UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO - UFMA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE — CCBS
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA - DEBIO
CURSO DE CIENCIAS BIOLOGICAS - CB

(Modalidade: Licenciatura)

CARLA DANIELE CUTRIM DA COSTA

IDENTIFICACAO E ANALISE COMPUTACIONAL DE FUNCAO DE RNAS
LONGOS NAO-CODIFICANTES EM CARCINOMA PENIANO HPV-POSITIVO

SAO LUIS - MA
2022



CARLA DANIELE CUTRIM DA COSTA

IDENTIFICACAO E ANALISE COMPUTACIONAL DE FUNCAO DE RNAS
LONGOS NAO-CODIFICANTES EM CARCINOMA PENIANO HPV-POSITIVO

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado ao curso de
Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do
Maranhdo como requisito para obtencdo do titulo de
Licenciada em Ciéncias Bioldgicas.

Orientadora: Prof. Dr2. Silma Regina Ferreira Pereira

Coorientador: M.e. Jenilson Mota da Silva

SAO LUIS - MA
2022



CARLA DANIELE CUTRIM DA COSTA

IDENTIFICACAO E ANALISE COMPUTACIONAL DE FUNCAO DE RNAS
LONGOS NAO-CODIFICANTES EM CARCINOMA PENIANO HPV-POSITIVO

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado ao curso de
Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do
Maranhdo como requisito para obtencdo do titulo de
Licenciada em Ciéncias Biologicas.

Aprovada em: 21 de dezembro de 2022.

BANCA EXAMINADORA

Prof.2 Dr.2 Silma Regina Ferreira Pereira
Universidade Federal do Maranhéo

Orientadora

Prof.2 Dr.2 Mayara Ingrid Sousa Lima
Universidade Federal do Maranhao

Examinadora interna

Prof. Dr. Leonardo Teixeira D’All Agnol
Universidade Federal do Maranh&o

Examinador interno

Séo Luis — MA
2022



Ficha gerada por meio do SIGAA/Biblioteca com dados fornecidos pelo(a) autor(a).

Diretoria Integrada de Bibliotecass/lUFMA

da Costa, Carla Daniele Cutrim.

IDENTIFICACAO E ANALISE COMPUTACIONAL DE FUNCAO DE RNAS
LONGOS NAO-CODIFICANTES EM CARCINOMA PENIANO HPV-POSITIVO
/ Carla Daniele Cutrim da Costa. - 2022.

78 f.

Coorientador(a): Jenilson Mota da Silva.

Orientador(a): Silma Regina Ferreira Pereira.

Monografia (Graduacdo) - Curso de Ciéncias Bioldgicas,
Universidade Federal do Maranhdo, S&ao Luils, 2022.

1. Céancer de pénis. 2. LncRNAs. 3. Papilomavirus
Humano. I. da Silva, Jenilson Mota. II. Pereira, Silma
Regina Ferreira. III. Titulo.




AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus pelo dom da vida e da minha familia. Agradeco pela
salde, protecdo, forca, além de todas as conquistas e sonhos alcancados até aqui.

Agradeco & minha méae Leude Cutrim e ao meu pai Herbert Costa pela criagdo, amor,
carinho e apoio durante todas as fases da minha vida, em especial durante a graduagé&o.

Agradeco a toda minha familia, por parte de pai e méde, que me ajudam, confortam e
acompanham cada passo durante minha trajetdria, especialmente as minhas tias/maes Olga
Alves e Rose Costa, que sdo minhas maiores incentivadoras e sempre estdo presentes nos
momentos em que mais preciso.

Agradeco aos meus irmdos Thiago Costa, Daniel Mendonca e Ana Victéria Teixeira,
gue mesmo a distancia mantém o carinho e aten¢do com a irmd@ mais nova, que ama muito
VOCES.

Agradeco ao meu namorado e também futuro bidlogo Vitor Brito pelo companheirismo,
cuidado e amor durante esses anos, vocé foi e é fundamental para mim.

Agradeco aos animais que tive/tenho o prazer de compartilhar a vida, vocés ndo sabem
ler, mas sentem todo o amor e carinho que tenho por vocés. Fazem uma diferenga muito grande
na minha vida e sdo minhas melhores companhias.

Agradeco aos meus colegas e amigos de vida, em especial, Luana Gongalves, Maria
Clara Ribeiro, Maria Clara Moraes, Luciana Carvalho e Carla Nazaré, pela amizade e apoio.

Agradeco aos meus amigos de turma (2017.2), em especial, André Ferreira, Ana Paula
Soeiro, Geovane Silva, Jedhayne Leal, Livia Ribeiro, Matheus Gomes, Paulo Dyago Gomes,
Paulo Eduardo Soares e Thais Botdo e, aos amigos que 0 curso me presenteou, em especial
Gabriele Gongalves, Jonaina Lima e Monique Martins, que sdo pessoas muito especiais na
minha vida.

Agradeco a minha amiga Jonaina Lima por todo incentivo e companheirismo
académico, mas principalmente para além do curso. Vocé foi um presente e tanto de Deus na
minha vida. Tenho admira¢do muito grade por vocé.

Agradeco & minha amiga/irmd e quase historiadora Alynee Bezerra que apesar de nao
estar mais no curso de Biologia foi através dele que nos reaproximamos. Obrigada por tudo,
sua amizade é extremamente importante para mim.

Agradeco a Gabriele Gongalves que foi minha parceira no PIBIC e no grupo de
pesquisa. Obrigada por todo apoio e palavras de carinho, a caminhada foi muito mais leve com

vocé ao meu lado. Sou muito grata pela nossa amizade.



Agradeco a Luziene Sousa, Elisielma Moreno e Suhelen Aragéo, por todo 0 apoio nessa
reta final do curso e conselhos. Nos conhecemos a pouco tempo, mas tenho um carinho muito
grande por todas.

Agradeco ao meu coorientador Jenilson Mota da Silva por toda ajuda durante o trabalho
e conselhos de vida, vocé foi muito importante nesse percurso e tenho uma admiragdo muito
grande pelo profissional e pessoa que és.

Agradeco imensamente a minha orientadora Silma Regina Ferreira Pereira pelo
acolhimento no grupo de pesquisa e todas oportunidades de trabalhos e colaboracdes. Muito
obrigada por toda paciéncia e ensinamentos.

Agradeco aos programas de iniciagdo a docéncia (PIBID) e cientifica (PIBIC), pelos
financiamentos destinados aos projetos que tive a honra de participar e que trouxeram tantos
ensinamentos.

Por fim, agradecgo a Universidade Federal do Maranh&o, que foi meu lar por todos esses
anos, ao departamento de Biologia, ao Ivaldo Pereira e todos os professores e professoras do
curso de Ciéncias Bioldgicas da UFMA por compartilharem seus conhecimentos dessa area tdo
linda e intrigante que é o estudo da vida.

Muito obrigada a todos.



