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RESUMO

Maia BM. Caracterizacdo do perfil de expressio e avaliacdo funcional de
microRNAs em carcinomas de vulva. Sao Paulo; 2016. [Tese de Doutorado-

Fundagdo Antonio Prudente].

INTRODUCAO: O carcinoma de vulva é um tumor ginecolégico raro, cuja
escassez de informagdes bioldgicas torna veemente a necessidade de se identificar
moléculas que possibilitem a compreensdo dos mecanismos atuantes neste tipo de
tumor, tais como os microRNAs, cuja expressdo desregulada tem sido demonstrada
com relevancia na tumorigénese. OBJETIVOS: Realizar a caracterizagao do perfil
de expressdo de microRNAs em amostras de carcinomas de vulva na presenca e
auséncia de HPVs de alto risco, correlacionar a expressdo de microRNAs com
caracteristicas clinicopatoldgicas das pacientes, bem avaliar o papel destes
microRNAs e seus alvos no cancer vulvar através de estudos funcionais.
METODOS: Quarenta amostras de carcinomas de células escamosas de vulva,
sendo 20 amostras HPV positivas e 20 HPV negativas foram selecionadas para
analise de expressdo diferencial de microRNAs. Sete amostras de bordas normais
foram utilizadas para a constru¢do de um pool usado como controle ndo tumoral
global. A identificacdo dos microRNAs diferencialmente expressos nas diferentes
amostras foi realizada por qRT-PCR através do sistema de cartdes TagMan human
microRNA array 2.0 A+B. Foi, ainda, realizada a busca in silico de possiveis alvos
génicos dos microRNAs diferencialmente expressos por meio do algoritmo MAGIA.
MicroRNAs diferencialmente expressos em tumores HPV negativos foram
correlacionados com dados clinicopatoldgicos importantes das pacientes e aqueles de
potencial interesse tiveram sua atividade bioldgica avaliada por meio de ensaios
celulares — proliferagdo, migracdo e invasao — em uma cultura de células de vulva
(SW962), antes e apoOs a transfeccdo de oligonucleotideos miméticos destes
microRNAs. Foi realizada, ainda, a avaliagdo da expressdo génica de um importante
alvo de um destes microRNAs por qRT-PCR, e proteica por western blot e

imunofluorescéncia. Finalmente, foi realizada a avaliagdo do alvo selecionado em



amostras parafinadas de dezoito pacientes e a expressdo proteica destes alvos foi
associada com dados clinicopatologicos. RESULTADOS: Foram observados 25
microRNAs diferencialmente expressos na comparagdo dos grupos de tumores HPV
positivos versus HPV negativos; € 79 microRNAs na comparagdo entre tumores
versus controle ndo tumoral. Uma rede de interag@o entre os perfis de expressao dos
microRNAs diferencialmente expressos ¢ mRNAs-alvo previamente descritos com
relevancia nos carcinomas de vulva foi obtida, como por exemplo, TP53, RB, PTEN
e EGFR. A diminuicao da expressdo dos microRNAs miR-223-5p e miR-19-b1-5p
foi associada com a presenga de metastase linfonodal nas pacientes, enquanto a
diminui¢do da expressao dos microRNAs miR-100-3p e, novamente, miR-19-b1-5p
foi associada com a presenca de invasdo vascular; j& o aumento de expressdo dos
microRNAs miR-519b e miR-133a associou-se com estadiamentos FIGO mais
avancados. Em um segundo momento, miR-223-5p foi selecionado para as
subsequentes analises in vitro. Quando adicionados miR-223-5p miméticos as células
SW962 por meio de transfec¢dotransiente, observou-se uma diminuicao das taxas de
proliferacdo (p<0.01) e migracdo (p<0.001) celulares e, em contrapartida, um
aumento do potencial invasivo destas células (p<0.004).Apds cuidadosa analise in
silico de potenciais alvos do miR-223-5p, TP63 foi selecionado e o miR-223-5p foi
demonstrado por afetar a expressdo de p63, tanto a nivel de proteina quanto mRNA
(p<0.001 e p<0.0001, respectivamente). Foi demonstrado, ainda, que a diminui¢ao da
expressdo de p63 em amostras de pacientes foi associada com maior invasao tumoral
(p=0.0345) e menor sobrevida global (p=0.0494). CONCLUSOES: Nosso estudo
demonstrou que microRNAs podem ser clinicamente importantes em carcinomas
vulvares e que sua desregulacdo parece ser importante na carcinogénese vulvar.
Além disso, nossos resultados mostram um microRNA em particular, miR-223-5p,
como tendo papel importante na regulacdo de expressdo génica relacionada a valor

prognostico em carcinoma de vulva.



SUMMARY

Maia BM. [Characterization of microRNA expression profiles and their
functional evaluation in vulvar carcinomas]. Sao Paulo; 2016. [Tese de Doutorado-

Fundagdo Antonio Prudente].

INTRODUCTION: Vulvar carcinoma is a rare gynecological tumor, and the lack of
biological information regarding this tumor strongly incites the need to identify
molecules that enable the understanding of the mechanisms acting in this type of
tumor, such as microRNAs, which dysregulated expression has been demonstrated
with relevance in tumorigenesis. OBJECTIVES: To characterize microRNA
expression profile in vulvar carcinoma samples in the presence and absence of high-
risk HPVs, to correlate the expression of microRNAs with clinicopathological
characteristics of the patients and to evaluate the role of these microRNAs in vulvar
cancer through functional studies. METHODS: Forty samples of squamous cell
carcinoma of the vulva, being 20 positive and 20 negative for HPV were selected for
the analysis of differentially expressed microRNAs. Seven samples of normal vulva
were used for the construction of a non-tumor control. The identification of
microRNAs differentially expressed between the samples was performed by qRT-
PCR using TagMan human microRNA array 2.0 A+B. Were also performed
validation of the selected microRNAs using fresh-frozen tissue and an in silico
search of potential target genes of these microRNAs through MAGIA algorithm.
Differentially expressed microRNAs in the HPV negative tumor group were
correlated with important clinicopathological data from patients and those of
potential interest had their biological activity assessed by cellular assays —
proliferation, migration and invasion — in a vulvar cell culture (SW962) before and
after transfection with mimetic oligonucleotides of these microRNAs. We also
performed the evaluation of gene expression of an important target of one of these
microRNAs by qRT-PCR, and protein by western blot and immunofluorescence.
Finally, protein expression of the selected target was evaluated on eighteen

paraffined samples and the expression was associated with clinicopathological data



of the patients. RESULTS: There were 25 differentially expressed microRNAs in
the comparison of HPV-positive versus HPV negative tumors group; and 79
microRNAs when comparing tumors versus normal samples. An interaction network
between the expression profiles of the differentially expressed microRNAs and
mRNAs target previously described with relevance in vulva carcinoma, such as
TP53, RB, EGFR and PTEN was obtained. Downregulation of miR-223-5p, and
miR-19-b1-5p were correlated with lymph node metastasis in patients, while the
reduction of the expression of miR-100-3p, and again, miR-19-b1-5p were correlated
with the presence of vascular invasion; overexpression of microRNA miR-133a and
miR-519b were associated with advanced FIGO staging. In a second moment, miR-
223-5p was selected for subsequent in vitro analysis. When miR-223-5p mimetics
were added to SW962 cells by transient transfection, we observed a decrease of the
proliferation rates (p<0.01) and migration (p<0.001), and in contrast, an increased
invasive potential of these cells (p<0.004). After a careful in silico analysis for
potential targets of miR-223-5p, TP63 has been selected and was shown to affected
by the chosen microRNA, at both protein and mRNA level (p<0.001 and p<0.0001,
respectively). It has been demonstrated also that a decreased expression of p63 in
samples of patients was associated with increased tumor invasion (p=0.0345) and
shorter overall survival (p=0.0494). CONCLUSIONS: Our study demonstrated that
microRNAs may be clinically important in vulvar carcinomas and that their
deregulation appears to be important in the vulvar carcinogenesis. Furthermore, our
results demonstrate a particular microRNA, miR-223-5p, as having an important role
on the regulation of genic expression related to a prognostic value in vulvar

carcinomas.
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INTRODUCAO

“O comecgo de todas as ciéncias € o espanto de as coisas serem o que sao”.

