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RESUMO: Os RNAs longos ndo codificantes (IncRNAs) pertencem a classe dos RNAs nao
codificantes (ncRNAs), com capacidade de interagir com outras biomoléculas. Os IncRNAs
podem estar desregulados em cancer agindo como supressores de tumor ou oncogenes. Tendo
em vista que nao ha relatos na literatura quanto a participag¢ao dessas biomoléculas em cancer
de pénis (CaPe), o presente estudo teve como objetivo identificar através de ferramentas in
silico, IncRNAs que regulam miRNAs diferencialmente expressos, avaliados em amostras de
pacientes com CaPe e a sua relagdo com fatores de pior progndstico. Participaram desta
pesquisa 08 pacientes com diagndstico de CaPe, e como amostra controle 04 pacientes com
fimose. As amostras foram submetidas a analise de microarray na Plataforma Affymetrix, a
fim de obter a andlise diferencial dos microRNAs (miRNAs). Foram utilizadas ferramentas in
silico para identificagdo dos IncRNAs que regulam os miRNAs, assim como a validagdo dos
dados de expressdo. Selecionamos 22 miRNAs diferencialmente expressos em caracteristicas
clinico-patologicas para pesquisa dos IncRNAs que os regulam. Dentre os miRNAs
selecionados, quatro (miR-23b-3p, miR-455-3p, miR-145-5p e miR-200c-3p) sdo regulados
por nove IncRNAs (GASS, NEAT1, MALATI1, SNHG16, KCNQ1OT1, MEG3, LINC00667,
XIST e SNHG22). Quanto a validacao dos alvos, foi realizada a comparagdo com Carcinoma
de Células Escamosas de Cabeca e Pescoco (CCECP) na ferramenta UALCAN, em que
verificou-se que apenas miR-570-5p possui expressdo diferente entre CaPe e CCECP.
Utilizando a mesma ferramenta realizou-se a andlise de expressao dos IncRNAs, identificando
assim que MEG3 e XIST possuem baixa expressao em CCECP. Esses dados constituem uma
contribuicao significativa, fornecendo insights que apontam para a necessidade de
investigacoes futuras, em CaPe, visando esclarecer de forma mais aprofundada o papel dos
IncRNAs nessa neoplasia maligna. Além disso, os dados apontam para potenciais

biomarcadores e alvos terapéuticos para CaPe.

Palavras-chave: ncRNAs, carcinoma peniano, ceRNAs, alvos terapéuticos



ABSTRACT: Non-coding long RNAs (IncRNAs) belong to the class of non-coding RNAs
(ncRNAs) with the ability to interact with other biomolecules. LncRNAs can be dysregulated
in cancer, acting as either tumor suppressors or oncogenes. Given the lack of literature reports
on the involvement of these biomolecules in penile cancer (CaPe), the present study aimed to
identify, through in silico tools, IncRNAs that regulate differentially expressed miRNAs
evaluated in samples from patients with CaPe and their relationship with worse prognosis
factors. Eight patients diagnosed with CaPe participated in this study, with four patients with
phimosis serving as control samples. The samples underwent microarray analysis on the
Affymetrix platform to obtain the differential analysis of microRNAs (miRNAs). In silico
tools were used to identify IncRNAs that regulate miRNAs, as well as to validate expression
data. We selected 22 differentially expressed miRNAs based on clinical-pathological
characteristics for the investigation of the IncRNAs that regulate them. Among the selected
miRNAs, four (miR-23b-3p, miR-455-3p, miR-145-5p, and miR-200c-3p) are regulated by
nine IncRNAs (GASS5, NEAT1, MALAT1, SNHG16, KCNQI1OT1, MEG3, LINC00667,
XIST, and SNHG22). Regarding target validation, a comparison with Squamous Cell
Carcinoma of Head and Neck (SCCHN) in the UALCAN tool revealed that only miR-570-5p
has different expression between CaPe and SCCHN. Using the same tool, the expression
analysis of IncRNAs was performed, identifying that MEG3 and XIST have low expression in
SCCHN. These data constitute a significant contribution, providing insights that underscore
the need for future investigations in CaPe to elucidate the role of IncRNAs more thoroughly in
this malignant neoplasm. Additionally, the data suggest potential biomarkers and therapeutic

targets for CaPe.

Keywords: ncRNAs, biomarkers, ceRNAs, therapeutic targets
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1. INTRODUCAO

Dos diferentes tipos tumorais que acometem o sexo bioldgico masculino, o cancer de
pénis (CaPe) ¢ um dos que se destacam pelo seu alto indice de letalidade (Lucca, 2020), em
especial em paises em desenvolvimento (Vieira et al., 2020). O Brasil tem uma das maiores
taxas de incidéncia desta neoplasia no mundo, esse tipo de tumor representa 2% de todos os
tipos de canceres que atinge a populagdo masculina, sendo mais frequente nas regides Norte e
Nordeste (INCA, 2021).

A infecgdo por Papilomavirus Humano (HPV) ¢ um importante fator de risco para o
CaPe, no qual a prevaléncia de infeccao pelo virus varia de 25 a 85%, dependendo do tipo de
amostra e do método de deteccdo de HPV (Bernhard et al, 2021). O HPV-16 ¢ o tipo mais
frequentemente detectado em canceres HPV-positivos (68,7%) e o HPV-6 foi o segundo tipo
mais comum de cancer invasivo (3,7%) (Alemany et al., 2016).

Em relagdo aos fatores de pior prognoéstico, a metastase linfonodal ¢ o principal fator
de reducdo de sobrevida global de pacientes com CaPe invasivo, além disso, fatores como
grau, tipo histolégico, embolizacdo linfovascular e estdgio e invasdo perineural, foram
relacionados a um pior prognoéstico da doenga (Calmon et al., 2011).