“E perigoso sair porta afora. Vocé pisa na

estrada e, se ndo controlar seus pés, ndo ha

como saber até onde vocé pode ser levado."
(John Ronald Reuel Tolkien)



RESUMO

O cancer de pénis (CaPe) € um tumor raro em paises desenvolvidos, mas no Brasil ha uma alta
incidéncia da doenca, sendo o Maranhdo um dos estados com a maior frequéncia no pais.
Apesar disso, sdo relativamente poucos 0s estudos genéticos sobre essa patologia,
principalmente em relacdo a alteragdes no nimero de cdpias (CNAs) em genes de RNAs longos
ndo-codificantes (INcCRNAs). Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi investigar por uma
abordagem in silico, IncRNAs identificados em citobandas afetadas por CNAs e o seu potencial
envolvimento na carcinogénese peniana. Dados de CNAs de 28 tumores penianos foram obtidos
de estudos anteriores de nosso grupo de pesquisa, que utilizou a técnica de array-Comparative
Genomic Hybridization (aCGH) para caracterizar alteraces gendmicas globais nesse
carcinoma. Os IncRNAs identificados nas regiGes com CNAs foram comparados aqueles
descritos em tumores associados a HPV, utilizando dados do cBioPortal. As interagdes
InNcRNA-microRNA (miRNA) e IncRNA-ceRNA por CLIP-seq e RNA-seq (p<0,05) foram
obtidas por meio da plataforma DIANA-LncBase. Os genes regulados pelos miRNAs foram
obtidos na plataforma TarBase v.8 (miTG>0,9). A validacdo in silico da interacdo entre
InNcRNAs-miRNAs foi realizada utilizando o programa RNA22 v.2. As vias moleculares foram
identificadas usando miRPath v.3 (teste Exato de Fisher, p<0,05 e MicroT threshold>0,8), com
base nas interagdes INcRNA-miRNA-gene. Identificamos 379 genes de InNcCRNAs presentes em
citobandas afetadas por CNAs, dos quais KIAA0125, LINCC00221 e LINC00226 sdo afetados
por amplificacdo em 100% das amostras. A predicdo de alvos revelou que 11 miRNAs sdo
potencialmente regulados por esses trés INCRNAs, participando de nove principais vias de
sinalizacdo: degradacdo de lisina, miRNAs em cancer, glioma, juncdo-aderéncia, metabolismo
de colina em cancer, interacdo ECM-receptor, pluripoténcia de células-tronco, biossintese de
mucinas tipo O-glicano e biossintese de sulfato de queratan. Sendo assim, disponibilizamos
novos dados moleculares envolvidos na carcinogénese peniana, 0S quais podem ser

posteriormente validados como biomarcadores para essa patologia.

Palavras-chave: Cancer de pénis. LncRNAs. Papilomavirus Humano.



ABSTRACT

Penile cancer (CaPe) is a rare tumor in developed countries, but in Brazil there is a high
incidence of the disease, Maranhdo being one of the states with the highest frequency in the
country. Despite this, there are relatively few genetic studies on this pathology, mainly in
relation to alterations in the number of copies (CNAS) in long non-coding RNAs (IncCRNAS)
genes. Thus, the objective of this work was to investigate, by an in silico approach, INCRNAs
identified in cytobands affected by CNAs and their potential involvement in penile
carcinogenesis. CNA data from 28 penile tumors were obtained from previous studies by our
research group, which used the array-Comparative Genomic Hybridization (aCGH) technique
to characterize global genomic alterations in this carcinoma. The IncRNAs identified in regions
with CNAs were compared to those described in HPV-associated tumors using cBioPortal data.
The IncRNA-microRNA (miRNA) and IncRNA-ceRNA interactions by CLIP-seq and RNA-
seq (p<0.05) were obtained using the DIANA-LncBase platform. Genes regulated by miRNAs
were obtained from the TarBase v.8 platform (miTG>0.9). In silico validation of the interaction
between INCRNAs-miRNAs was performed using the RNA22 v.2 program. Molecular pathways
were identified using miRPath v.3 (Fisher's exact test, p<0.05 and MicroT threshold>0.8), based
on IncRNA-miRNA-gene interactions. We identified 379 IncRNA genes present in cytobands
affected by CNAs, of which KIAA0125, LINCC00221 and LINC00226 are affected by
amplification in 100% of the samples. Target prediction revealed that 11 miRNAs are
potentially regulated by these three INCRNAS, participating in nine major signaling pathways:
lysine degradation, miRNAs in cancer, glioma, junction-adherence, choline metabolism in
cancer, ECM-receptor interaction, pluripotency of stem cells, O-glycan type mucin biosynthesis
and keratan sulfate biosynthesis. Therefore, we provide new molecular data involved in penile

carcinogenesis, which can be further validated as biomarkers for this pathology.

Keywords: Human Papillomavirus. LncRNAs. Penile cancer.
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1. INTRODUCAO

O céncer de pénis (CaPe) € um tumor raro em paises desenvolvidos, como Estados
Unidos da América (EUA) e em paises da Europa Ocidental, onde a incidéncia é de cerca de
1:100.000 homens (HAKENBERG et al., 2018). Contudo, no Brasil, o0 CaPe corresponde a 2%
dos casos de canceres em homens, cujas principais ocorréncias estdo nas regides Norte e
Nordeste, sendo o Maranh&o um dos estados com a maior incidéncia no pais e provavelmente
no mundo (COELHO et al., 2018). Esta incidéncia pode estar relacionada a alta frequéncia de
infeccdo pelo Papilomavirus Humano (HPV) nesses pacientes (94%) (MACEDO et al., 2020),
além de outros fatores de risco tais como, falta de higiene, fimose, uso de tabaco e mdltiplos
parceiros sexuais, visto que alguns estdo relacionados ao baixo nivel socioeconémico e
dificuldade de acesso a educacdo e saude (COELHO et al., 2018; SOARES et al., 2020; INCA,
2022).

Apesar de sua baixa frequéncia na populacdo masculina, € um cancer que se destaca
pela agressividade quando diagnosticado tardiamente, no entanto, relativamente poucos estudos
foram realizados a fim de compreender os mecanismos moleculares envolvidos nessa patologia.
Alguns trabalhos apontaram possiveis biomarcadores para o cancer de pénis, tais como
microRNAs (miRNAs) (ZHANG et al., 2015; KUASNE et al., 2017; AYOUBIAN et al., 2021,
SILVA et al.,, 2021; FURUYA et al., 2021), mutagOes recorrentes em genes tais como TERT,
TTN, CDKN2A, RYR2, FBXW7, HMCN2, ITGA8, FAT1, HRAS, NOTCH1, CASP8, TP53 e
PIK3CA (WANG et al., 2019; SILVA et al., 2021; CANTO et al., 2022) e eventos epigenéticos,
como metilacdo do DNA (KUASNE et al., 2013; FEBER et al., 2015; MARCHI et al., 2017).
Todavia, esses autores estudaram majoritariamente tumores HPV-negativos. Entretanto, a
associacdo entre infeccdo pelo HPV e alteracbes moleculares e gendmicas em carcinoma
peniano foi evidenciada anteriormente por Barzon et al (2014) e, Peta et al (2017), os quais
demonstraram a capacidade do virus em regular redes génicas e de miRNAs (BARZON et al.,
2014; PETA et al., 2017).

Além disso, HPV possui a capacidade de integrar seu genoma no genoma do hospedeiro
e desencadear alteragdes globais, como foi demonstrado por nosso grupo de pesquisa
(MACEDOQO et al., 2020). Adicionalmente, demonstramos um painel de miRNAs que exercem
um papel importante em vias moleculares relacionadas a infeccdo por HPV (SILVA et al.,
2021). Mais recentemente, descrevemos 0s genes mais alterados e variantes patogénicas mais
recorrentes em pacientes da América Latina (CANTO et al., 2022). Dessa forma, estudos com

canceres penianos HPV-positivos sdo importantes para a compreensao dos mecanismos
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moleculares envolvidos na tumorigénese e relacionados a infec¢do pelo virus. Muitos estudos
tém demonstrado a heterogeneidade molecular no ambiente tumoral e o papel de alteracdes
genéticas e epigenéticas na génese, progressao e resposta terapéutica de diversos canceres. Mais
recentemente, tém sido reportadas alteragdes no numero de copias de RNAs longos néo-
codificantes (IncRNAs) em diversas neoplasias como cancer papilar da tireoide (WU et al.,
2018), cancer colorretal (DONG et al., 2022) e cancer de colo do Utero (ZHONG et al., 2021;
YANG, QU, ZHANG, 2022).