Aristételes



1 INTRODUCAO

1.1  EPIDEMIOLOGIA DO CARCINOMA DE VULVA

Neoplasias que acometem o sistema reprodutivo feminino sdo consideradas
um sério problema de saide da atualidade, uma vez que representam a segunda
maior causa de morte dentre as mulheres, logo atrads do cancer de mama (AKHTAR-
DANESH et al. 2014; CHOKOEVA et al. 2015). Dentre essas neoplasias, o
carcinoma de vulva € considerado o quarto mais comum, abrangendo cerca de 3 a
5% dos tumores malignos ginecoldgicos (FRISTACHI 2004; BUXANT et al. 2005;
STROUP et al. 2008; DE MELO MAIA et al. 2012; ALKATOUT et al. 2015).

Comparados a outros tipos de cancer, os tumores que acometem a vulva sao
considerados raros. Atualmente, a incidéncia mundial deste tipo de tumor ¢ de
aproximadamente 2.4/100.000 mulheres, sendo estimados para o ano de 2015,
apenas para os Estados Unidos, o diagndstico de cerca de 5150 novos casos de
cancer de vulva no pais, levando a 1080 mortes (National Cancer Institute-NCI
2015). Dados epidemioldgicos para o Brasil, no entanto, sdo desatualizados. Alguns
autores indicavam, na década de 90, que a incidéncia deste tipo de tumor estaria em
consideravel ascensdo no pais, crescendo 2,4% ao ano entre 1992 a 1998 (JONES et
al. 1997; LANNEAU et al. 2009). Um estudo de 1992 demonstrou que a cidade de
Recife possuia a maior incidéncia de carcinoma de vulva no mundo, com uma taxa
de 5.6/100.000 mulheres por ano (IARC 1992). Entre os anos 2000 e 2005, a cidade

continuou mostrando a mais alta incidéncia quando comparada a outras cidades



brasileiras — 1.18/100.000 mulheres por ano. No mesmo periodo, outras cidades
brasileiras mostraram elevada incidéncia: Goiania (1.28/100.000 mulheres/ano) e
Campo Grande (1.3/100.000 mulheres/ano). O dado epidemiolégico mais recente na
populacdo brasileira data de 2011 e naquele ano, o maior registro de incidéncias da
doenga foi observado na cidade de Sao Paulo: 1.44/100.000 mulheres/ano
(Ministério da Saude 2011). De fato, WAGNER et al. (2015) descrevem que os
dados epidemiologicos para doengas vulvo-vaginais sdo limitados fora da Europa e

da América do Norte.

1.2 ASPECTOS ANATOMICOS E HISTOLOGICOS DA VULVA

A vulva compreende a por¢ao externa da genitalia feminina, a qual inclui o
monte pubico, pequenos e grandes labios, clitoris, vestibulo, introito vaginal e meato
uretral (FRISTACHI 2004; ALKATOUT et al. 2015), e tem como fungdes o
direcionamento do fluxo urinério, a prevengdo da entrada de corpos estranhos no
trato urogenital, além de ser um 6rgdo sensorial para a fun¢do sexual (ALKATOUT
etal. 2015).

A wvulva apresenta abundante vascularizagdo e inervacdo (FONSECA-
MOUTINHO 2008). A artéria pudenda interna e, em menor extensdo, a artéria
pudenda externa sdo responsaveis pelo suprimento sanguineo da regido. Ja os nervos
ilio-inguinal e genitofemoral atuam na inervacdo da por¢ao anterior do o6rgdo, ao
passo que a porgdo posterior ¢ inervada pelo ramo perineal do nervo posterior
cutdneo. Além disso, a maior por¢do da vulva é drenada vasos linfaticos que passam

lateralmente aos linfonodos superficiais inguinais (ALKATOUT et al. 2015).



Histologicamente falando, tanto o monte piibico quanto os grandes labios sao
cobertos por epitélio escamoso ceratinizado estratificado, contendo foliculos pilosos
e glandulas sebaceas e sudoriparas. Ja os pequenos labios ndo apresentam tamanha
ceratinizagdo, nem foliculos pilosos ou tecido adiposo subjacente. No entanto, eles
também contém glandulas sebaceas e sudoriparas (JUNQUEIRA e CARNEIRO

2004).

1.3  TIPOS HISTOLOGICOS

O carcinoma da vulva pode se originar a partir de quaisquer componentes
histologicos mencionados na se¢do anterior.

Dentre os carcinomas vulvares, o tipo histoldgico mais comum € o carcinoma
de células escamosas (CEC), também chamado de carcinoma epidermoide,
representando de 90 a 95% dos casos (PINTO 2002; BUXANT et al. 2005;
ALKATOUT et al. 2015). O melanoma vulvar corresponde ao segundo tipo mais
comum de carcinomas da vulva (2 a 4% dos casos), sendo que a maior parte das
lesdes acomete o clitdoris ou os pequenos labios (TRIMBLE et al. 1992;
HOLSCHNEIDER E BEREK 2002; ALKATOUT et al. 2015). Adenocarcinomas,
carcinomas de células basais, sarcomas e doenga de Paget sdo menos frequentes,
representando cerca de 1% dos casos (HOLSCHNEIDER e BEREK 2002;
FIGUEIREDO 2004; RICCI et al. 2008).

Atualmente, os carcinomas de células escamosas sdo histologicamente
divididos em condilomatosos, basaloides e ceratinizantes, sendo 0s ceratinizantes os

mais frequentes, correspondendo a 65 a 80% dos casos de CEC (MEDEIROS et al.



2005). Estes tumores apresentam notavel maturacdo celular e ceratinizagdo nao
estando, na maior parte dos casos, associados a infecgdo por HPV, mas sim a
presenga de Neoplasia Intraepitelial Vulvar (NIV) diferenciada e dermatoses
inflamatorias (CRUM e GRANTER 2006). Trata-se de um tipo histoloégico que
acomete, predominantemente, mulheres pés-menopausa, com idade em torno de 65
anos (RICCI et al. 2008; HACKER 2009; ALKATOUT et al. 2015).

J& os carcinomas dos tipos condilomatosos e basaloides ocorrem, em sua
maioria, em mulheres pré ou peri-menopausa. Ao passo que os tumores do tipo
basaloide possuem crescimento tipicamente em fileiras ou ninhos dentro do estroma
desmoplasico com ceratinizagdo focal, os do tipo condilomatoso exibem uma
invasdo em ninhos irregulares ou com reentrancias, na maior parte dos casos, com
proeminente ceratinizacdo (VAN DE NIEUWENHOF et al. 2009; ALKATOUT et
al. 2015).

Os carcinomas escamosos vulvares também podem ser categorizados de

acordo com a sua diferenciacdo histoldgica, como mostrado no Quadro 1.

Quadro 1 - Classificacdo dos carcinomas escamosos da vulva de acordo com o grau
de diferenciacao celular

] Grau d ¢_ | Nomenclatura Caracteristicas
diferenciacio
Apresenta notavel maturagdo celular e ceratinizagdo, estando
Bem frequentemente associado a NIV diferenciada e dermatoses
. . CEC1 inflamatorias. Apresenta atipia leve a moderada nas células da
diferenciado AT :
camada basal, sendo que esta diminui a medida que ocorre a
maturagdo celular.
Moderadame Tumores frequentemente associados a NIV classica e o virus do
nte CEC2 HPV. Apresenta camadas de células neoplasicas imaturas com alta
diferenciado rela¢do nicleo-citoplasma.
Pouco CEC 3 Comumente associados a HPVs de alto risco. Células apresentam
diferenciado perda de polaridade e relagdo nicleo-citoplasma alterada.