A linfadenectomia inguinal ¢ considerada terapéutica para pacientes com metastase em
linfonodos, e profilatica para aqueles com tumor primdrio com pelo menos um fator de risco
para envolvimento de linfonodos. Embora seja uma técnica muito utilizada para o tratamento
desta neoplasia maligna, esse procedimento ¢ muito invasivo, causando diversas
consequéncias negativas para os pacientes (Aita et al., 2016; Koifman, 2022). Apesar do CaPe
ser um problema de saude global, principalmente em paises em desenvolvimento, o
conhecimento sobre a etiologia e o perfil gendmico do CaPe ¢ bastante limitado, sobretudo
devido a exiguidade de casos em paises desenvolvidos.

Atualmente, tem sido amplamente aceito em varios tipos de cancer que em diferentes
estagios podem possuir perfis de expressdo de microRNA (miRNAs) individuais, e esses
detém grande potencial em serem biomarcadores moleculares de diagnostico, e também
podem revelar novas vias de sinaliza¢do relacionadas com a carcinogénese e progressao de
alvos moleculares terapéuticos (Zhang et al., 2015).

Os miRNAs sdo pequenos RNAs de fita simples de 18 a 25 nucleotideos de
comprimento, essas biomoléculas exercem diversas func¢des biologicas, como;
desenvolvimento, diferenciacdo de células-tronco e identidade tecidual através da regulagdo
negativa de transcritos de RNA mensageiro (mRNA) (Lopez-Urrutia et al., 2019). Além

disso, os miRNAs podem participar de forma indireta no desenvolvimento do cancer,
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regulando fungdes celulares a fim de induzir a respostas a estimulos externos, tais como:
hipoxia e estresse oxidativo (Tuli et al., 2022). Hé relato na literatura que demonstra que um
unico miRNA pode regular componentes de multiplas vias. Além disso, estas biomoléculas
podem ser reguladas por outras RNAs nao codificantes (ncRNAs), como os RNAs longos nao
codificantes (IncRNAs) (Lu et al., 2018).

Os IncRNAs desempenham um papel crucial na regulacdo génica, interagindo com
os miRNAs no citoplasma (Ma et al., 2018). A hipétese do RNA competidor endogeno
(ceRNA) sugere que alguns IncRNAs atuam como esponjas de miRNAs, atenuando os efeitos
sobre os mRNAs. Muitos IncRNAs possuem locais de ligacao especificos para miRNAs,
regulando com precisdo a expressdo de genes que codificam proteinas. Ao funcionar como
ceRNAs, os IncRNAs sequestram miRNAs, impedindo sua regulagdo sobre os mRNAs-alvo.
Essas interagdes revelam uma complexidade significativa na regulacdo génica (Seo ef al.,
2020).

A interacdo IncRNA-miRNAs tém impactos significativos no cancer quando estas
moléculas encontram-se desreguladas. Um exemplo elucidativo dessa intera¢dao ¢ observado
no cancer de colon, onde o IncRNA H19 se encontra superexpresso em tecidos e linhagens
celulares tumorais, enquanto a expressao de miR-138 se encontra notavelmente reduzida em
comparacdo com tecidos normais. Esses achados foram validados em ensaios de
silenciamento de H19, que resultou em um aumento significativo da expressdo de miR-138
(Yang et al., 2021).

Essa complexa interagdo evidencia ndo apenas a sofisticacdo da rede regulatoria
envolvendo IncRNAs e miRNAs, mas também sugere implicagdes importantes na patogénese
do céncer, enriquecendo o entendimento das bases moleculares subjacentes a essa doenca. E
imperativo investigar minuciosamente a interacdo dessas biomoléculas em relagcdo ao CaPe,
dada a lacuna substancial de informagdes que persistem nos processos moleculares que
contribuem para o desenvolvimento dessa neoplasia maligna (Salazar, 2022). Neste contexto,
a pesquisa com CaPe ¢ essencial para preencher essas lacunas de conhecimento, permitindo
uma compreensao mais completa dos mecanismos envolvidos no CaPe e, potencialmente,

identificar biomarcadores e alvos terapéuticos promissores.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral:

Identificar RNAs longos ndo-codificantes que regulam miRNAs diferencialmente

expressos em amostras de pacientes com cancer de pénis.
2.2. Objetivos especificos:

e Analisar o perfil de expressdo de miRNAs por microarranjos em amostras tumorais e
nao tumorais de um grupo externo com fimose;

e Relacionar a expressdo dos miRNAs com fatores de pior progndstico (metastase
linfonodal, invasdo perineural e estadiamento);

® Analisar por bioinformatica os RNAs longos ndo codificantes que regulam os
miRNAs diferencialmente expressos;

e Validar a expressdo génica dos alvos observados através de dados do The Cancer
Genome Atlas (TCGA) em Carcinoma de C¢lulas Escamosas de Cabeca e Pescoco
(CCECP);

o Comparar os dados do TCGA com o que tem descrito na literatura.

3. REFERENCIAL TEORICO
3.1 Epidemiologia do Cancer de Pénis

Segundo a International Agency for Research on Cancer (IARC), em 2020, o CaPe
apresentou cerca de 36.068 casos e 13.211 6bitos, ocupando a 30? posicdo em incidéncia e a
31* em ntimero de 6bitos comparado com outros tipos tumorais. Na Europa e nos EUA, a
incidéncia dessa patologia ¢ de 0,1 a 0,9 por 100.000 homens (Vinueza-Obando et al., 2022),
a incidéncia ¢ considerada baixa em comparagdo com paises em desenvolvimento, como
Africa, Asia e América do Sul, onde o CaPe pode representar até 10% a 20% de todas as
neoplasias malignas em homens (Engelsgjerd; Lagrange 2022).

Em territorio brasileiro, o CaPe configura aproximadamente 2,1% de todos os tumores
em homens, registrando portanto uma incidéncia de 5,7 casos por 100.000 homens por ano
(Montes; Garcia-Perdomo, 2017). Coelho et al., (2018) apontam que essa neoplasia maligna

estd mais presente nas regides Norte e Nordeste do pais, devido a desigualdade social e a
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extrema pobreza desses locais, Ressalta-se ainda que o estado do Maranhdo apresenta o maior
nimero de casos desse tipo tumoral, com incidéncia de 6,15/100.000. De acordo com o
Ministério da Saude, no periodo de 1992 a 2007, foram realizadas 6.716 penectomia no
Brasil, sendo 419 somente no estado do Maranh3ao.