Os IncRNAs fazem parte dos RNAs nao-codificantes (ncRNAS) e sdo caracterizados
por possuirem mais de 200 pares de bases e ndo codificarem proteinas (KHORKOVA, HSIAO,
WAHLESTEDT, 2015). Possuem uma abundancia menor que RNAs mensageiros (mMRNAS) e
geralmente sdo classificados de acordo com sua localizacdo em relacdo aos genes codificadores,
0S quais podem estar em regibes intergénicas, génicas, promotoras ou em enhancers
(KHORKOVA, HSIAO, WAHLESTEDT, 2015; DAHARIYA et al., 2019). Essas moléculas
foram consideradas por muito tempo sem funcionalidade nos organismos. Contudo, diversas
pesquisas demonstraram que IncRNAs sdo fundamentais na regulacdo da expressdo génica a
nivel epigenético, transcricional e pos-transcricional (ZHONG et al., 2021; YANG, QU,
ZHANG, 2022), além de apresentarem um perfil de expressdo altamente tecido-especifico.
Sendo assim, alteragdes na funcéo e expressao dessas moléculas estdo relacionadas a diversas
patologias, como o cancer, o que possibilita sua utilizagdo como biomarcador para essas
doencas (QUINN, CHANG, 2016). Dessa forma, INCRNAs também tém papel na diferenciacédo
do tecido normal para o tumoral, incluindo aqueles associados ao HPV (NOHATA et al., 2016).
Apesar disso, ndo ha estudos sobre INCRNAs em cancer de pénis.

No presente trabalho identificamos IncRNAs envolvidos na carcinogénese peniana e
investigamos seu potencial papel funcional. Para isso, foram utilizados dados prévios do nosso
grupo de pesquisa de regides gendmicas afetadas por CNAs em tumores penianos HPV-positivo
para identificacdo de IncRNAs (MACEDO et al.,, 2020; SILVA et al., 2021), além de
ferramentas computacionais para predicdo de alvos e de vias moleculares a eles relacionados.
Fornecemos assim, subsidio para a identificacdo de potenciais biomarcadores no céncer de
pénis, que podem ser posteriormente utilizados para o diagnéstico e tratamento dessa patologia
rara, mas ainda um grande e debilitante problema de salude publica em paises em

desenvolvimento.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Cancer

Cancer se refere a um grupo de doencas complexas que, apesar de apresentarem suas
especificidades, é resultado de mutacGes genéticas e tém como caracteristica em comum a
multiplicacdo celular rapida, progressiva e desordenada, podendo adquirir capacidade para
infiltrar outros tecidos e érgdos (MATTHEWS, BERTOLI, BRUIN, 2022; INCA, 2022).

O processo de surgimento de um cancer, conhecido também como carcinogénese ou
oncogénese, € multifatorial, lento e gradual e se inicia devido alteracées/danos no DNA (acido
desoxirribonucleico), material genético da célula, os quais podem ser ocasionados por diversos
fatores, devido a exposicdo a agentes quimicos, bioldgicos ou fisicos. Essas mutagdes
acontecem frequentemente em partes codificantes do DNA (genes), responsaveis pela
regulacdo de processos como a proliferacdo celular, controle do ciclo celular e apoptose.
Entretanto, mutacfes em outros genes, como de RNAs ndo-codificantes (ncRNAs), também
estdo envolvidos no desenvolvimento de cancer, seja atraves da regulacéo da expressdo génica
ou da integridade do material genético. Dessa forma, alguns genes atuam como condutores
(promotores) no cancer e podem ser classificados de duas formas: genes supressores de tumor
e proto-oncogenes, a depender de seu papel funcional (MCINNES, WILLARD, NUSSBAUM,
2016; ORGANIZA(}AO PAN-AMERICANA DA SAUDE, 2020; INCA, 2022).

A funcdo natural de genes supressores de tumor é manter o equilibrio celular
(homeostasia), através de mecanismos que inibem a proliferacéo celular, assim como induzem
a morte celular (apoptose). Entretanto, quando sofrem altera¢fes, param ou diminuem suas
funcgdes regulatérias, auxiliando na progressdo de células mutadas. No que se refere aos proto-
oncogenes, estes sao responsaveis pela manutengdo no crescimento e diferenciacéo das células,
entretanto, quando alterados, passam a ser chamados de oncogenes e sdo fundamentais na
multiplicacdo desenfreada de células cancerosas. Apesar do conhecimento de alguns genes-
chave na carcinogénese, alterados em grande parte dos tumores, como TP53, no ambiente
tumoral existe uma notavel heterogeneidade e a agressividade e velocidade de estabelecimento
de um céncer varia de acordo com as caracteristicas do tecido e de mecanismos moleculares
envolvidos (MCINNES, WILLARD, NUSSBAUM, 2016; INCA, 2022).

Entretanto, para que haja estabelecimento de um tumor, o0 mesmo desenvolve certas
caracteristicas fenotipicas que favorecem sua manutencao, essas caracteristicas sdo conhecidas
como hallmarks do céncer e estdo representadas na Figura 1 (HANAHAN, WEINBERG,
2011).
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proliferativa ao0s supressores
sustentada tumorais
Desregulagao do
metabolismo energético Evasao ao
sistema imune
Resisténcia a
mecanismos de morte Potencial
celular programada replicativo infinito
ou apoptose
Instabilidade Tumor promovendo
gendmica e mutagoes inflamagao
Indugao da Ativagao de invasao
angiogénese e metastase

Figura 1. Hallmarks do cancer.
Fonte: Adaptado de HANAHAN, WEINBERG (2011).

De forma resumida, a carcinogénese é geralmente dividida em trés estagios, no qual o
primeiro € conhecido como estagio de iniciacdo, com o surgimento de células mutadas, seguido
pelo estagio de promocdo, no qual essas células passam a ter influéncia de agentes promotores
de cancer (carcinogénicos), estimulando a malignidade nessas células e, o Gltimo estagio, onde
0 céancer esta estabelecido, é o de progressdao, no qual as células se multiplicam
desordenadamente. A partir desse estagio pode-se observar os primeiros sinais e sintomas
clinicos da doenca. A célula cancerosa ndo possui mais as mesmas caracteristicas do tecido da
qual faz parte, podendo adquirir capacidades metastaticas e atingir outros tecidos e 6rgaos
(ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DA SAUDE, 2020; INCA, 2022).

De acordo com a Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (International
Agency for Research on Cancer — IARC, sigla em inglés) (2020), o cancer é a segunda patologia
gue mais causa morte prematura na populacdo de mais de 90 paises, incluindo o Brasil, atras
apenas de doencas cardiovasculares. A estimativa, no ano de 2018, foi de que cerca de 9,6
milhdes de mortes foram relacionadas a essa patologia e que 18 milhdes de casos novos tenham
ocorrido, ambos a nivel mundial (BRAY et al., 2018; WORLD HEALTH ORGANIZATION:
REGIONAL OFFICE FOR EUROPE, 2020).