Legenda: CEC (Carcinoma de células escamosas); NIV (Neoplasia Intraepiteliall Vulvar); HPV
(Papilomavirus Humano).
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Diversos estudos epidemioldgicos, clinicos, histopatoldgicos e moleculares
indicam a existéncia de duas entidades etiogénicas do carcinoma vulvar: em um
primeiro grupo, as mulheres acometidas por estes tumores sdo mais velhas — de 55 a
85 anos de idade — e desenvolvem, tipicamente, um tipo ceratinizante de carcinoma
de células escamosas invasivo, estando associado ao liquen escleroso, hiperplasia
escamosa, NIV do tipo diferenciada e mutagdes em TP53, ndo estando estes tumores
diretamente relacionados a infec¢do pelo HPV (MONK et al 1995; PINTO 2002;
WOELBER et al 2009).

J& o segundo grupo ¢ composto de mulheres mais jovens, na faixa etaria entre
35 e 65 anos de idade, nas quais os tumores, geralmente do tipo basaloide ou
condilomatoso, estdo frequentemente relacionados a infeccao por HPVs de alto risco,
tais como o HPV16, 18 e 33 (MONK et al 1995; WOELBER et al 2009). Neste
grupo, fatores de predisposicdo tais como histérico prévio de condilomas e/ou
doengas sexualmente transmissiveis (DSTs), presenga de NIV do tipo usual, baixo
nivel s6cio-econdmico e tabagismo possuem grande influéncia (LANDIS et al. 1998;

DE MELO MAIA et al. 2013).

1.5 FATORES DE RISCO

Décadas atras, o carcinoma vulvar era tido como uma doenca que acometia
apenas mulheres em idade avangada, entre 65 e 75 anos. No entanto, o aumento da

incidéncia tanto entre mulheres acima de 70 anos quanto em mulheres jovens tem



sido considerado nos ultimos anos (FRISTACHI 2004; BUXANT et al. 2005;
WANG et al. 2008), estando este aumento relacionado, principalmente, a infecg¢ao

pelo HPV.

1.5.1 O virus HPV

O papilomavirus humano (HPV) ja foi amplamente demonstrado como um
importante agente etioldgico para um grande espectro de doengas do trato anogenital,
como no cancer cervical, anal e vulvar. Trata-se de um virus que possui como
material genético o DNA dupla fita e que, uma vez integrado ao genoma da célula
hospedeira, pode causar rearranjos genéticos, dele¢des, inversdes, translocagdes
cromossOmicas, ativagdo de proto-oncogenes e perda de heterozigose, gerando
instabilidade gendmica e aumentando o risco de transformagdo neoplasica (AKAGI
et al. 2014; FERNANDES et al. 2015).

Sabe-se que o ciclo de vida do HPV esta diretamente relacionado ao
programa de diferenciagao celular (PINTO 2002). No entanto, tem sido demonstrado
que a infec¢do pelo HPV em si ndo ¢ suficiente para a transformacgdo da célula
infectada, se esta ndo for acompanhada por eventos epigenéticos adicionais,
incluindo a inflamacgao, facilitada pela exposi¢do a fatores ambientais, ou devido a
mecanismos imunolégicos alterados (MUNOZ et al. 2006; TROTTIER e FRANCO
2006; FERNANDES et al. 2015).

Ao infectar as células basais do epitélio vulvar por meio de defeitos na
mucosa escamosa, a expressdo de oncogenes virais precoces do HPV (ES5, E6 e E7,
sendo E de “early””) e sua interagdo com proteinas regulatorias do ciclo celular,

bloqueia a atividade supressora de tumor das mesmas, levando a transformacao



neoplasica. Ao passo que a proteina viral ES parece ter importancia nas fases iniciais
do curso da infeccdo, as proteinas E6 e E7 sdo responsaveis pela interagdo
juntamente a P53 e pRB, respectivamente, levando ao bloqueio da atividade
supressora de tumor destas proteinas (ZUR HAUSEN 2002). O ciclo de vida do virus
¢, portanto, intimamente associado ao programa de diferenciacdo da célula
intraepitelial do hospedeiro (PINTO 2002; ZUR HAUSEN 2002).

Mais adiante na infec¢do viral, apds a entrada do HPV nas camadas
suprabasais, genes virais tardios passam a ser expressos, estando estes envolvidos na
sintese de proteinas estruturais (FIGUEIREDO 2004). Nas camadas superiores do
epitélio, particulas virais sdo, entdo, montadas e liberadas para infeccdo de outras
células (ZUR HAUSEN 2002).

A maior parte dos carcinomas vulvares ndo parece estar relacionada a
infecgdo pelo HPV. Porém, dentre os tumores de vulva positivos para o virus, a
maior parte dos estudos aponta que o tipo 16 é o mais frequentemente encontrado,
seguido pelos tipos 33 e 18 (PINTO 2002; RODRIGUES 2013). Ainda, tumores
vulvares HPV positivos foram associados com uma melhor sobrevida global das
pacientes (RODRIGUES et al. 2013).

Com o advento da vacina profilatica contra diversos tipos de HPV de alto
risco, acredita-se que a implementa¢do da mesma podera trazer grande beneficio na
diminui¢do na incidéncia do cancer vulvar e das lesdes intraepiteliais associadas ao
HPV, particularmente em mulheres jovens (HACKER 2009; NYGARD et al. 2014).
No entanto, de acordo com um modelo matematico publicado em 2012, pode-se

levar até 40 anos ap6s o inicio dos programas de vacinagdo contra o HPV, para que



as redugdes nas taxas de incidéncia de cancer sejam observadas (VAN DE VELDE et

al. 2012).

1.5.2 Neoplasias Intraepiteliais Vulvares (NIVs)

A definicdo de neoplasia intraepitelial vulvar (NIV) refere-se a uma
proliferacdo de células basais atipicas no epitélio vulvar. A sigla NIV foi introduzida
no inicio dos anos 1980 para definir, com um termo Unico, as lesdes displasicas e o
carcinoma in situ da vulva. Em 1986, a classificagdo das NIVs foi adotada pela
Sociedade Internacional para o Estudo de Doengas Vulvo-vaginais (ISSVD) e em
2004, a entidade passou por alteragdes em sua terminologia, baseadas em critérios
morfoldgicos e patogenéticos, sendo atualmente subdivididas em dois grupos: NIV
do tipo usual e NIV do tipo diferenciada (PRETI et al. 2015).

As NIVs usuais sdo as mais comumente encontradas e compreendem as
lesdes de alto grau (KNOPP et al. 2009; PRETI et al. 2015), sendo possivel detectar
o genoma de HPVs de alto risco em 66 a 100% dos casos contendo este tipo de NIV,
especialmente o HPV16 (FONSECA-MOUTINHO 2008; PRETI et al. 2015).

As NIVs diferenciadas, por sua vez, se apresentam como lesdes unifocais e,
geralmente, se localizam nas adjacéncias de carcinomas escamosos invasivos bem
diferenciados (FONSECA-MOUTINHO 2008) e, em sua maioria, ndo estdo
associadas ao virus do HPV, sendo usualmente encontradas em mulheres com
dermatoses cronicas e liquen escleroso associado (KNOPP et al. 2009; PRETI et al.
2015).

Tem sido observado um significante aumento na incidéncia de NIVs nos

ultimos anos, principalmente em mulheres jovens, estando este aumento relacionado,
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principalmente, com a mudanga do comportamento sexual e infec¢dao pelo virus do
HPV (HACKER 2009). As NIVs sdo consideradas lesdes precursoras em alguns
casos de cancer vulvar (RICCI et al. 2008), sendo que quase 40% das pacientes com
NIV do tipo usual (uNIV) possuem histérico de lesd@o do trato genital inferior em
decorréncia de infecgdo pelo HPV. E importante ressaltar que a resposta imune da
paciente também ¢ um fator crucial em relagdo a persisténcia tanto do virus quanto

das uNIVs (PRETI et al. 2015).