Cabe evidenciar que as altas taxas de CaPe esté relacionada com diversos fatores de
risco que podem desencadear esse cancer, a saber: historico de fimose, balanite, inflamagao
crOnica, trauma peniano, falta de circuncisdo, uso de tabaco, liquen escleroso, higiene
precaria, zoofilia e historico de Infecgdes Sexualmente Transmissiveis (IST), especialmente a
infeccao pelo HPV (Engelsgjerd; Lagrange 2022; Vieira et al., 2020).

Sobre a infeccdo do HPV em CaPe, a frequéncia de casos positivos varia de acordo
com a regido, a Asia possui uma taxa de 41,9% , ja na Africa a taxa aumenta para 87,5%
(Sand ef al., 2018). Em uma revisdo sistematica e metanalise, foi observado que o DNA do
HPYV esta presente em 42,0% dos casos de CaPe no Brasil, com maior prevaléncia do HPV 16,
seguido pelo HPV18, HPV11, HPV6 e HPV45 (Peder ef al., 2018). Além disso, ¢ observado
que, as taxas elevadas de infec¢do pelo HPV em casos de CaPe sdo mais predominantes nas
regidoes Nordeste (79%) e Norte (54%) (Libanio ef al., 2022). Em um trabalho realizado no
Maranhdo, a frequéncia de HPV em homens com CaPe foi superior a 80% (Pinho et al.,
2020). Essas disparidades regionais podem ser explicadas em grande parte por fatores
socioecondmicos, como acesso limitado a educacdo sexual, servigos de satde precarios e

conscientizacao insuficiente sobre o HPV (Hirth, 2018).
3.2 Caracteristicas Histopatologicas

O CaPe pode ser identificado pela presenca de lesdes localizadas na regido da glande
ou no prepucio. As lesdes costumam surgir como massas exofiticas cinza esbranquigadas, ou
podem ser planas de cor avermelhada como massas ulceradas. Estes tumores possuem
crescimento lento nas laterais e ao longo da superficie da pele do 6rgdo e frequentemente
cobrem toda a glande ou prepucio antes de invadir o corpo e a haste (Engelsgjerd; Lagrange
2022).

Para a determinacdo do estdgio de desenvolvimento tumoral, emprega-se a
classificagdo TNM (Tumor, Linfonodos, Metéstase), conforme a tltima revisao 8* Edi¢ao da
publicacdo da American Joint Committee on Cancer (AJCC) em 2017 conforme tabela 01
(AMIN, 2017). O sistema TNM avalia o tamanho e a extensdo do tumor primadrio, os

linfonodos afetados e a presenca de metastases a distancia (Reis et al., 2010).
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Tabela 01- Sistema de classificacado TNM

T Tamanho do tumor e grau de Infiltracao

Tx Tumor primario nao pode ser avaliado

TO Nao ha evidéncia de tumor primario

Tis Carcinoma in situ

Ta Carcinoma ndo invasivo verrucoso.

T1 Tumor invade o tecido conectivo subepitelial
T1a. Tumor invade o tecido conectivo subepitelial sem invasdo linfovascular e ndo ¢ pouco
diferenciado ou indiferenciado
T1b. Tumor invade o tecido conectivo subepitelial com invaséo linfo vascular ou € pouco
diferenciado ou indiferenciado

T2 Tumor invade o corpo esponjoso com ou sem invasdo da uretra

T3 Tumor invade o corpo cavernoso com ou sem invasdo da uretra

T4 Tumor invade estruturas adjacentes

N Situacio dos linfonodos regionais

Nx Linfonodos regionais ndo podem ser avaliados.

NO Auséncia de metastase em linfonodos regionais.

N1 Metastase em um unico linfonodo regional superficial.

N2 Metastase em linfonodos multiplos ou bilaterais inguinais superficiais.

N3 Metastase em linfonodos regionais inguinais profundos ou pélvicos, uni ou bilaterais.

M Metastases a distancia

Mx A presenca de metastase a distancia ndo pode ser avaliada

MO Sem evidéncias de metastases a distancia

M1 Metastases a distancia

Fonte: American Joint Committee on Cancer (AJCC)

Os fatores de pior progndstico de maior impacto na diminui¢do da sobrevida de

pacientes com CaPe, ¢ a presenca e extensdo do envolvimento dos linfonodos inguinais (Aita,

et al, 2016). Cerca de 10-25% dos pacientes com exame fisico negativo apresentam

micrometastases na analise histopatologica da linfadenectomia inguinal (Azevedo et al.,

2021). A invasdo perineural ¢ um outro fator de pior progndstico para CaPe, estudos indicam

que pacientes com CaPe possuem maior risco de desenvolver metastases de linfonodos

inguinais (MLIs) (Gonzaga-Silva et al., 2012).
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3.3 Tratamento do cincer de pénis

O tratamento utilizado para pacientes com CaPe com metéstase incluem esquemas
com paclitaxel, ifosfamida e cisplatina (TIP). Todavia, a eficacia desses agentes foi
recentemente contestada e as taxas de sobrevida global ndao excedem doze meses
(Vinueza-Obando et al., 2022). As recomendagdes atuais para o tratamento cirargico
permitem margens tumorais negativas muito estreitas, desde que uma excisdo completa do
tumor seja alcangada, em casos de tumores superficiais a glande deve ser poupada, isso pode
ser alcancado usando quimioterapia ou imunoterapia focal, ablagdo a laser, radioterapia ou
cirurgia, como a penectomia parcial ou total (Walther Hackenberg, et al., 2018).