No que se refere ao Brasil, de acordo com o Instituto Nacional de Cancer (INCA), a
estimativa e de cerca de 625 mil casos novos de cancer para 0 ano de 2022, no qual os dez
canceres mais incidentes, por sexo, estdo presentes na Figura 2, com excec¢do do cancer de pele
ndo melanoma (INCA, 2022).
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Localizagéo primaria | Casos | % Localizagao primaria | Casos | %

Prostata 65.840 29.2% Mama feminina 66.280 29,7%
Colon ¢ Reto 20.540 9,1% Colon e Reto 20.470 9,2%
Traqueia, Bronquio ¢ Pulmio | 17.760 7,9% Colo do ttero 16,710 7.5%

HOMENS MULHERES

Estomago 13.360 5,9% Traqueia, Bronquio e Pulmio 12.440 5,6%
Cavidade Oral 11.200 5,0% Glandula Tireoide 11.950 5.4%
Esofago 8.690 3,9% Estomago 7.870 3,5%
Bexiga 7.590 3,4% Ovirio 6.650 3,0%
Linfoma nio Hodgkin 6.580 2,9% Corpo do utero 6.540 2,9%
Laringe 6.470 2,9% Linfoma ndo Hodgkin 5.450 2.4%
Leucemias 5.920 2,6% Sistema Nervoso Central 5.230 2,3%

Figura 2. Distribui¢do proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para

cada ano do triénio 2020-2022 por sexo, exceto de pele ndo melanoma.
Fonte: Adaptado de INCA (2022).

Dentre os canceres que acometem homens, o cancer de pénis, apesar de apresentar uma
baixa incidéncia, destaca-se pela agressividade e método de tratamento, no qual a intervencao
cirdrgica € o mais predominante, podendo levar a remocao parcial ou total do érgdo genital,
dependendo do grau e extensao tumoral (PEYRAUD et al., 2020).

2.2 Cancer de Pénis

2.2.1 Epidemiologia

O céncer peniano apresenta diferentes incidéncias nas populagdes, como mostrado na
Figura 3, no qual o tipo histolégico mais frequente é o carcinoma de células escamosas (95%
dos casos) (HAKENBERG et al., 2018; VANTHOOR, VOS, ALBERSEN, 2021). A nivel
global, no ano de 2020, o CaPe apresentou taxa de incidéncia padronizada por idade (age-
standardized incidence rate — ASIR, sigla em inglés) de 0,8 e taxa de mortalidade (age-
standardized mortality rate ASMR, sigla em inglés) de 0,29 em 100.000 homens (FU et al.,
2022). Entretanto, em alguns paises do continente Africano, como Essuatini (ASR=7,0;
ASMR=3,5), Uganda (ASIR=4,6; ASMR=2,4), Botsuana (ASIR=4,4; ASMR=1,5), paises do
Caribe, como Santa Lucia (ASIR=3,9; ASMR=0) essa incidéncia aumenta consideravelmente,
bem como a taxa de mortalidade (GLOBOCAN, 2020). Em alguns paises europeus, como

Dinamarca, a incidéncia tem aumentado moderadamente ao longo dos dltimos anos, assim
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como o numero de lesbes pré-cancerosas (neoplasias intraepiteliais peniana - PeIN), associadas
ao aumento da infec¢do pelo Papilomavirus Humano (OLESEN et al., 2021; FU et al., 2022).

ASIR por 100.000

213
0.86-1.3
0.41-0.86

0,08-0.41 B Nio aplicivel
<0,08 Sem dados

Figura 3. Incidéncia de cancer peniano em homens de todas as idades a nivel mundial no ano
de 2020.
Fonte: GLOBOCAN 2020 (https://gco.iarc.fr/today) (2020).

No que se refere ao Brasil, no ano de 2020, a taxa de incidéncia padronizada por idade
(ASIR) foi de 1,3 por 100.000 homens, enquanto de mortalidade foi de 0,42 (GLOBOCAN,
2020). De acordo com o Sistema de Informacdes sobre Mortalidade (SIM), entre os anos de
2019 a 2020, a maior taxa de mortalidade no Brasil foi registrada na regido Nordeste do pais
(0,80), como mostra a Figura 4 (FAVORITO et al., 2008; INCA 2022).

s
ol

’ Taxas brutas de mortalidade
por 100.000 homens

‘ @ 0532080

@ 0482052
L 4
Figura 4. Mortalidade por cancer de pénis, por 100.00 homens, nos estados do Brasil entre

2019 e 2020.
Fonte: Adaptado de MS/SVS/DASIS/CGIAE/Sistema de Informag&o sobre Mortalidade SIMMP (2022).

0392047
0,12a0,38
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Nesse mesmo periodo, o CaPe levou a 6bito 921 homens no pais, dos quais 44,5%
(n=410) ocorreram nas regides Norte e Nordeste (INCA, 2022). Nesse contexto, segundo a
pesquisa de Coelho et al. (2018), o estado do Maranhdo possui a maior incidéncia de casos no
Brasil e uma das maiores a nivel mundial, considerando dados do centro de tratamento Hospital
do Céncer Aldenora Bello (HCAB), com cerca de 36 ocorréncias de cancer peniano por ano
(COELHO et al., 2018).

No ano de 2022, até o dia 15 de novembro foram registrados 20 casos de cancer de pénis
no estado do Maranh&o, segundo o Painel Oncologia do Ministério da Saude (BRASIL, 2022).
Essa elevada incidéncia e taxas de mortalidade, que contraria os padrdes mundiais, corresponde
aos baixos niveis educacionais e socioeconémicos, o que reflete na dificuldade de acesso a rede
de saude, ma higiene e relacBes sexuais desprotegidas, sendo esses e outros fatores de risco para
0 desenvolvimento de CaPe (COELHO et al., 2018; WORLD HEALTH ORGANIZATION:
REGIONAL OFFICE FOR EUROPE, 2020; BANDINI et al., 2022).

2.2.2 Etiologia e fatores de risco

O CaPe acomete majoritariamente homens acima de 50 anos (CHRISTODOULIDOU
et al., 2015; INCA, 2022). Contudo, a incidéncia entre jovens tem aumentado (ADASHEK,
NECCHI, SPIESS, 2019), podendo estar correlacionado ao crescente nimero de infectados por
HPV, principalmente pela exposicéo cada vez mais precoce de jovens e adolescentes ao virus
durante o ato sexual desprotegido (COELHO et al., 2018; HANSEN et al., 2018).

A etiologia do CaPe ainda ndo esta totalmente compreendida, mas diversos fatores de
risco foram associados a essa patologia, como presenca de fimose, acimulo de esmegma,
maltiplos parceiros sexuais, zoofilia, ma higiene, baixos niveis socioecondmicos e
educacionais, infecgéo por HPV, tabagismo, entre outros (COELHO et al., 2018; INCA, 2022).

A fimose é o excesso de pele no prepdcio que recobre a glande do pénis, dificultando a
higiene correta do local e, consequentemente, aumentando a concentracdo de esmegma, 0 que
propicia um ambiente para a proliferacio de microrganismos patogénicos (RAPOSO et al.,
2017). De acordo com o estudo de Larke et al. (2011), a pratica de circuncisdo (remocao
completa do prepucio) em criangas e adolescentes diminui consideravelmente o risco de cancer
invasivo, entretanto, quando realizado na idade adulta o risco é aumentado, possivelmente por
ter sido utilizado como forma de tratamento para CaPe ou condi¢fes precursoras, como fimose
(LARKE et al., 2011). Em estudo recente, realizado no Maranh&o, cerca de 66% (n=71) dos
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com pacientes de CaPe apresentaram fimose e apenas 24% (n=26) realizaram circuncisao
previamente (VIEIRA et al., 2020).

Apesar de varias pesquisas demonstrarem que a circuncisao precoce é um procedimento
preventivo contra varias enfermidades, além de carcinoma peniano (MORRIS et al., 2011;
VIEIRA et al., 2020), ainda esta longe ser comum na sociedade, uma vez que o tabu e machismo
envolvendo essa tematica ainda sdo predominantes, bem como questdes socioculturais e
religiosas (OLIVEIRA et al., 2020).