1.5.3 Outros fatores de risco para o carcinoma vulvar

Faz-se necessario mencionar, ainda, outros fatores de risco ja bem
estabelecidos epidemiologicamente para o carcinoma vulvar, sendo estes
relacionados a aspectos comportamentais, reprodutivos, hormonais e genéticos das
mulheres. Historico de verrugas genitais ou de doengas imunossupressoras cronicas
tais como o HIV, presenca de outros carcinomas genitais, diabetes, obesidade,
hipertensdo, além de estados de imunossupressdo, sdo apontados como importantes
fatores de risco para o carcinoma vulvar (PINTO 2002; DAVIDSON et al. 2003;
FIGUEIREDO 2004). Idade avancada, estando esta relacionada a ocorréncia de
mutagdes no epitélio vulvar, decorrentes do processo de envelhecimento (PINTO
2002); tabagismo, um dos mais bem estabelecidos cofatores do HPV na etiologia das
malignidades da cérvice uterina e da vulva (IARC 1992; HUSSAIN et al. 2008;
INSINGA et al. 2008); condigdes sdcio-econdmicas; alto numero de parceiros
sexuais; idade precoce da primeira relacdo sexual e baixo grau de escolaridade das

pacientes (BRINTON et al. 1990; MADSEN et al. 2008; DE MELO MAIA et al.
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2013) também fazem parte do espectro de fatores que proporcionam as mulheres um

risco aumentado para o carcinoma vulvar.

1.6 ASPECTOS CLINICOS

Os sinais e sintomas do carcinoma vulvar sdo, geralmente, difusos e cerca de
10% das pacientes apresentam-se assintomaticas (FONSECA-MOUTINHO 2008).
Entretanto, quando presentes, os sinais mais comuns incluem prurido, seguido por
ulceragdo, presenga de massa palpavel, dor localizada e sangramento (HACKER
2009; DE MELO MAIA et al. 2013). Um estudo realizado em 2013 por nosso grupo,
contendo uma casuistica numericamente importante de pacientes da populagdo
brasileira, demonstrou que a maior parte das mulheres com cancer de vulva
apresentava sintomas por cerca de 6 meses, variando de 15 dias até 120 meses (DE
MELO MAIA et al. 2013).

O diagnostico do cancer vulvar ¢, geralmente, realizado através da avaliagdo
do historico clinico, do exame fisico detalhado e da vulvoscopia, seguido por biopsia
(FIGUEIREDO 2004; HACKER 2009; RICCI et al. 2011). Ao exame fisico, as lesdes
malignas da vulva apresentam-se, geralmente, na forma de superficie ulcerada,
nodular ou exofitica, podendo ser avermelhada, leucopldsica ou de aparéncia
verrucosa (BENEDET 2000; HACKER 2009). E recomendado que todos os casos
suspeitos de carcinoma vulvar sejam biopsiados para confirmagdo diagnostica e
caracterizagdo histologica, antes do emprego de qualquer terapia definitiva

(BENEDET 2000).
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A avaliagdo do tamanho tumoral, extensdo de acometimento da mucosa
adjacente e envolvimento linfonodal ao diagndstico sdo de suma importancia para o
planejamento correto do tratamento (FIGUEIREDO 2004; MOORE et al. 2009). Para
tanto, adotam-se, atualmente, o sistema de estadiamento clinico proposto pela
Federagdo Internacional de Ginecologia e Obstetricia (FIGO) e modificado para o
cancer de vulva, correlacionado com o sistema de classificagdo TNM (T: tamanho do
tumor, N: linfonodos; M: metastase) da Junta do Comité Americano de Cancer

(AJCC), como mostra o Quadro 2.
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Quadro 2 — Estadiamentos TNM e FIGO para o carcinoma vulvar

Tumor primario (T)

TNM | FIGO
X Tumor primario ndo pode ser avaliado
TO Sem evidéncias de tumor primario
Tis* Carcinoma in situ (pré-invasivo)
Tla 1A Lesdes <2 cm, confinadas a vulva ou perineo, com invasdo estromal <I mm**
T1b B Lesdes >2 cm ou qualquer tamanho com invasao estromal >1 mm, confinada a
vulva ou perineo
™ I Tumor de qualquer tamanho com extensao as estruturas perineais adjacentes
(tergo distal da uretra ou vagina, envolvimento anal)
™ VA Tumor de qualquer tamanho com extensao a dois ter¢os proximais da uretra, da
vagina, mucosa da bexiga, mucosa retal ou fixado ao osso pélvico
Linfonodos regionais ()
TNM | FIGO
NX Linfonodos regionais ndo puderam ser avaliados
NO Auséncia de metastase linfonodal regional
NI 1 or 2 linfonodos regionais (inguinofemorais) com as caracteristicas abaixo (vide
Nla, N1b)
Nla IITA 1 or 2 linfonodos acometidos, < 5 mm cada
N1b A 1 linfonodo regional acometido, >5 mm
Linfonodos regionais (inguinofemorais) com as caracteristicas abaixo (vide N2a,
N2
N2b, N2c¢)
N2a 11IB 3 ou mais linfonodos acometidos, < 5 mm cada
N2b IIIB | 2 ou mais linfonodos regionais acometidos, >5 mm
N2c Imc Linfonodos regionais acometidos com extensdo extracapsular
N3 IVA | Linfonodos regionais acometidos fixos ou ulcerados
Metastase a distancia (M)
TNM | FIGO
MO Sem metastase a distancia
Ml IVB Metastase(s) a distancia (incluindo linfonodos pélvicos)

* Classificacao FIGO ja ndo inclui o Estadio 0 (Tis)

** Profundidade de invasdo: medida do tumor desde a jungéo epitélio-estromal da papila dérmica
mais superficial

adjacente, até o ponto de invasdo mais profundo

Fonte: FIGO Committee on Gynecologic Oncology (2014) e EDGE et al. 2010
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1.7 TRATAMENTO

O tratamento de escolha para o cancer de vulva ¢ baseado, principalmente, na
abordagem cirargica (COULTER E GLEASON 2003; KNOPP et al. 2009; DE
MELO MAIA et al. 2013), tendo esta sido substituida ao longo dos anos de uma
abordagem ultrarradical associada com alta morbidade para outra que leva em conta
procedimentos cirirgicos menos extensivos, com menor morbidade e com melhores
resultados psicossociais, sem o comprimentimento da sobrevida das pacientes
(BAIOCCHI e ROCHA 2014).

Virios tipos de procedimentos cirurgicos tem sido usados na pratica médica
(GHURANI e PENALVER 2001; SCHEISTROEN et al. 2002; DE HULLU et al.
2006), desde a ressec¢do ampla da lesdo, passando pela vulvectomia simples
(resseccao dos grandes e pequenos labios, regido clitoridiana e da regido interna
vestibular), vulvectomia radical (ressec¢do completa da vulva, desde a regido pubica,
sulcos génito-femorais e posteriormente o perineo, contornando o anus, seguida de
linfadenectomia), até a vulvectomia supra-radical (vulvectomia radical associada ao
esvaziamento linfonodal pélvico bilateral) (COELHO e COSTA 2005).

Metastases linfaticas inguinais sdo estimadas em 25 a 30% das pacientes com
cancer de vulva (DE HULLU e VAN DER ZEE 2006, WOELBER et al. 2011;
BAIOCCHI e ROCHA 2014) e as diretrizes atuais recomendam que a
linfadenectomia inguinofemoral completa seja realizada, ao invés da linfadenectomia
superficial para pacientes sem indicagdo para biopsia de linfonodo sentinela.

Disseccdo do linfonodo sentinela, por sua vez, emergiu como a abordagem
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preferencial para pacientes com linfonodos clinicamente negativos (BAIOCCHI e
ROCHA 2014).

