controle

controle
CaPe
CaPe
CaPe
CaPe
CaPe
CaPe
CaPe

controle

Grupo
Técnico
Técnico
Técnico
Técnico
Técnico
Técnico
Técnico
Técnico
Técnico
Técnico
Bioldgico
Bioldgico
Bioldgico
Bioldgico
Bioldgico
Bioldgico
Bioldgico
Bioldgico

SLC1A3
2.207
9.217
2.803
3.128
2.415
0.783
2.625
0.625
0.090
1.375
0.345
5.804
3.375
9.198
7.171
2.675
1.555
3.086

SLC8A1
0.387
0.760
0.320
0.250
0.266
0.149
0.459
0.941
1.059
1.141
0.170
0.121
2.539
0.661
0.355
0.165
0.372
0.460

SLC25A4 SLC25A16 SLC25A25 SLC27A4

0.258
1.984
0.276
2.157
0.511
0.819
3.221
1.165
2.711
0.764
0.224
2.588
1.161
3.145
0.893
0.825
0.766
0.835

0.563
1.724
2.180
1.030
1.047
0.853
0.773
1.749
0.988
0.461
1.219
1.156
4.911
0.860
1.619
1.168
1.576
1.012

0.223
0.453
0.705
0.523
0.381
0.113
0.171
0.645
1.270
0.730
0.186
0.191
0.456
0.405
0.550
0.169
0.287
12.805

5.201
3.865
12.225
9.841
3.218
1.103
1.940
0.863
0.618
1.137
5.946
4.073
2.937
3.944
6.286
3.755
2.180
2.806

miR-22
0.658
2.558
0.764
0.570
0.434
0.912
0.374
0.403
1.990
1.121

0.655

0.445
0.604
1.127

miR-223
11.260
0.925
1.983
9.873
3.761
3.692
3.118
0.621
0.990
1.316

1.257

1.814
1.501
1.197

miR-23b
0.324
1.289
0.273
0.325
0.513
0.351
0.104
0.607
2.212
1.191

0.221

0.705
0.283
1.205

miR-26b
0.155
0.222
0.210
0.264
0.291
0.232
0.360
0.921
0.950
1.142

0.100

0.215
0.156
0.462

miR-27b
0.136
0.428
0.137
0.151
0.160
0.145
0.047
0.416
0.889
1.343

0.042

0.489
0.093
1.094

miR-133b
0.005
0.165
0.021
0.007
0.030
0.077
0.006
0.271
2.178
1.271

0.025

0.010
0.010
0.821