A penectomia parcial ¢ indicada no CaPe envolvendo a haste que ndo pode ser
tratada de forma minimamente invasiva, abrange a ressec¢do proximal ao tumor e a
terminalizagdo da uretra e dos corpos. Esse tratamento, oferece baixas taxas de recorréncia de
menos de 10% e permite uma melhor preservag¢do da fun¢do peniana, permanecendo assim o
padrdo de tratamento para pacientes com doenca contida na haste peniana (O’Neill et al.,
2020). Ja a penectomia total ¢ indicada na maioria dos tumores penianos em estagio de T3 e
T4, embora também possa ser necessaria no estagio T2, a penectomia total envolve a excisdo
do pénis ou préximo ao ligamento suspensor, conservando 0s corpos cavernosos proximais
(O’Neill et al., 2020). Apesar da penectomia ser considerada a terapia padrao ouro para o

cancer de pénis, seus efeitos fisicos e psicossociais sdo devastadores (Vieira ef al., 2020).
3.4 Bases moleculares do cincer

Diversos fatores podem influenciar a célula cancerigena a ndo sofrer apoptose,
fazendo com que as vias, quando desreguladas, mantenham o funcionamento caético,
desestabilizando o microambiente celular, e proporcionando o crescimento desenfreado com
fungdes e genoma diferentes das células normais (Fouad; Aanei 2017). Lucca (2020), relata
que o processo de carcinogénese ¢ caracterizado pelo crescimento desordenado das células
tumorais, além de adquirirem particularidades que as possibilitam o processo de proliferacao,
assim migram para diferentes regides do corpo humano, dando inicio a metéstase.

Estudos em diversos tipos de cancer t€ém demonstrado que alteragdes epigenéticas
podem desempenhar um papel importante na progressao da doenga (Copeland et al., 2010;
Nebbioso et al, 2012; Kuasne et al., 2013). Todavia, a compreensdo das alteragdes
moleculares, tanto genéticas quanto epigenéticas, do CaPe ainda estdo em estdgio inicial.

As modificagdes epigenéticas sdo alteracdes na qual podem ser revertidas através da

metilagdo e/ou desmetilacdo do DNA e modificagdes nas histonas, portanto ndo estdo
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associadas a alteragdes na sequéncia do DNA (Baylin; Jones 2011; Herceg et al., 2011).
Dentre as modificagdes epigenéticas, destaca-se os RNAs ndo codificantes (ncRNAs), os
quais sdo importantes biomoléculas que desempenham um papel fundamental na regulagao
da expressdao génica . A desregulacdo dos ncRNAs pode levar ao desenvolvimento de
doengas, como o cancer (Musavi Shenas ef al., 2019).

Os grupos de ncRNAs tém fungdes distintas na regulagdo gé€nica e na organizagdo da
cromatina (Wang e Chang, 2011). Muitos ncRNAs ainda ndo possuem funcdo definida. Mas
alguns deles podem atuar tanto como oncogenes quanto como supressores de tumor,
desempenhando um papel crucial no controle do inicio e da progressao do cancer.
Adicionalmente, muitos ncRNAs podem ser liberados das células cancerigenas para o sangue
ou para a urina, e isso tem implicagdes significativas na area diagnodstica e progndstica, no
qual, podem servir como marcadores valiosos para o diagndstico de cancer ou indicadores
importantes para prever o prognostico da patologia (Yan; Bu, 2021). Portanto, a compreensao
do papel da desregulacdo dos ncRNAs em CaPe ¢ importante para o desenvolvimento de

novas terapias.
3.5 RNAs nio codificantes em Cancer de Pénis

Os ncRNAs por muitos anos foram vistos como “DNA lixo” essas biomoléculas sdo
classificadas conforme o seu tamanho, quando apresentam até 200 nucleotideos de
comprimento, sao considerados pequenos RNAs ndo codificantes (sncRNA). Enquanto
aqueles com mais de 200 nucleotideos sdo denominados de RNAs longos nao codificantes
(IncRNA). Destaca-se dentre os sncRNAs, os miRNAs, piRNAs e os snoRNAs (Small
nucleolar RNASs) (Zhou et al., 2021; Pinho et al., 2022).

Estudos sugerem que os ncRNAs, apresentam interesse na pesquisa molecular, devido
ao seu potencial como biomarcador, em varias doencas humanas, inclusive no cancer (Dsouza
et al., 2021). Verifica-se que diversos miRNAs participam diretamente do processo patologico
do céncer, atuando como oncogenes (oncomiRs) ou supressores tumorais (tsmiRs) (Geng et
al., 2022).

Os IncRNAs, por sua vez, quando desregulados podem afetar processos celulares como
proliferagdo, migragdo, invasao, transi¢do epitelial-mesenquimal (EMT) e apoptose (Chen et
al., 2017; Matos et al., 2022). Os IncRNAs podem estar envolvidos na regulacdo epigenética
da expressdo de proteinas e desempenhar funcdo em uma série de processos fisioldgicos e

patologicos, como a carcinogénese de varios canceres humanos (Hosseini ef al., 2017).
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Os IncRNAs sao transcritas pela RNA polimerase II e compartilham semelhangas
estruturais com os mRNAs, incluindo uma capa de metil-citosina na extremidade 5' e uma
cauda de poli-adenina (poli-A) na extremidade 3'. Essa estrutura sugere que os IncRNAs
podem ser transcritos e processados de maneira semelhante aos mRNAs (Zhang et al., 2019;
Liu et al, 2021).

Essas biomoléculas, podem ser classificadas com base em sua posi¢do em relacdo aos
genes codificadores de proteinas, o que nos oferece uma perspectiva de suas fungdes e
origens. Essas classificagdes incluem: 1) IncRNA-sense: transcritos no mesmo sentido dos
genes codificadores de proteinas. ii) IncRNA-antisense: transcritos na fita oposta aos genes
codificadores de proteinas. iii) IncRNA-bidirecional: transcritos a partir de regides proximas a
genes codificadores de proteinas e em uma direcdo oposta. iv) IncRNA-intronicos: Sao
transcritos dentro dos introns de genes codificadores de proteinas. v) IncRNA-intergénicos:
Sao IncRNAs que estdo localizados na regido entre dois genes codificadores de proteinas, em

regides intergénicas (Figura 1) (Dahariya et al., 2019).