As recomendagdes atuais pelas diretrizes de pratica clinica do Comité de
Oncologia Ginecologica da FIGO sao de que devem ser levados em conta a avaliagdo
da extensdo da doenga, acometimento linfonodal, histérico médico, estado geral da
paciente e recorréncia do tumor (MOORE et al. 2009). Especificamente em relacao
aos estadiamentos, ¢ recomendado que os carcinomas in Situ e tumores FIGO 1A
devem ser tratados por vulvectomia superficial parcial, FIGO IB e II por meio de
vulvectomia parcial seguida de linfadenectomia, ¢ FIGO III e IVA devem ser
tratados com vulvectomia radical (en bloc) seguida por linfadenectomia (MAGGINO
et al. 2000; SCHEISTR@EN et al. 2002).

Além da abordagem cirtirgica, o tratamento do cancer vulvar também pode
incluir a radioterapia e quimioterapia, principalmente nos casos chamados
“carcinomas vulvares localmente avangados”, uma entidade nio totalmente definida
até o presente momento, a qual pode ser caracterizada tanto como FIGO III quanto
FIGO IV (MICHELETTI e PRETI 2014). Para estes casos, a radioterapia pode ser
administrada de modo a prevenir recorréncia local em pacientes com margens
comprometidas (FAUL et al. 1997). Outra opgdo seria a radioterapia somente,
ocasionalmente combinada com quimioterapia, além da radioterapia pré-operatdria
por si s6, ou combinada a quimioterapia, de modo a tornar o tumor ressecavel
(MICHELETTI e PRETI 2014).

Em pacientes com envolvimento anorretal, uretral e/ou da bexiga, aquelas em
que o tumor apresenta-se fixo ao 0sso ou com amplo acometimento linfonodal, a

quimiorradiagdo ¢ recomendada. A indicagdo ¢ que seja empregada a Cisplatina em
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monoquimioterapia, S-Fluorouracil (5-FU), ou Mitomicina C combinada com
radioterapia (ALKATOUT et al. 2015). No entanto, a quimioterapia, exceto quando
no contexto da neoadjuvancia, foi demonstrada em vérios estudos como sendo
paliativa e, na maior parte dos casos, ineficaz (MARTINEZ-PALONES et al. 2006;
ALKATOUT et al. 2015).

Cabe ressaltar que, apesar das abordagens cirurgicas atuais apresentarem uma
reducdo das complicagdes pos-operatdrias, a morbidade apds a cirurgia para remogao
do tumor vulvar ainda ¢ alta. Um levantamento realizado pelo nosso grupo em 2013
demonstrou que quase 60% das pacientes apresentaram complica¢des, sendo a
deiscéncia da ferida a complicagdo mais comum, seguida por infec¢do e necrose dos
retalhos (DE MELO MAIA et al. 2013). Problemas psico-sexuais, tais como o medo,
distor¢do da imagem corporal, baixa auto-estima e depressdo encontram-se
amplamente descritos na literatura, especialmente entre pacientes mais jovens, apos a
abordagem cirtrgica (DE HULLU e VAN DER ZEE 2006; WILLS ¢ OBERMAIR
2013).

Apesar dos avangos cirirgicos no tratamento do cancer de vulva, estudos se
fazem necessarios para esclarecer questdes sobre a indicacdo de diferentes
abordagens que continuam sem resposta (WOELBER et al. 2011; BAIOCCHI e
ROCHA 2014). Entretanto, existe um consenso de que o manejo ideal da doenga
deve ser baseado em uma abordagem mais individualizada da paciente (MOORE et
al. 2009) e, para tanto, faz-se necessarios estudos aprofundados acerca da biologia
tumoral e mecanismos da tumorigénese da vulva, de modo a encontrar marcadores

prognosticos e preditivos de resposta mais especificos.
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1.8 PROGNOSTICO

Em geral, o progndstico das pacientes com carcinoma da vulva ¢ bastante
favoravel quando o tratamento apropriado ¢ fornecido em tempo habil. Varios
estudos mostram que a a maior parte das pacientes sdo diagnosticadas em estadios
clinicos iniciais (STROUP et al. 2008; DE MELO MAIA et al. 2013) e estas
pacientes apresentam melhor sobrevida global (DE MELO MAIA et al. 2013). O
progndstico destas pacientes, portanto, ¢ altamente influenciado pelo estadiamento
em que o tumor se encontra.

Cabe ressaltar que o estadiamento clinico esta diretamente ligado ao
acometimento linfonodal, sendo este um dos mais importantes divisores de agua para
estadiar os tumores, como demonstrado anteriormente. Desde 1988, quando a
Comissdo de Ginecologia Oncoldgica da FIGO reconheceu a importancia da
avaliacdo do acometimento linfonodal nas pacientes com carcinoma de vulva, até os
dias atuais, o status linfonodal passou a ser tido como o fator progndstico isolado
mais importante para este tipo de tumor (HACKER et al. 1983; HOFFMAN et al
1985; FIGO 1989; MICHELETTI e PRETI 2014). As taxas de sobrevida global em 5
anos parecem variar entre 70 a 93% para pacientes sem acometimento linfonodal, e
entre 25 a 41% para pacientes com acometimento de dois ou mais linfonodos
(GADDUCKCI et al. 2006). Outros fatores prognodsticos importantes para o carcinoma
da vulva sdo estadios clinicos mais avangados, tamanho da lesdo e profundidade de
invasdo (CREASMAN et al. 1997, MAGGINO et al. 2000; ALKATOUT et al.

2015).
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Apesar do fato do carcinoma da vulva ser um tumor relativamente raro,
comparado aos demais tipos tumorais, muito se sabe acerca dos aspectos clinicos ¢
patolégicos deste tumor. No entanto, ainda se faz necessaria uma abordagem mais
individualizada da paciente de modo a reduzir a morbidade da doen¢a, de modo a
preservar ou restaurar a fungdo do 6rgao e reduzir complicag¢des. Para tanto, torna-se
cada vez mais urgente a busca de mecanismos biologicos que atuem de forma a
identificar seletivamente os tumores da vulva de melhor ou pior progndstico de modo
a potencializar os beneficios do tratamento clinico, em parceria com a pesquisa
translacional. Em busca destes mecanismos, o presente trabalho propds o estudo de
moléculas sabidamente desreguladas em virtualmente todos os tumores estudados até
entdo, muito em voga nos ultimos anos, mas que ndo haviam ainda sido descritos no
cancer vulvar, os chamados microRNAs. Portanto, estas moléculas serdo abordadas

com maior énfase nas secdes que se seguem.

1.9 RNAs NAO CODIFICANTES (ncRNAs)

Em 1952, o conceito do “Dogma Central da Biologia” foi proposto por
Francis Crick (CRICK 1958), no qual a expressao da informagdo contida nos genes
das células seria dada de forma unidirecional, através do qual o DNA seria transcrito
em RNA mensageiro e este, por sua vez, seria traduzido em proteina. Anos apos a
difusdo deste conceito, a ciéncia molecular se deparou com uma quebra de
paradigma que promoveu uma nova visdo do entdo chamado dogma: a descoberta de
uma classe extensa de RNAs evolucionariamente conservados e que ndo codificam

proteinas, os chamados “RNAs ndo codificantes”, cuja sigla ¢ ncRNAs, mas que
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apresentam notéavel capacidade regulatoria celular (COSTA 2010; DE MELO MAIA
et al. 2014).

A descoberta dos ncRNAs trouxe, também, outra quebra de paradigma no que
diz respeito a teoria do chamado “DNA lixo”, do inglés “Junk DNA”, proposta em
meados dos anos 60, e que abrangia todos os RNAs que ndo eram traduzidos — sabe-
se hoje que cerca de 70% do genoma ¢ transcrito, mas somente 2% ¢ traduzido — e
que acreditava se tratar de RNAs ndo funcionais (CHENG et al. 2005; CARNINCI et
al. 2008; WAHLESTEDT 2013; DE MELO MAIA et al. 2014).