O tabagismo por sua vez foi correlacionado com diversos tipos de tumores devido aos
agentes carcinogénicos presentes em sua composi¢do, como canceres gastricos, esofagicos
(DONG, THRIFT, 2017), pulmonares (RAHAL et al., 2017), entre outros. Conforme estudo de
caso-controle realizado por Daling et al. (2005), verificou-se que o habito de fumar esta
associado a um risco aumentado de 4,5% de CaPe invasivo (DALING et al., 2005). Entretanto,
na pesquisa de Vieira e colaboradores (2020) com 116 pacientes com carcinoma peniano,
atendidos no Hospital Universitario da Universidade Federal do Maranh&o e no Hospital de
Cancer Aldenora Bello (HCAB) no periodo de 2016 a 2018 em Séo Luis (MA), menos de 41%
dos pacientes eram fumantes (n=41) (VIEIRA et al., 2020).

Ademais, segundo pesquisa de Zequi et al. (2012), constatou-se que cerca de 44,9% dos
pacientes com CaPe praticaram intercursos sexuais com animais (ZEQUI et al., 2012). Contudo,
em estudo realizado no Maranh&o, a taxa de pacientes que praticavam zoofilia foi de 60%
(n=43), o que favorece o surgimento de microlesdes e contato com diferentes microrganismos,
incluindo os que ndo fazem parte da microbiota do homem, levando a infec¢bes sexualmente
transmissiveis e infecgdes urinarias (VIEIRA et al., 2020). Coinfec¢des também sdo frequentes,
incluindo com subtipos de HPV. Uma pesquisa realizada por Afonso et al. (2017) evidenciou
que 27,3% dos casos apresentaram coinfeccdo de HPV/EBV, demonstrando a importancia de
mais estudos sobre a relacdo microbiota e cancer (AFONSO et al., 2017; AYDIN et al., 2019).
Em vista disso, foi realizado um estudo pioneiro de microbioma em cancer de pénis que revelou
os filos Proteobacteria e Firmicutes e os géneros Alcaligenes e Fusobacterium, como 0s mais
abundantes no tecido tumoral e ndo-tumoral adjacente ao tumor, dos quais algumas bactérias
estdo relacionadas no processo inflamatorio. Ademais, identificaram os géneros Alcaligenes,
Eubacterium, yurii group e Pseudoglutamicibacter, como especificos para carcinoma peniano
de células escamosas (DEUS, 2022).

A tumorigénese peniana pode ser dividida em duas vias relacionadas ao status de HPV,
as independentes e dependentes de HPV. As vias ndo-relacionadas a esse virus sdo resultado de

alteracdes de genes, eventos epigenéticos (como metilacdes e alteracfes na cromatina) e lesdes
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inflamatorias cronicas (BLEEKER et al., 2008; MOCH et al., 2016; AFONSO et al., 2017;
EMMANUEL et al., 2019). O processo inflamatério induz a producédo de espécies reativas de
Oxigénio/Nitrogénio (ROS/RNS), causadores de instabilidade gendmica e danos aos
componentes celulares, os quais podem ndo ser reparados pelo organismo, levando ao
desenvolvimento e progressdo de diversas neoplasias (KHANSARI, SHAKIBA,
MAHMOUDI, 2009; KRUK, ABOUL-ENEIN, 2017). A via dependente de HPV est4 atrelada
ao processo infeccioso e interacdes/alteracdes génicas e epigenéticas promovidas pela atuacédo
direta e indireta do virus (FEBER et al., 2015; MOCH et al., 2016; SOTO, SONG,
MCLAUGHLIN-DRUBIN, 2017; MACEDO et al., 2020; SILVA et al., 2021; VANTHOOR,
VOS, ALBERSEN, 2021; VIEIRA, 2022; CANTO et al., 2022).

2.2.3 Papilomavirus humano e cancer

Estudos mostraram que aproximadamente 5,2% de todos o0s canceres estdo associados
ao HPV (STANLEY, 2014). No que se refere ao CaPe, cerca de 50,8% dos casos séo HPV-
positivos (ELST, ALBERSEN, 2022). Contudo, a incidéncia varia nas pesquisas de acordo com
a regido geografica estudada, bem como com base no método utilizado para deteccao do virus
(FLAHERTY etal., 2014; SPIESS et al., 2016). Os subtipos de HPV mais associados ao cancer
de pénis séo 16, 18, 31 e 33, sendo estes considerados HPVs de alto risco (VANTHOOR, VOS,
ALBERSEN, 2021).

Apesar desses virus possuirem poucos genes, estes interagem com diferentes vias
celulares do hospedeiro. As proteinas virais E6 e E7 sdo essenciais para a transformacéo celular
e posterior evolucgdo neoplasica em HPVs de alto risco (ARALDI et al., 2018; COSPER et al.,
2021). Essas oncoproteinas promovem o crescimento celular descontrolado através da
inibicdo/degradacéo de proteinas supressoras de tumor como p53 e Rbl, que sdo reguladoras
de ciclo celular. Essa inibicdo auxilia também no acimulo de mutag¢6es genéticas, uma vez que
p53 é responsavel pelo processo de morte celular (apoptose), dessa forma as células alteradas
permanecem em constante divisao, o que leva ao desenvolvimento de tumor. Ambas proteinas
virais causam instabilidade genémica no hospedeiro, seja pela integracdo de DNA viral ou
quando alteram os sistemas de reparo da célula, levando a delec¢Ges, amplificacdes, inversdes,
entre outras modificacdes, propiciando o surgimento de neoplasias (SPIESS et al., 2016;
COSPER et al., 2021).

A oncoproteina E6 também é responsavel pelo ativamento da transcricdo da enzima

TERT (telomerase reverse transcriptase), desempenhando um papel crucial para a manutengéo



22

dos teldmeros e consequente imortalizacdo celular (KATZENELLENBOGEN, 2017). Estudo
recente do nosso grupo de pesquisa revelou que TERT e NOTCH1 foram os genes mais mutados
em pacientes com carcinoma peniano de células escamosas avancado e associado a HPV
(CANTO et al., 2022). Ademais, os HPVs divergem em suas estratégias de permanéncia nas
células hospedeiras e evasdo do sistema imune, nos quais os de alto risco se sobressaem com
mecanismos mais eficientes, que contribuem também para resisténcia a tratamentos de quimio
e radioterapia, acarretando na permanéncia dos virus no organismo e na sua influéncia na
oncogénese (DOORBAR et al., 2012; COSPER et al., 2021).

2.2.4 Aspectos clinicos

A Organiza¢do Mundial de Saude (OMS) propds em 2016 uma nova classificacdo dos
canceres penianos, ndo mais embasada na morfologia, mas na diferenciacéo de aspectos clinico-
patoldgicos, com base no status de HPV, classificando-os em tumores associados e
independentes de HPV (MOCH et al., 2016). Na atualizacéo de 2022, a classificacédo histoldgica
associada ao status de HPV permaneceu, entretanto foi simplificada, através do agrupamento
de carcinomas de células escamosas independentes de HPV, como mostrado na Tabela 1
(MOCH et al., 2022).