Figura 1- Classificacdo de IncRNAs com base em suas origens gendmicas.

i) IncRNA-sense ii) IncRNA-antisense

IneRNA InecRNA

ili) InecRNA-bidirecional lV) IneRNA-intronico

mRNA
IncRNA mRNA _ g
Promotor InecRNA
— v) IncRNA-intergénico — [— ]?fxon do gene A
— - H Exon do gene B
L A = e
— Promotor
IncRNA -

Fonte: Adaptacao de Liu et al., (2021)

Ghasemi et al, (2020) mostram em seu estudo que os IncRNAs interagem com
miRNAs, mRNAs, proteinas ¢ DNA gendmico, onde atuam como esponjas de miRNAs,

regulando sua expressdo. O efeito esponja ocorre quando um IncRNA se liga a0 miRNAs,
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inibindo a interagdo dos miRNAs com seus alvos no mRNA como demonstrado na figura 2

(Salmena et al., 2011; Zhu et al., 2018).

Figura 2- Interagdo entre IncRNA com microRNA

/—( Interacao IncRNA-miRNAj’ N

Efeito

Fonte: Elaborado pelo autor

Em relagdo aos trabalhos com IncRNAs em CaPe, at¢ o momento apenas o estudo de
Macedo et al., (2020) relatam a participacdo de IncRNAs (LINC00226 e LINC00221) nessa
neoplasia maligna. O que mostra uma lacuna de informagdes sobre essa biomolécula nesse
tipo tumoral. Neste contexto, a presente pesquisa torna-se importante para compreender os

mecanismos envolvidos na carcinogénese em CaPe.

4. METODOLOGIA

4.1 Tipo de estudo e abordagem

O presente estudo ¢ uma pesquisa basica, que tem como finalidade adquirir
conhecimento sobre a interacdo dos IncRNAs ¢ miRNAs em CaPe. Nesse contexto, foi

conduzida uma andlise in silico, caracterizando a pesquisa como de natureza
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exploratdria-descritiva. Além disso, foi utilizado uma abordagem quantitativa, visando uma
compreensdo mais abrangente. Isso contribui para a construgdo de uma base sélida de

conhecimento na area.

4.2 Casuistica
Os dados apresentados s3o oriundos do projeto guarda-chuva intitulado

"IDENTIFICACAO DO PERFIL DE EXPRESSAO DE microRNAS EM AMOSTRAS DE
PACIENTES COM CANCER DE PENIS E SUA RELACAO COM A INFECCAO POR
HPV", aprovado pelo CNPq (MCTI/CNPq N° 01/2016 — Universal — Faixa A). Além disso,
uma parte significativa desses dados fizeram parte da Iniciacdo Cientifica, financiada pela
FAPEMA.

Neste estudo foram selecionados 08 pacientes com diagndstico anatomopatoldgico de
cancer de pénis, que foram submetidos a procedimentos cirtirgicos, nos hospitais de referéncia
em Sdo Luis-MA (Hospital Universitario Presidente Dutra — HU-UFMA e Hospital Aldenora
Belo -HCAB), no periodo de agosto de 2016 a agosto de 2017. Para amostras controles foram
coletadas 04 amostras de pacientes com diagnostico de fimose, mas com nenhum indicio de
malignidade. Esse projeto foi aprovado pelo comité de ética da Universidade Federal do

Maranhao, sob o n°® do CAAE: 43774215.7.0000.5086 e parecer n° 1.093.435.

4.3 Critérios de inclusao

Os pacientes diagnosticados com cancer de pénis nos Hospitais Aldenora Belo e
Universitario Presidente Dutra, em Sao Luis, Maranhdo, ¢ que foram submetidos a
intervengdo cirargica como parte do tratamento. A participagdo na pesquisa exigiu o
consentimento dos pacientes, manifestado através da assinatura do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE), em conformidade com a Resolucdo n.° 196/96 e suas normas

complementares do Conselho Nacional de Saude/MS.

4.4 Critérios de nao inclusao

Foram excluidos do estudo aqueles pacientes que nao atenderam aos critérios de
inclusdo mencionados ou recusaram assinar o TCLE. Além disso, ndo foram incluidos aqueles
que ja haviam iniciado tratamento quimioterapico ou radioterapico. O material tumoral de

cada participante foi codificado para preservar a confidencialidade de seus dados pessoais.
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4.5 Variaveis clinico-epidemiologica

Os pacientes que concordaram em participar deste estudo foram submetidos a uma
entrevista conduzida por um profissional de satde. Nessa entrevista, foi utilizado um
instrumento de pesquisa contendo perguntas sobre idade, profissdo e estado civil. Em relacao
as caracteristicas clinicas, as informagdes foram obtidas a partir dos laudos histopatologicos,
incluindo a localizagdo da lesdo (glande, corpo ou prepucio), o tipo histologico e o

estadiamento clinico-patolégico.

4.6 Analise molecular

Para a analise molecular, foram utilizadas amostras tumorais provenientes de
espécimes cirtrgicas arquivadas em blocos de parafina (FFPE) obtidas dos registros do Setor
de Patologia do HU-UFMA e do HCAB. As laminas foram selecionadas com base nos
pacientes que atendiam aos critérios de inclusdo. Um patologista revisou as amostras e
escolheu os casos que continham pelo menos 70% de células neoplasicas. Os blocos de
parafina referentes as laminas selecionadas foram entdo seccionados em cortes de 10
micrémetros utilizando um micrétomo. Esses cortes foram acondicionados em tubos estéreis e
encaminhados para posterior extracdo de RNA.

O Kit High Pure miRNAs Isolation Kit (Roche Applied Science, UK), foi utilizado
para realizar a andlise da expressdo dos miRNAs, conforme especificacdes do fabricante.
ApOs a extracao foi realizada a leitura da concentracao de RNA no equipamento Nanodrop, €
foram consideradas para andlise molecular as amostras que apresentasse uma razao
A260nm/280nm com valor entre 1,8-2,1 e que apresentasse um input maior que 130 ng em

8ul.
4.7 Identificacio dos miRNAs diferencialmente expressos

Para identificagdo dos miRNAs diferencialmente expressos, foi utilizado a ferramenta
Transcriptome Analysis Console (TAC) v. 3.0. Foram considerados miRNAs diferencialmente
expressos com fold change >2,0 e <-2 e p-value< 0.01.