Sabe-se, atualmente, que os ncRNAs possuem papeis diversos e importantes,
principalmente na regulacdo da traducdo e da transcri¢do tanto de genes codificantes
quanto ndo codificantes (COSTA 2010; ROTHER e MEISTER 2011), o que resulta
na constatagdo de que o transcriptoma do cancer ¢ mais complexo do que
anteriormente imaginado (DE MELO MAIA et al. 2014).

Os RNAs ndo codificantes sdo classificados de acordo com o tamanho da
molécula, sendo pequenos (< 200 — 300pb) — incluindo microRNAs, pequenos RNAs
de interferéncia (siRNAs), pequenos RNAs de interferéncia endogenos (endo-
siRNAs) e RNA que interagem com PIWI (piRNAs) — ou grandes, os chamados
RNAs longos nio codificantes, IncRNAs (>200-300pb) (ROTHER e MEISTER

2011; DE MELO MAIA et al. 2014).
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1.10 MICRORNAS

1.10.1 Aspectos moleculares dos microRNAs

Desde a sua descoberta, LEE et al. (1993) e WIGHTMAN et al. (1993), muito
tem sido descrito na literatura a respeito dos microRNAs, pequenos RNAs
enddgenos, de aproximadamente 22 nucleotideos, fita simples e que, como
mencionado anteriormente, constituem uma classe extensa de RNAs nao codificantes
responsaveis por diversos mecanismos regulatorios celulares e com mecanismos de
acdo de grande complexidade (CREIGHTON et al. 2008; MAIA et al. 2014).

MicroRNAs exibem um perfil de expressdo tecido-especifico e estdo
presentes em diversas vias regulatdrias intricadas, tendo sido demonstrados como
essenciais para o desenvolvimento normal dos mamiferos, manutengdo de células-
tronco, metabolismo, crescimento celular, interagdo virus-hospedeiro, além de serem
moduladores de processos celulares fundamentais tais como a apoptose,
diferenciagdo tumoral, invasdo tumoral e metastase (BETEL et al. 2008;
CREIGHTON et al. 2008; BRAICU et al. 2014). Sua importancia ¢ ainda ressaltada
pela expressdo ubiqua do mesmo em quase todos os tipos de células e a sua
conservagdo evoluciondria na maior parte das espécies de plantas e metazoarios

(BETEL et al. 2008).

1.10.2 Biogénese dos microRNAs
Um gene codificador de microRNA ¢ transcrito pela polimerase II (LEE et al.
2004) como um transcrito primario longo denominado pri-microRNA, que contém

uma estrutura em grampo (hairpin) de aproximadamente 80 nucleotideos. Este
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transcrito primario pode conter centenas a milhares de pares de bases de
comprimento, bem como conter mais de um microRNA. Em seguida, estes pri-
microRNAs sdo processados por duas enzimas do tipo RNaselll chamadas DROSHA
e DGCRS, dando origem a um pre-microRNA. A molécula recém-formada ¢
transferida para o citoplasma através da EXPORTINA 5 (Exp5) (YI et al. 2003;
BOHNSACK et al. 2004; LUND et al. 2004) onde ¢ clivada pela DICER, outra
enzima RNAse III, de modo que um duplex de microRNA ¢ obtido, variando de 18 a
24 nucleodtidos de comprimento (BERNSTEIN et al. 2001; GRISHOK et al. 2001;
HUTVAGNER et al. 2001). O duplex é desenrolado por enzimas do tipo Helicase e
uma das fitas maduras ¢ estabilizada por meio da proteina ARGONAUTA (AGO)
sendo subsequentemente incorporada ao complexo de silenciamento induzido por
RNAIi (RISC), mediando a degradag¢dao ou a inibi¢do da traducdo do mRNA alvo
(MISKA 2005; MEOLA et al. 2009; MAIA et al. 2015). Uma representacao

esquematica da biogénese dos microRNAs esta disponivel na Figura 1.
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Figura 1 - Biogénese dos microRNAS. Na parte superior da figura, no nicleo, a Polimerase I
transcreve o gene de microRNA em um longo transcrito primario (pri-microRNA) que ¢ clivado por
duas enzimas RNAse III (DROSHA e DGCRS), dando origem a um pre-microRNA. Este pre-
microRNA ¢ transportado para o citoplasma a partir da EXPORTINA 5, onde ¢ clivado pela DICER,
dando origem a um duplex de microRNA. O duplex é desenrolado por o Helicases e uma das fitas
maduras ¢é estabilizada por meio da proteina ARGONAUTA (AGO), sendo subsequentemente
incorporada ao complexo de silenciamento induzido por RNAi (RISC), mediando a degradagdo ou a
inibigdo da tradug¢do do mRNA alvo (caixas em laranja).

pri-microRNA

miRISC
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1.10.3 Mecanismos de regulacio

Estima-se que mais de 60% do genoma dos mamiferos seja regulado por
microRNAs (HAFNER et al. 2012), seja através do direcionamento da repressao
traducional ou pela clivagem de mRNAs alvo complementares (CREIGHTON et al.
2008). Um unico microRNA ¢ capaz de regular, simultaneamente, centenas de
sequéncias de mRNA, o que destaca o vasto potencial regulatorio destas moléculas.
Ao mesmo tempo, um unico mRNA pode ser regulado por diversos microRNAs
(CALIN et al. 2004). De acordo com Thomas Wurdinger do Hospital Geral de
Massachusetts e da Escola de Medicina de Harvard (Boston, EUA) “podemos
modificar um fendtipo completo se modularmos um tnico microRNA” (MACK
2007).

Basicamente, o modo pelos quais os microRNAs regulam negativamente seus
alvos varia de acordo com o grau de complementariedade entre a sequéncia semente
do microRNA - regido compreendida entre as posi¢des 2 e 8 da regido 5'do
microRNA, também chamada seed sequence — e a regido 3'UTR do mRNA alvo
(EBERT et al. 2007; GARZON et al. 2010). Esta regulacdo ¢ obtida através da
ligacdo de um microRNA a um mRNA alvo em conjunto com o complexo RISC,
provocando a degradacdo do transcrito de mRNA — ribonucleases associadas ao
complexo RISC clivam os mRNAs — ou a inibi¢do da tradugdo proteica — mecanismo
mais comum de regulagdo génica em mamiferos, a partir do qual ocorre reducao dos
niveis proteicos dos alvos, mas ndo da quantidade de mRNA na célula (BETEL et al.
2008; CREIGHTON et al. 2008).

A literatura relata, ainda, que microRNAs possuem outros alvos, que nao os

mRNAs complementares, dentre eles: regides promotoras (KUNEJ et al. 2012),
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proteinas (EIRING et al. 2010), DNA (GARZON et al. 2010), receptores do tipo Toll
— Toll-like receptors, TLR (FABBRI et al. 2012), interagdo microRNA-microRNA
(LAI et al. 2004), interagdo microRNA-pseudogenes (POLISENO et al. 2010), além
da regulagdo direta da maquinaria epigenética, tais como as DNA metiltransferases
DNMT3A e DNMT3B (FABBRI et al. 2007).

Tecnologias cada vez mais sofisticadas e a disponibilidade de novas
plataformas de analise tem permitido um maior entendimento em detalhes sobre
diversidade de mecanismos existentes no vasto contexto de regulagdo por

microRNAs, adicionando outras camadas a complexidade destas moléculas.

1.10.4 Desregulacio de microRNAs

Tendo em vista a diversidade dos processos celulares que envolvem os
microRNAs, como previamente descrito, a expressdo celular destas moléculas requer
mecanismos de regulacdo precisos. Alteragdes nos niveis de microRNAs sdo
demonstradas por causar expressdo aberrante de genes e subsequentes eventos
patoldgicos.