Tabela 1. Classificagdo de tumores de pénis e escroto - Organiza¢do Mundial da Satde (OMS),
2022,

ICD-0-3.2 Classificacio de tumores de pénis e escroto
LesBes escamosas benignas e precursoras

Condiloma acuminado

Precursores do carcinoma espinocelular associado ao HPV
8077/2 Lesdo intraepitelial escamosa de alto grau

Precursores do carcinoma espinocelular independente do HPV
8071/2 Neoplasia intraepitelial peniana diferenciada

Tumores epiteliais invasivos do pénis e escroto

Tumores epiteliais escamosos invasivos

8085/3 Carcinoma espinocelular associado ao HPV
8083/3 Carcinoma Espinocelular Basaloide

8054/3 Carcinoma verrucoso

8084/3 Carcinoma de células escamosas de células claras

8082/3 Carcinoma linfoepitelial
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8086/3 Carcinoma de células escamosas, independente de HPV
8086/3 Carcinoma de células escamosas, tipo usual

8051/3 Carcinoma verrucoso (incluindo carcinoma cuniculatum)
8052/3 Carcinoma papilifero de células escamosas

8074/3 Carcinoma espinocelular sarcomatéide

8070/3 Carcinoma de células escamosas, SOE

Outros tumores epiteliais

8560/3 Carcinoma adenoescamoso
8430/3 Carcinoma mucoepidermdide
8542/3 Doenga de Paget, extramamaria

Outros tumores escrotais

8090/3 Carcinoma basocelular

Os codigos de morfologia sdo da Classificagdo Internacional de Doencgas para Oncologia (International
Classification of Diseases for Oncology ICD-0), terceira edi¢do, segunda revisdo (ICD-0-3.2): Lyon (Franca):
International Agency for Research on Cancer (IARC, sigla em inglés) (Agéncia Internacional de Pesquisa em
Céncer); 2021. International Classification of Diseases for Oncology (ICD-0O) — ICD-0-3.2; atualizado em 25 de
janeiro de 2021.

O comportamento é codificado como /0 para tumores benignos; /1 para comportamento ndo especificado, limitrofe
ou incerto; /2 para carcinoma in situ e neoplasia intraepitelial grau 111; /3 para tumores malignos, local primério; e
/6 para tumores malignos, local metastatico.

Essa classificagdo é modificada a partir da classificacdo anterior da Organizacdo Mundial da Salde, levando em
consideracdo as mudancgas na compreensdo dessas lesdes.

Fonte: Adaptado de MOCH et al. (2022).

No que se refere ao sistema de estadiamento histopatolégico, o mais utilizado é da Unido
Internacional para Controle do Cancer (Union for International Cancer Control) (UICC, sigla
em inglés), classificacdo TNM (classificacdo de Tumor, Ndédulo e Metastase), retratada na
Tabela 2. Esse sistema é essencial para a avaliacdo detalhada da bidpsia e exames de imagem,
levando em consideracdo a extensdo do tumor, 0s nédulos regionais atingidos e a existéncia de
metastase a distancia, auxiliando na escolha do tratamento mais adequado, bem como no
prognodstico do paciente (JUNIOR, FILHO, REIS, 2010; GOSPODAROWICZ, BRIERLEY,
WITTEKIND, 2017; SILVA et al., 2022;).

Tabela 2. Sistema de Classificagdo TNM para o Cancer Peniano.

CATEGORIA DESCRICAO
T Tumor primério
TX Tumor primario que nao pode ser avaliado
TO Sem evidéncia de tumor primario
Tis Carcinoma in situ

Ta Carcinoma verrucoso nao invasivo
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T1 Tumor invade tecido conjuntivo subepitelial
Tla Tumor invade tecido conjuntivo subepitelial, mas sem invaséo linfovascular e sendo
diferenciado
Tlb Tumor invade tecido conjuntivo subepitelial com invasao linfovascular ou é pouco
diferenciado
T2 Tumor invade corpo esponjoso com ou sem invaséo da uretra
T3 Tumor invade corpo cavernoso com ou sem invasao da uretra
T4 Tumor invade outras estruturas adjacentes
N Linfonodos regionais
NX Os linfonodos regionais ndo podem ser avaliados
NO Sem linfonodos inguinais palpaveis ou visivelmente aumentados
N1 Linfonodo inguinal unilateral mével palpavel
N2 Linfonodos inguinais moveis ou bilaterais palpaveis
N3 Massa nodal inguinal fixa ou linfadenopatia pélvica uni ou bilateral
M Metéstase Distante
MO Sem metastase a distancia
M1 Metéstase a distancia

Fonte: Adaptado de GOSPODAROWICZ, BRIERLEY, WITTEKIND (2017).

2.2.5 Diagnostico e tratamento

Em estagios iniciais de CaPe a chance de cura é elevada, porém, quando avancado as
intervencdes realizadas sao hostis e a chance de metastase e ébito sdo altas (THOMAS et al.,
2021; INCA, 2022). Sendo assim, o diagnostico precoce é imprescindivel para promover uma
melhor qualidade de vida ao paciente e tratamento mais adequado, acarretando na diminuicao
das chances de progressdo da doenca, que poderiam levar a remoc¢do parcial ou completa do
orgdo genital, gerando diversos problemas psicossociais, além de maior comorbidades
(DRAGER et al., 2018).

O autoexame regular em conjunto com higiene e vacinagdo para HPV precoce sdo
importantes para prevenc¢do dessa patologia. Embora a ampliagdo da vacinagcdo aos homens
possa ser dispendiosa, é imprescindivel em locais onde a incidéncia € elevada, além de reduzir
a taxacdo de mulheres acometidas pelos virus e tumores associados ao mesmo (THOMAS et
al., 2021; SILVA et al., 2022). Recentemente, no Brasil, houve a amplia¢do da vacinacgao contra
HPV, que passou a estar disponivel para ambos os sexos dos 9 aos 14 anos de idade,
caracterizando um avango na prevencdo de doengas ocasionadas pelo microrganismo, como
cancer de pénis e de colo de Utero em mulheres (BRASIL, 2022).

A confirmacdo dessa neoplasia, assim como avaliagdo do tamanho de invaséo e

morfologia, geralmente € realizada atraves do exame clinico e bidpsia, com anélise
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histopatoldgica (INCA, 2022). Exames de imagem como ultrassonografia, ressonancia
magnética e tomografia computadorizada também auxiliam nessa avaliagdo e delimitacdo do
tumor para planejamento cirtrgico (JUNIOR, FILHO, REIS, 2010; THOMAS et al., 2021).

E primordial que os métodos de deteccdo de tamanho do tumor sejam altamente
sensiveis e pouco invasivos, a fim de poupar ao maximo as funcdes e estética do 6rgéo do
paciente perante a cirurgia (PHILIPPOU et al., 2012; HAKENBERG et al., 2018; PROTZEL,
HAKENBERG, 2020). Uma pesquisa demonstrou que uma margem de excisdo em torno de 5
mm & apropriada e com baixas taxas de recidiva, evitando uma remocao tecidual desnecessaria
(PHILIPPOU et al., 2012).

Diferentes tratamentos podem ser utilizados a depender da localizacdo, extenséo
tumoral e comprometimento dos ganglios inguinais. Cirurgia, radioterapia, imunoterapia e
quimioterapias sdo algumas opc¢des e podem ser utilizadas de forma combinada tanto em
tumores primarios quanto moderados, a fim de evitar a recidiva, garantindo remissdo completa
do tumor. Em casos mais graves geralmente sdo realizadas penectomia total ou parcial, que
consiste na retirada de parte ou totalidade do pénis, e linfadenectomia, retirada de linfonodos
(PEYRAUD et al., 2020). Entretanto, terapias direcionadas estdo sendo aprimoradas, com 0
subsidio de biomarcadores, para acionar um tratamento personalizado e eficaz de acordo com
as alteracdes moleculares presentes no paciente, de forma individualizada, e em tumores
especificos (AYDIN et al., 2019).