A andlise do microarray foi realizada no Nucleo de Pesquisa em Oncologia da
Universidade Federal do Pard. Os dados gerados do microarray foram normalizados através
do programa Affymetrix Command Expression Console Software e/ou Transcriptome Analysis

Console (TAC) v. 3.0.
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Para andlise dos RNAs longos ndo codificantes que regulam os miRNAs avaliados foi

utilizado o miRcode (http://www.mircode.org/), ENCORI (https://starbase.sysu.edu.cn/) e

RNAcentral (https://rnacentral.org/). Para analise no ENCORI foram considerados aqueles

IncRNAs presentes em mais de dois tipos de canceres e que apresentaram p-valor <0,05. Foi

considerado para estudo aqueles IncRNAs identificados nas trés ferramentas supracitadas.
4.8 Validacao dos alvos

Para validag¢ao dos alvos foram feitas buscas dos niveis de expressao destes IncRNAs
através da ferramenta ualcan (http://ualcan.path.uab.edu/) utilizando os dados de CCECP
(Carcinoma de Cé¢lulas Escamosas de Cabega e Pescoco). Como forma de comparar esses
dados foi feita uma busca na literatura através de artigos em revistas indexadas, como:

PubMed, Science Direct e Google Scholar.

5. RESULTADOS

5.1 Caracterizacio dos pacientes

Na tabela 02, estdo elencadas as caracteristicas clinico-epidemioldgicas dos
participantes do estudo. A idade média dos pacientes foi de 68 anos, com um desvio padrao
aproximado de 18,65. A idade minima registrada foi de 45 anos, enquanto a méaxima foi de
103 anos. Vale ressaltar que a maioria dos participantes eram casados. Além disso, todos
foram diagnosticados com carcinoma epidermdide e subtipo histoldégico usual. Dos oito

pacientes desta pesquisa, quatro foram diagnosticados com metastase linfonodal.


http://www.mircode.org/
https://starbase.sysu.edu.cn/
https://rnacentral.org/

Tabela 02-Caracterizacio clinico-epidemiologica dos pacientes com cancer de pénis.
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Casos
Variaveis C1 C2 C3 C5 Cé6 C7 C8
Idade
46 45 62 80 76 54 78
Profissao Lavrador Lavrador Aposentado Aposentado Aposentado Lavrador Mecénico Aposentado
Estado civil Casado Casado Casado Casado Casado Casado Solteiro
Glande e Sulco-Balano

Topografia do Tumor Glande Glande Glande Glande Corpo Prepucial Glande
Tipo histologico Usual Usual Usual Usual Usual Usual Usual
pT pT2 pT3 pT3 pTla pT3 pT2 pTla
Tipo de Cirurgia Penectomia Penectomia Penectomia Penectomia Penectomia Penectomia Penectomia Penectomia

Parcial Total Total Parcial Total Parcial Parcial
Linfadenectomia Sim Nao Sim Nao Sim Sim Nao
Metastase Sim Nao Sim Nao Sim Sim Nao
Invasio Perineural Nao Sim Sim Nio Sim Niao Néo

Fonte: Elaborado pelo autor
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Foram analisados a expressdo de miRNAS em amostras de CaPe, no qual foi

comparado as seguintes varidveis: Tumor x Normal; T1 x T2; T3 x T1; T3 x T2, Metéstase

linfonodal (presente x ausente) e Invasdo Perineural (PNI) (presente x ausente). Para este

trabalho, selecionamos os 5 miRNAs que se destacaram quanto aos valores de fold change e

p-valor, como demonstrado na tabela 03.

Tabela 03- miRNAs identificados no microarray diferencialmente expressos

em pacientes com cancer de pénis.

Nivel de expressao Tumor x Normal

miRNAs fold change p-valor Cromossomo
miR-4689 13,3 1,27E-05 Chrl
miR-6808-5p 11,11 0,0052 Chrl
miR-6785-5p 9,79 0,0056 Chrl17
miR-23b-3p -6,71 5,02E-05 Chr9
miR-145-5p -17,28 7,33E-06 Chr5
Nivel de expressao T1 x T2
miR-6819-5p 10,15 0,0019 Chr22
miR-4674 9,19 0,0002 Chr9
miR-6808-5p 9,12 3,38E-05 Chrl
miR-6861-3p -3,16 0,0118 Chr12
miR-570-5p -2,97 0,0007 Chr3
Nivel de expressao T3 x T1
miR-6819-5p 17,08 0,0005 Chr22
miR-200c-3p 12,7 0,0098 Chrl2
miR-6808-5p 11,89 2,20E-06 Chrl
miR-3613-5p -22 0,0045 Chrl3
miR-455-3p -12,51 0,0176 Chr9

Nivel de expressao T3 x T2
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miR-6760-5p 5,05 0,0006 Chrl2

miR-6822-5p 4,28 0,0086 Chr3

miR-6758-5p 4,48 0,0319 Chrl2
miR-572 -2,59 0,0095 Chr4
miR-3921 -4,16 0,0417 Chr3

Invasao Perineural (presente x ausente)

miR-455-3p 22,27 0,0015 Chr9
miR-3613-5p 15,01 0,0003 Chr13
miR-1281 6,9 0,002 Chr22
miR-3197 -10,31 0,0012 Chr21
miR-6824-5p -9,62 0,0004 Chr3

Metastase Linfonodal (presente x ausente)

miR-455-3p 24,63 0,0049 Chr9

miR-1281 7,85 0,0098 Chr22
miR-3162-3p 4,67 0,0058 Chrl1
miR-6768-5p -11,62 0,0018 Chrl6
miR-6819-5p -12,46 0,0026 Chr22