Desregulagdo de microRNAs pode ser vista em diversos niveis, a seguir: (1)
desregulacdo transcricional — a expressdo de diversos microRNAs ¢ regulada por
fatores de transcrigdo, tais como c-MYC (O‘DONNELL et al. 2005; CHANG et al.
2008) e p53 (HERMEKING 2012); (2) alteragdes epigenéticas, tais como
hipermetilacdo da regido promotora de genes de microRNAs (DENG et al. 2008;
MALIA et al. 2014); (3) mutagdes em ponto afetando as sequéncias de pri-microRNA,
pre-microRNA e microRNAs maduros ou grandes mutagdes no DNA, como delegdes

e duplicagdes no locus do microRNA; mutagdes na regido 3'UTR do mRNA,



25

gerando um novo sitio de reconhecimento de microRNAs ou remogdao do
reconhecimento; mutagdes nos genes que participam nos mecanismos de biogénese
dos microRNAs (DENG et al. 2008; MEOLA et al. 2009); (4) alteragdes no numero
de copias do DNA — genes codificadores de microRNAs frequentemente residem
dentro ou proximos a regides de sitios frageis, bem como em regides de perda de
heterozigose, de amplificagdes ou em regides de quebra (breakpoints) (CALIN et al.
2004); (5) disfungdes ou desregulacdes das proteinas-chave na biogénese dos
microRNAs, tais como DICER e DROSHA (THOMSON et al. 2006; KUMAR et al.
2007; TORREZAN et al. 2014).

Em suma (Figura 2), desregulagdes transcricionais, alteragdes epigenéticas,
mutagdes, alteracdes no numero de copias do DNA e defeitos na biogénese dos
microRNAs podem contribuir para a alteragdo da expressdao e/ou do funcionamento
destas pequenas moléculas, gerando eventos patoldgicos, tais como o cancer, como

sera enfatizado a seguir.
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Figura 2 — Desregulacdo de microRNASs. Nos quadrados em laranja estio destacados os
mecanismos de desregulagdo de microRNAs (Da esquerda para a direita: Epigenética, com
hipermetilacdo da regido promotora (caixa azul) indicada como pontos pretos; Mutagdo, ilustrada
como troca de uma base Guanina por Adenina, em vermelho; Alteragdes no niimero de copias de
DNA; Desregulagdo transcricional por p53 e Myc, por exemplo, mostrados em amarelo; e defeitos na
maquinaria de processamento de microRNAs, tais como nas enzimas DICER e DROSHA. Todos
estes mecanismos levam a alteragdo de expressdo de microRNAs supressores de tumor (azul) e/ou de
oncomiRs (vermelho), desencadeando o processo da tumorigénese. MicroRNAs supressores de tumor,
tendo sua expressdo diminuida, passam a ndo mais regular efetivamente mRNAs de oncogenes; ao
passo que o aumento de expressdo de oncomiRs gera um excesso de regulagdo negativa de genes

supressores de tumor, culminando com a tumorigénese.
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1.11 MICRORNAS E CANCER

Alteragdes na expressdo de microRNAs sdo observadas em, virtualmente,
todos os tumores avaliados até o presente momento (CREIGHTON et al. 2008).
Sabe-se que mais de 50% dos microRNAs estdo localizados em sitios frageis do
genoma ou em regides associadas ao cancer (CALIN et al. 2004).

Durante o processo de transformacdo celular, microRNAs podem ser
especificamente desregulados e ter sua expressdo e funcdo alteradas, levando a um
fenotipo patologico. CALIN et al. (2002) foram os pioneiros na identificacdo do
envolvimento de microRNAs no cancer, mais especificamente na leucemia
linfocitica cronica (LLC). Neste estudo inédito, miR-15a e miR-16-1 foram
demonstrados como estando deletados ou como tendo sua expressdo diminuida na
maior parte das amostras de leucemia avaliadas, indicando, naquela época, o
potencial do controle regulatério dos microRNAs sobre genes-alvo no cancer. Mais
tarde, o mesmo grupo descreveu uma assinatura de microRNAs associada com
fatores prognosticos e progressao da doenca em LLC (CALIN et al. 2005). Hoje,
uma vasta gama de microRNAs ¢é reconhecida por controlar a expressdo de genes
supressores de tumor e oncogenes, € o padrdo global de expressao destes microRNAs
tem sido utilizado para fins diagndsticos, prognosticos e preditivos de resposta a
tratamentos.

Em tumores, os microRNAs podem funcionar como oncogenes (CHAN et al.
2005; HE et al. 2005; O'DONNELL et al. 2005; VOORHOEVE et al. 2006) ou
supressores de tumor (KEATING et al. 2002; HE et al. 2007). Em situacdes
fisiologicas, um microRNA que regula negativamente um oncogene pode ser

definido como um supressor de tumor. Nas células tumorais, este microRNA
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apresenta-se com baixa ou nenhuma expressdo, gerando o aumento dos produtos
proteicos de oncogenes. Por outro lado, microRNAs que regulam negativamente a
expressdo de genes supressores tumorais podem ser considerados oncogenes, ou
oncomiRs e, geralmente, apresentam ganho de funcdo em tumores (ESQUELA-
KERCHER e SLACK 2006). miR-21, por exemplo, ¢ o microRNA mais
hiperexpresso em tumores, quando comparado com tecidos ndo tumorais, tendo sido
o primeiro microRNA a ser descrito como oncomiR (BRAICU et al. 2014).
Entretanto, pelo fato dos microRNAs terem diversos alvos, a fun¢do destes
microRNAs — oncogene ou supressor de tumor — depende do alvo selecionado, e
microRNAs podem ter um papel em um determinado tecido e um papel divergente
em outro tecido (GARZON et al. 2010).

Diferentes perfis de expressdo de microRNAs foram demonstrados como
tendo relevancia tanto nos processos fisioldgicos quanto patologicos (REDIS et al.
2012; SHAH e CALIN 2012). “Deste modo, na era da medicina personalizada,
enquanto pesquisadores demonstram os microRNAs como tendo multiplas fungdes
celulares e conectam a complexidade dos perfis de expressao destes microRNAs com
diversas doengas humanas, incluindo o céncer (...), o profissionais da pratica clinica
visam o uso destas moléculas como ferramentas para abordagens diagnosticas e
opgoes de terapia individualizada” (BRAICU et al. 2014).

Em suma, compreender os papeis destas moléculas tdo pequenas, mas de
fungdes tao amplas, ¢ um processo ainda em execucdo e que parece estar ainda longe
de terminar. Entretanto, dados provenientes de estudos pré-clinicos sdo encorajadores
e o potencial uso destas moléculas no futuro ainda ¢ a grande promessa da aplicagdo

trnslacional em beneficio da ciéncia.



OBJETIVOS

“Por vezes sentimos que aquilo que fazemos ndo ¢ sendo uma gota de 4gua no mar.
Mas o mar seria menor se lhe faltasse uma gota.”

Madre Teresa de Calcuta
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Caracterizar o perfil de expressao de microRNAs em amostras de carcinomas

de vulva, de modo a identificar a expressdo diferencial dos mesmos nas amostras

tumorais e ndo-tumorais, avaliar a associagdo da infec¢do do virus HPV com

alteracdes de expressdo destas moléculas, bem como verificar os possiveis papeis

funcionais destes microRNAs e de seus alvos génicos in vitro.

2.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar os perfis de expressio de microRNAs em quarenta amostras
parafinadas de carcinomas de vulva, comparando-os com controles nao
tumorais do mesmo tecido através da técnica de PCR quantitativa em tempo
real na plataforma TLDA.

Comparar os perfis de expressdo de microRNAs entre tumores HPV positivos
e HPV negativos.

Correlacionar a expressdo dos microRNAs diferencialmente expressos no
grupo HPV negativo com dados clinicopatoldgicos das pacientes.

Validar a expressdo dos microRNAs obtidos na andlise de associacdo com
dados clinicopatologicos em amostras de tecido a fresco pela técnica de PCR

quantitativa em tempo real com sondas especificas.



31

Buscar, in silico, por potenciais alvos dos microRNAs diferencialmente
expressos na comparagdo tumor versus borda normal adjacente e criar uma
rede de interacdes entre estes microRNAs e RNAs mensageiros alvo com
relevancia na carcinogénese vulvar.