2.3 Biomarcadores e cancer de pénis

Biomarcador geralmente é definido como “uma caracteristica que ¢ objetivamente
medida e avaliada como um indicador de processos bioldgicos normais, processos patogénicos
ou respostas farmacoldgicas a uma intervengao terapéutica” (BIOMARKERS DEFINITIONS
WORKING GROUP, 2001). Entretanto, existem varios subtipos de biomarcadores, que variam
de acordo com sua aplicabilidade, como biomarcadores de diagnostico, preditivo, prognostico,
entre outros. Sendo assim, possuem um papel relevante na identificacdo, diferenciagéo,
avaliacdo prognostica e tratamento de diversas doencas (CALIFF, 2018). O nimero de
pesquisas em busca de marcadores bioldgicos aumentou consideravelmente nos Gltimos anos,
com o objetivo de detectar moléculas que auxiliem no diagnostico precoce, evitando a
progressao de doencas como cancer (MANIVA, 2018).

No que se refere a neoplasias associadas a HPV, o status desse virus é um exemplo de

biomarcador, principalmente para a avaliagdo progndstica de pacientes HPV-positivo de alto
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risco (subtipos virais 16 e 18), que podem evoluir para um quadro clinico desfavoravel
(BALACHANDRA et al., 2020; THOMAS et al., 2021). Além disso, a presenca desse virus
também esta relacionada a eventos epigenéticos e alteracbes no nimero de cépias (CNAS) de
diversos genes, localizados principalmente em sitios de integracao desse patdgeno, dessa forma
podem ser futuramente utilizados como marcadores bioldgicos em tumores associados a HPV,
como cancer de colo do Utero, vulva, vagina, anal, pénis e orofaringe (FEBER et al., 2015;
MACEDO et al., 2020; SILVA et al., 2021).

Apesar de poucos estudos moleculares realizados em CaPe, alguns biomarcadores estdo
sendo investigados, como microRNAs (KUASNE et al., 2017; SILVA et al., 2021), alteragdes
recorrentes em genes, tais como TERT, TTN, CDKN2A, RYR2, FBXW7, HMCN2, ITGAS,
FAT1, HRAS, NOTCH1, CASP8, TP53 e PIK3CA (WANG et al., 2019; SILVA et al., 2021;
CANTO et al., 2022) e eventos epigenéticos (KUASNE et al., 2013; FEBER et al., 2015;
MARCHI et al., 2017). Na pesquisa realizada por Kuasne e colaboradores (2017), foram
identificados trés genes (MMP1, MMP12 e PPARG) e trés miRNAs (hsa-miR-31-5p, hsa-miR-
224-5p e hsa-miR-223-3p) diferencialmente expressos em CaPe, com uma elevada
sensibilidade e especificidade. O gene MMP1 quando altamente expresso esta associado a
presenca de metastase linfonodal e, consequentemente, um pior progndstico. O gene PPARG
estava expresso negativamente nas amostras e demonstrou potencial alvo terapéutico para esta
patologia, uma vez que a regulacdo positiva de PPARG esta associada a inibi¢éo da proliferacéo
celular e inducdo a apoptose (KUASNE et al., 2017). No estudo de Macedo et al. (2020) os
genes ERBB3 e EGFR apresentaram aumento do namero de copias (amplificados em 97% e
65,6% dos casos, respectivamente) em pacientes com carcinoma peniano HPV-positivo de alto
risco, sugerindo o papel destes genes no estabelecimento e progressédo tumoral relacionados ao
virus (MACEDO et al., 2020).

Alteracdes no nimero de copias de varios genes também foram relatadas em carcinoma
peniano, principalmente em sitios de integracdo do HPV, como na regido cromossomica
14932.33, reforcando o papel desse patdgeno no controle de alteragcdes geneticas e expressao
génica (MACEDO et al., 2020). Outros estudos revelaram diferencas nos perfis de expressdo
génica, nos quais metaloproteinases estavam altamente expressas em tumores primarios
penianos. Estas, por sua vez, sdo potenciais alvos de tratamento por meio de inibidores
especificos de metaloproteinases (IBILIBOR et al., 2022; CURY et al., 2022). Contudo,
investigacdes adicionais sdo necessarias para a compreensdo das vias envolvidas no cancer de
pénis e posterior aplicacdo na pratica clinica (IBILIBOR et al., 2022; EMMANUEL et al., 2019;
ZARGAR-SHOSHTARI et al., 2016).
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Em relagdo a quimiorresisténcia no tratamento de carcinoma peniano, pesquisas
recentes constataram achados importantes, onde a expressao elevada de E2F1 foi associada a
resisténcia a cisplatina utilizada na quimioterapia, delimitando assim um possivel alvo para essa
adversidade durante o tratamento (IBILIBOR et al., 2022). No entanto, apesar dos estudos
citados trazerem novos insights sobre as vias moleculares relacionadas ao CaPe, o papel de
algumas moléculas, como de RNAs ndo-codificantes, em especial de INcRNAs, na etiologia da
doenca permanecem incompreendidos e poderiam ser cruciais para 0 aumento no repertorio e

eficiéncia de estratégias terapéuticas conhecidas.

2.4 RNAs nao-codificantes

Por volta da década de 1990 suspeitava-se que o numero de genes codificadores de
proteinas em humanos fossem em torno de 100.000, compondo a maior parte do genoma,
entretanto, apds o projeto genoma humano verificou-se que esse nimero era superestimado
(LIANG et al., 2000; KAZEMZADEH, SAFARALIZADEH, ORANG, 2015). Por muito
tempo, as regides ndo codificadoras foram consideradas sem funcionalidade nos organismos
(BHATTI et al., 2021). Todavia, com o avanco de técnicas moleculares voltadas para a analise
de transcriptoma, observou-se que >97% do genoma é composto por RNAs ndo-codificantes
(ncRNAs), RNAs estes que, geralmente, ndo possuem capacidade para codificar proteinas
(PRENSNER, CHINNAIYAN, 2011; KAZEMZADEH, SAFARALIZADEH, ORANG, 2015;
THE ENCODE PROJECT CONSORTIUM, 2007). Além disso, essas moléculas sdo
encontradas em organismos dos trés dominios da vida (PRENSNER, CHINNAIYAN, 2011).

Os ncRNAs sdo geralmente classificados de acordo com seu tamanho em: ncRNAs
longos (>200 pares de bases) e ncRNAs pequenos (<200 pares de bases), entretanto dentro de
cada um ha vérias subclassificagdes. Uma forma alternativa de organizar os ncRNAs leva em
consideracdo principalmente a funcdo biolégica dessas moléculas, além do tamanho, como
mostra a Figura 5, classificando-os em ncRNAs de manutengdo, também conhecidos como
housekeeping, responsaveis pelas funcgdes basicas de funcionamento e estrutura da célula e
ncRNAs regulatorios, que participam principalmente na regulacdo da expressdo génica
(FERLITA etal., 2018; KAZEMZADEH, SAFARALIZADEH, ORANG, 2015).

S&o muitos os papéis desempenhados pelos ncRNAS, que por consequéncia estimularam
um namero crescente de pesquisas na busca para compreender suas fungdes nos organismos e,
especialmente, em processos fisiopatologicos (BHATTI et al., 2021), como cancer (YE, LI,
ZHAO, 2021; ANASTASIADOU, JACOB, SLACK, 2018; CORRA et al., 2018; HUARTE,
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RINN, 2010), doengas reumaéticas e cardiovasculares (CHEN et al., 2019; TSAI et al., 2018),
Alzheimer (FAGHIHI et al., 2008; WANG et al., 2022; NGUYEN, CHAU, KRICHEVSKY,
2021), entre outros.
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Figura 5. Diagrama representativo da classificacdo de ncRNAs de acordo com seu papel

bioldgico e comprimento.