Fonte: Elaborado pelo autor

5.3 Identifica¢ao dos IncRNAs

Para identificacdo dos IncRNAs, foram analisados os 22 miRNAs que se destacaram
quanto aos valores de fold change e p-valor em amostras de CaPe, conforme abordado na
Tabela 3. Para sele¢do dos IncRNAs foram utilizados aqueles IncRNAs que regulavam um
destes 22 miRNAs, e que possuiam informagdes nas ferramentas selecionadas para esta
pesquisa (ENCORI, miRcode e RNA central). De acordo com os critérios de inclusdo
utilizados, foi possivel identificar 9 IncRNAs regulando 4 miRNA. Foi feita a busca na
literatura, das informagdes observadas na andlise in silico, para melhor confiabilidade dos

dados, conforme tabela 04.
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Tabela 04- miRNAs alvos de IncRNAs, identificados nas ferramentas miRcode, ENCORI e

RNAcentral
IncRNAs miRNAs Expressao dos Referéncias
IncRNAs
GASS miR-23b-3p Alta expressao Hao et al.,, 2020
miR-23b-3p Alta expressao Wang et al., 2022
NEAT1
miR-455-3p Alta expressao Liu et al., 2021
miR-145-5p Alta expressao Zhang et al., 2021
MALATI1 miR-23b-3p Alta expressao Yiren et al., 2017
miR-200c-3p Alta expressao Zhuo et al., 2018
miR-23b-3p Alta expressao Jing et al., 2020
SNHG16
miR-455-3p Alta expressao Liuetal, 2021
KCNQI10T1 miR-145-5p Alta expressao Zhong et al., 2021
MEG3 miR-145-5p Alta expressao Zhang et al., 2022
LINCO00667 miR-200c-3p Alta expressao Lietal, 2021
miR-200c-3p Alta expressao Zhang et al., 2020
XIST
miR-455-3p Alta expressao Li; Sun; Zhu, 2020
SNHG22 miR-200c-3p Alta expressao Mao et al., 2021

Fonte: Elaborado pelo autor

5.4 Validac¢ao dos alvos

Os alvos foram validados na ferramenta UALCAN utilizando os dados de Carcinoma
de Células Escamosas de Cabeca e Pescogo (CCECP), visto que esse € o tipo de cancer que
apresenta maior similaridade quanto ao perfil mutacional. No qual foi verificado que apenas

miR-570-5p possui expressao diferente entre CaPe e CCECP (tabela 05).

Tabela 05- Expressdo de miRNAs em amostras de Cancer de Pénis (CaPe) e em Carcinoma
de Células Escamosas de Cabeca e Pescoco ( CCECP)

CANCER DE PENIS CANCER DE CABECA E PESCOCO
miRNAs Expressao Expressao
miR-6808-5p Alta expressdo Alta expressdo
miR-23b-3p Baixa expressao Baixa expressao



miR-145-5p
miR-4674
miR-570-5p
miR-200c-3p
miR-3613-5p

miR-455-3p

Baixa expressao
Alta expressdo
Baixa expressao
Alta expressao
Alta expressdo

Alta expressdo

Baixa expressao
Alta expressdo
Alta expressao
Alta expressdo
Alta expressdo

Alta expressdo
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Quanto aos IncRNAs,

Fonte: Elaborado pelo autor

nota-se que dois deles possuem baixa expressdo, quando

comparado com tumor x normal em CCECP, a saber: MEG3 e XIST (figura 03), embora nao

houvesse diferenca estatistica.

Figura 03- IncRNAs diferencialmente expressos em amostras Normais x Tumorais em

Carcinoma de Células Escamosas de Cabeca e Pescogo ( CCECP)
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Fonte: https://ualcan.path.uab.edu/cgi-bin/ualcan-res-Inc.pl - A- SNHG16 super expresso; B- KCNQ1OT!1 super
expresso; C- MALAT1 super expresso; D- MEG3 baixo expresso (ndo apresenta diferenca estatistica); E-
LINCO00667 super expresso; F- XIST baixo expresso (ndo apresenta diferenca estatistica); G- SNHG22 super
expresso; H- GASS super expresso e I- NEAT1 super expresso.

6. DISCUSSAO

Os dados elencados neste trabalho demonstram que os miRNAs encontram-se
associados a diferentes fatores de pior prognostico em CaPe. Alguns destes miRNAs ja foram
observados alterados em outros tipos de tumores, a exemplo de miR-455-3p, o qual se
comportou como um oncomiR neste estudo, em especial em pacientes com metéastase
linfonodal, dados semelhantes foram observados no estudo de Wang et al., (2021), o qual
trabalhou com cancer colorretal.

Nesta pesquisa também observamos miRNAs com comportamento de tsmiR, como o
miR-145-5p, cujos dados corroboram com os trabalhos realizados anteriormente com CaPe
(Pinho et al., 2021; Zhang et al., 2015) e com outros tumores, como cancer de bexiga, cancer
de mama, cancer cervical, cancer renal e cancer gastrointestinal (Cheng et al., 2022).

Ressaltamos também a participagdo de miRNAs com expressao alterada em pacientes
com invasdo perineural, no qual foram identificados 3 miRNAs com expressdo aumentada e 2
com baixa expressdo (tabela 03). Dentre os miRNAs superexpressos o0 miR-3613-5p, ja foi
abordado em adenocarcinoma pulmonar, promovendo a proliferacdo celular e atuando como
um regulador chave das vias NF-kxB/RELA (He et al., 2020).

Na identificagdo dos IncRNAs, foi possivel notar que miR-23b-3p ¢ regulado por 4
IncRNAs (GASS5, NEAT1, MALATI1 e SNHG16) (tabela 04). De acordo com a literatura,
MALAT1 desempenha um papel crucial na resisténcia quimioterapica do cancer gastrico
(CG), atuando como um ceRNA de miR-23b-3p. Esse mecanismo promove a autofagia e
inibe a regula¢do de miR-23b-3p sobre a proteina alvo ATG12. Isso, por sua vez, resulta em
um aumento nos niveis de ATG12, contribuindo para a resisténcia quimioterapica associada a
autofagia (Jing et al., 2020).