Investigar um possivel papel dos microRNAs relacionados a dados
clinicopatologicos através de ensaios celulares de proliferacdo, migracao e
invasdo por meio da transfeccdo de oligonucleotideos em uma linhagem
celular de vulva (SW962).

Identificar os genes alvo dos microRNAs selecionados para analise funcional
por meio de algoritmos de predicao.

Avaliar as expressdes génica e proteica dos alvos selecionados, antes e apos a
transfec¢do, por meio das técnicas de PCR quantitativo em tempo real,
Western Blot e imunofluorescéncia.

Verificar a existéncia de associa¢do entre a expressao proteica dos alvos dos
microRNAs selecionados para analise in vitro e dados clinicopatoldgicos de

um subgrupo de pacientes por meio da técnica de imunoistoquimica.



DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

“Nao se pode fazer uma omelete sem quebrar os ovos”.

Provérbio Francés
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Figura 3 — Delineamento exprimental do projeto
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“O sucesso ¢ ir de fracasso em fracasso sem perder entusiasmo”.

Winston Churchill
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3 ARTIGOS

3.1 ARTIGO #1: MICRORNA PORTRAITS IN HUMAN VULVAR

CARCINOMA

de Melo Maia B, Lavorato-Rocha AM, Rodrigues LS, Coutinho-Camillo CM, Baiocchi G,
Stiepcich MM, Puga R, de A Lima L, Soares FA, Rocha RM. MicroRNA portraits in human
vulvar carcinoma. Cancer Prev Res (Phila). 2013 Nov;6(11):1231-41. doi: 10.1158/1940-

6207.CAPR-13-0121. Epub 2013 Sep 18.

Research Article

microRNA Portraits in Human Vulvar Carcinoma rg

Beatriz de Melo Maia®, André Mourdo Lavorato-Rocha’, Lara Sant'Ana Rodrigues”,
Claudia Malheiros Coutinho-Camillo”, Glauco Baiocchi®, Monica Maria Stiepcich?®,
Renato Puga®, Leandro de A. Lima®, Femando Augusto Soares', and Rafael Malagoli Rocha'

Abstract

Unregulated expression of microRMNAs is well known and has already been demonstrated in many tumor
types. However, in vulvar carcinoma this field has been unknown territory. Our study characterizes
microRMA in vulvar tumors through an expression profile of 754 miRMAs, relating this with dlinical and
anatomopathologic data, and presence of HPV infection. Twenty HPV-negative and 20 HPV-positive
samples, genotyped for high-risk HPVs (HPV16, 18, 31, 33) and a pool of seven normal vulvar skin
samples were used for the identification of differentially expressed miRNAs by TLDA Quantitative Real Time
PCR (qRT-PCR). Twenty-five differentially expressed microRMAs between HPV-positive and HPV-negative
groups and 79 differentially expressed on the tumor compared with normal samples were obtained. A
network between microRNA expression profiles and putative target mRNAs predicted by target prediction
algorithms and previously demonstrated as relevant in vulvar carcinomas, such as TP53, RE, PTEN, and
EGFR was constructed. Downregulation of both miR-223-5p and miR-19-b1-5p were correlated with
the presence of lymph node metastasis; downregulation of miR-100-3p and miR-19-b1-5p were comrelated
with presence of vascular invasion; overexpression of miR-519b and miR-133a were associated with
advanced FIGO swaging. In conclusion, our study demonstrates that microRNAs may be clinically
important in vubvar carcinomas and our findings may help for further studies on functional implications
of miRNA deregulation in this type of cancer. Cancer Prev Res; 6(11); 1231-41. ©2013 AACR.
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3.2 ARTIGO #2: MIR-223-5P WORKS AS AN ONCOMIR IN

VULVAR CARCINOMA BY TP63 REGULATION

de Melo Maia B, Rodrigues LS, Akagi EM, Amaral NS, Ling H, Monroig P, Soares FA, Calin
GC, Rocha RM. MiR-223-5p works as an oncomiR in vulvar carcinoma by TP63 regulation.

— Submetido ao jornal Oncotarget (11 de janeiro de 2016).

MiR-223-5p works as an oncomiR in vulvar
carcinoma by TP63 regulation

(Running title: MiR-223-5p works as an oncomiR in vulvar carcinoma)
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CONCLUSOES

“Desistir... Eu ja pensei seriamente nisso, mas nunca me levei realmente a sério; ¢
que tem mais chao nos meus olhos do que o cansago nas minhas pernas, mais
esperanca nos meus passos, do que tristeza nos meus ombros, mais estrada no meu
coracao do que medo na minha cabecga”.

Cora Coralina
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4 CONCLUSOES

Hé uma expressao diferencial de 79 microRNAs na comparagao entre tecido
tumoral e nao-tumoral, sendo todos os microRNAs menos expressos nos tumores.

Dentre os microRNAs analisados, 25 deles estdo diferencialmente expressos
na comparacao entre tumores dos grupos HPV positivos e HPV negativos.

A alteracao da expressao de microRNAs em cancer de vulva esté relacionada
a caracteristicas clinicas das pacientes. A diminuicao da expressao dos microRNAs
miR-223-5p ¢ miR-19-b1-5p foram correlacionadas com a presenga de metéstase
linfonodal nas pacientes, enquanto a diminui¢ao da expressao dos microRNAs miR-
100-3p e, novamente, miR-19-b1-5p foram correlacionadas com invasao vascular; ja
o aumento de expressao dos microRNAs miR-519b e miR-133a foi associado com
estadiamentos FIGO mais avancados (FIGO IIIA, IIIB, IIIC).

A expressao dos microRNAs obtidos na analise de associacdo com dados
clinicopatolégicos em amostras de tecido a fresco pela técnica de PCR quantitativa
em tempo real com sondas especificas concordou com os resultados de expressao
obtidos pela técnica de TLDA para trés dos cinco microRNAs (miR-19b-1-5p, miR-
133a e miR-223-5p).

Hé uma importante interagao entre microRNAs diferencialmente expressos na
comparagdo tumor versus borda normal adjacente (n=79) ¢ RNAs mensageiros alvo
com relevancia na carcinogénese vulvar, tais como TP53, RB, PTEN e EGFR.

A adicdo de miR-223-5p miméticos as células SW962 por meio de

transfecgdo transiente culmina com diminuigdo das taxas de proliferagdo e migragao
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celulares e, em contrapartida, um aumento do potencial invasivo destas células.
Neste sentido, sugerimos que este microRNA esteja relacionado com maior
agressividade loco-regional do que capacidade metastatica dos tumores de vulva. E
possivel que esta relagdo possa ser, pelo menos em parte, devido a desregulagao da
via molecular do TP63.

Apods analise in silico de potenciais alvos do miR-223-5p, TP63 foi
selecionado por meio dos algoritmos de predigdo miRWalk, Diana mT e miRanda.
Nossa busca sugeriu que a regido 3’UTR do mRNA de TP63 contém um sitio de
ligacdo complementar a sequéncia semente do miR-223-5p.

O microRNA miR-223-5p foi demonstrado por afetar a expressdo de p63,
tanto a nivel de proteina (por Western Blot) quanto mRNA (por qRT-PCR).

Foi verificada a existéncia de associagdo entre a expressao proteica dos alvos
dos microRNAs selecionados para analise in vitro e dados clinicopatologicos de um
subgrupo de pacientes por meio da técnica de imunoistoquimica. A diminui¢do da
expressdo de p63 em amostras de pacientes foi associada com maior invasao tumoral
e menor sobrevida global das pacientes.

Nosso estudo demonstrou que microRNAs podem ser clinicamente
importantes em carcinomas vulvares e que sua desregulagdo parece ser importante na
carcinogénese vulvar. Além disso, nossos resultados mostram um microRNA em
particular, miR-223-5p, como tendo papel importante na regulacdo de expressio

génica relacionada a valor prognostico em carcinoma de vulva.
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"A maior recompensa para o trabalho do homem nao € o que ele ganha com isso,
mas o que ele se torna com isso."

John Ruskin
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