Quanto ao NEATI, essa biomolécula ja foi relatada em diversos canceres, a saber:
cancer de prostata (Wen et al., 2020), cancer colorretal (Zhang et al., 2018), cancer de figado
(Kou et al., 2020), cancer papilifero de tireoide (Sun ef al., 2021) e cancer de es6fago (Du;
Xu; Yin, 2022). A alta expressdao de NEAT1 em células cancerigenas promove o crescimento
celular, migragdo e invasao e inibe a apoptose celular (Li et al., 2021).

O miR-145-5p ¢ alvo de regulagdo por trés IncRNAs (MEG3, MALATI e
KCNQI1OT1) (tabela 04). MALAT1 atua como um ceRNA do miR-145-5p, essa interagdo
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inibe a fung¢do de supressdo tumoral deste miRNAs, resultando, por conseguinte, na promog¢ao
da proliferacdo celular, migracdo e invasdo em cancer de prostata (CaP) (Zhang et al., 2021).
KCNQI1OTI1 também ¢ capaz de alvejar miR-145-5p em cancer gastrico (CG) (Zhong et al.,
2021). Em cancer de bexiga (CB), atua como ceRNA de miR-145-5p, o qual regula PCBP2,
este por sua vez, ja foi correlacionado com fatores de pior progndstico em adenocarcinoma
ductal pancreatico (ADP) (Wang et al., 2019).

miR-200c-3p também foi um dos miRNAs regulado por IncRNAs, de acordo com esta
pesquisa. Zhuo et al., (2018), abordaram que a via MALAT1/miR-200c-3p/ZEB1, quando
alterada, pode estar envolvida em mecanismos que desencadeiam a metastase em ADP. Um
outro IncRNA que regula miR-200c-3p ¢ o LINC00667, quando alvejado miR-200c-3p fica
impedido de regular o gene piruvato desidrogenase quinase 1 (PDK1), em colangiocarcinoma
(CCA) (Liet al, 2021).

XIST ¢ outro ceRNA que interfere na expressao de miR-200c-3p, onde promove a
quimiorresisténcia de células de cancer de mama (CM) a doxorrubicina, cujo silenciamento
interfere na regulagdo da proteina alvo anilina (ANLN) (Zhang et al., 2020). Além disso,
verifica-se na pesquisa de Mao et al.,, (2021), que miR-200c-3p ¢ regulado por SNHG22, em
que aumenta a expressao de Notchl (notch receptor 1), promovendo assim a proliferagdo e
invasdo de células de CG.

miR-455-3p ¢ alvejado por 3 IncRNAs, evidéncias mostram que o eixo
XIST/miR-455- 3p/BTG2 inibe a progressdo maligna do carcinoma de células escamosas
orais (CCEO) (Li; Sun; Zhu, 2020).

Em relagdo a validacao dos dados de expressao de miRNAs, com o uso da ferramenta
Ualcan, foi possivel observar uma alta similaridade dos dados de expressao, nos dois tipos de
cancer. Ressaltamos também que a comparacdo dos dados de expressdo de expressdo dos
IncRNAs, assim como a interagdo dos IncRNas e microRNAs, conforme observado na
literatura em outros tipos de tumores, demonstram que a ferramenta utilizada pode fornecer
uma precisdo nos dados, em especial quando na tomada de decisdo da escolha de algum
biomarcador para ser analisado in vitro.

Essas analises, possibilitam novos insights para trabalhos futuros que visam identificar
a relagao IncRNA-miRNAs em CaPe, o que possibilita um melhor entendimento no processo
de carcinogénese, além de poderem ser potenciais alvos terapéuticos. Pesquisas recentes
mostram que os IncRNAs podem ser utilizados em 4 formas de terapias para o controle de
cancer: a saber: oligonucleotideos antisense (ASOs), CRISPR/Cas9, transfeccdo por

interferéncia de RNA (RNA1) e nanomedicina (Jiang et al., 2019).
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O silenciamento de MALAT1 por ASOs inibiu significativamente o crescimento
tumoral e a metastase em cancer de mama (Arun ef al., 2015) e cancer de pulmao (Gutschner
et al, 2013). Em outro estudo foi verificado que o CRISPR/Cas9 direcionado ao IncRNA
GMAN inibiu a metastase de células de CG e melhorou a sobrevida global em camundongos
(Zhuo et al., 2019). Portanto, esses achados sugerem fortemente que esses IncRNAs sdo
potenciais biomarcadores de metédstase e precisam ser investigados no CaPe. No presente
estudo identificamos que 22 miRNAs encontram-se desregulados em CaPe, desses miRNAs
quatro sdo regulados por nove IncRNAs. Na validagdo dos alvos observou-se que seis
IncRNAs possuem expressdo aumentada e dois apresentam baixa expressao em amostras de
tecido de CCECP, na compara¢do dos miRNAs em tecidos de CaPe e CCECP foi notado que

apenas miR-570-5p possui expressao diferente.

7. LIMITACOES

Ressalta-se que o presente estudo possui algumas limitagcdes. Primeiro: alguns
miRNAs ndo foram relatados anteriormente em outros tipos tumorais o que impossibilita a
comparacdo de dados e descrigdo de cada processo biologico realizado pelos mesmos.
Segundo: a andlise da expressdo dos IncRNAs foi conduzida exclusivamente com dados de
CCECP, o que pode introduzir um viés nas conclusdes relacionadas ao CaPe. Terceiro: a

analise in silico pode reduzir a validagdo solida das biomoléculas elencadas neste trabalho.
8. CONCLUSAO

Estes dados fornecem novos insights para que futuras pesquisas sejam realizadas,
sobretudo com CaPe, a fim de elucidar o papel dos IncRNAs neste tipo tumoral. Muitos dos
IncRNAs abordados nesta andlise in silico ja foram relatados anteriormente em outras
neoplasias malignas o que reafirma seu potencial como biomarcadores e alvos terapéuticos
para o CaPe. Além disso, esse € o primeiro estudo que realizou uma predicao de IncRNAs
neste tipo tumoral, observou-se a associagdo dessas biomoléculas com os processos
carcinogénicos penianos e fatores de pior prognodstico. Evidencia-se a necessidade de analises
in vitro considerando um maior numero de amostras para poder validar os dados obtidos

através das ferramentas de bioinformatica.
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