RNA ribossémico (rRNA), RNA de transferéncia (tRNA), RNA nucleolar pequeno (snoRNA), RNA nuclear
pequeno (SnRNA), microRNA (miRNA), RNA de interacdo PIWI (piRNA), ncRNA derivado de RNA de
transferéncia (tSRNA) e RNA de interferéncia pequeno (siRNA).

Fonte: Adaptado de Ferlita et al. (2018).

Os principais ncRNAs estudados sd&o microRNAs (miRNA), RNAs longo néo-
codificantes (INcRNA), RNAs circulares (circRNA) e RNAs de interacdo PIWI (piRNA), os
quais apresentam diferentes funcBes nos organismos e patologias (YAN, BU, 2021). MiRNAs
e piRNAs fazem parte dos ncRNAs pequenos e sdo responsaveis principalmente pelo
silenciamento de mRNA e regulacdo epigenética da cromatina, respectivamente (AMERES,
ZAMORE, 2013; ZENG et al., 2020). LncRNAs e circRNAs sdo classificados como ncRNAs
longos e possuem diversos mecanismos para regulagdo da expressdo génica, como metilagdo
de DNA (regulacéo epigenética), atuando como sinalizadores, “esponja” de miRNA, além de
facilitadores para interacdo proteina-proteina, dentre outras funcbes (KAZEMZADEH,
SAFARALIZADEH, ORANG, 2015; CHEN, YANG, 2015). Sendo assim, o conhecimento
funcional dessas moléculas é fundamental para desvendar os processos moleculares que

ocorrem nos organismos, principalmente em quadros patologicos, fornecendo novos dados para
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possiveis alvos terapéuticos e/ou prognosticos e, por esses motivos, 0s NCRNAs, em especial
INcRNAs, estdo se tornando tao estudados nos Gltimos anos (YAN, BU, 2021).

2.4.1 RNAs longos nao-codificantes e cancer

RNAs longos ndo-codificantes (INcRNAS), sdo caracterizados por possuirem mais de
200 pares de bases e ndo codificarem proteinas. Entretanto, estudos recentes mostraram que
algumas dessas moléculas possuem fases de leitura aberta curtas (open reading frame, ORFs,
sigla em inglés), dando origem a pequenas proteinas ou micropeptideos funcionais
(HARTFORD, LAL, 2020), responsaveis pela regulacdo de processos como proliferacao
celular (por exemplo, LncRNA-Six1-ORF-2) (CAl et al., 2017), vias de sinalizagdo (como
Toddler e SPAR) (PAULI et al., 2014; MATSUMOTO et al., 2017), regulacéo de traducdo e
transcricdo (por exemplo, STORM e PRC2/Xist) (MIN et al., 2017; BROCKDORFF, 2013),
na eficiéncia respiratdria (por exemplo, mitorregulina) (STEIN et al., 2018), splicing de mMRNA
(como HOXB-AS3) (HUANG et al., 2017), entre outros.

A biogénese de IncRNAs é similar ao de mRNAs, na qual RNA Polimerase Il (POLII)
é responsavel pela transcricdo dessas moléculas e também podem sofrer capeamento 5',
poliadenilacdo e splicing. Sendo assim, muitas vezes, ndo se diferenciam bioquimicamente de
mMRNAs, salvo a frequente auséncia de ORFs para codificacdo de proteinas, menor nimero de
éxons e na expressao génica. Entretanto, quando presentes, as ORFs sdo mais conservadas que
MRNAS, além de possuirem sequéncias mais curtas e o perfil de expressdo do INCRNA ser mais
especifico (WU et al., 2020; QUINN, CHANG, 2016). Genes de INCRNAs estdo presentes em
diferentes regides no genoma e de acordo com essa localizacdo podem ser classificados em 5
tipos: IncRNA de sentido exdnico, sentido intrnico, antisentido, bidirecional (eRNA-
enhancer) e intergénico, como mostra a Figura 6 (MATHY, CHEN, 2017).
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Figura 6. Classificacdo geral de RNAs longos ndo-codificantes, de acordo com a localizacdo

gendmica e transcricéo.
Fonte: Adaptado de Mathy e Chen (2017).

Diversos estudos demonstraram o papel de IncRNAs na regulacdo da expressdo génica
a nivel epigenético, transcricional e pds-transcricional (YANG, QU, ZHANG, 2022; ZHONG
et al., 2021), bem como mostraram que a funcdo dessas moléculas esta relacionada com a
localizacdo subcelular, regido nuclear (com acdo cis ou trans no genoma) ou citoplasmatica
(CHEN, 2016). Ademais, IncRNAs apresentam um perfil de expressdo altamente tecido-
especifico (QUINN, CHANG, 2016; TANIUE, AKIMITSU, 2021), o que possibilita sua
utilizacdo como biomarcadores de diagnostico e prognéstico (WU et al., 2020).

A desregulacdo de INcCRNAs esta relacionada a iniciagdo e progressao de diferentes
enfermidades, como infarto do miocardio (XIE et al., 2021), disfuncdo ventricular (WU, DU,
2017), Alzheimer (L1 et al., 2021), distdrbios associados ao sistema imunolégico (STATELLO
et al., 2020) e aos canceres (L1 et al., 2019a; LI et al., 2020; LAMELAS, 2021; DONG et al.,
2022), regulando os processos biologicos atraves de interagdo com moléculas de DNA, mMRNA,
proteinas e outros RNAs ndo-codificantes, como mostra a Figura 7, atuando principalmente nas
vias de sinalizagdo (WANG et al., 2019; YANG, QU, ZHANG, 2022; ZHONG et al., 2021).
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Figura 7. Funcdes de RNAs longos nao-codificadores.
Adaptado de Murphy (2016).

Estudo realizado por Li et al. (2017) com cancer colorretal avangado, mostrou que o
INcRNA MALAT]1 estava associado a um pior progndstico e a resisténcia a quimioterapia a base
de oxaliplatina (LI et al., 2017). Sendo assim, houve um salto no numero de publicacdes
relacionadas ao papel de IncRNAs na etiologia de tumores e na busca por biomarcadores, a fim
de elucidar os processos fisiopatoldgicos e de resisténcia aos tratamentos que essas moléculas
participam (TRIPATHI et al., 2018). Em outra pesquisa, a interagéo de oito IncRNAs (RUSC1-
AS1, LINC01990, LINC01411, LINC02099, H19, LINC00452, ADPGK-AS1 e CLQTNF1-AS1)
resultou em um quadro clinico significativamente desfavoravel no cancer de colo do Utero,
sugerindo-0s como possiveis biomarcadores para prever o prognéstico dos pacientes (ZHONG
etal., 2021).

Dentre as funcdes citadas de IncRNAs a funcdo de “esponja” é uma das mais estudadas,
a qual é responsavel pela regulacdo/silenciamento de miRNAs através da ligagdo de INCRNAs
em suas regides reguladoras (regido de semente) ou em seus sitios de ligacdo, atuando como
RNA enddgeno competidor e impedindo o silenciamento de seus mRNAs alvo (LV, WANG,
ZHANG et al., 2022; XU et al., 2022; ZENG et al., 2022). Na pesquisa de Feng et al (2019),
MALAT1 promoveu proliferacdo de células de cancer de pulmao e resisténcia ao tratamento
atuando como espoja de miR-200a (FENG et al., 2019). O IncRNA H19 atua na transigéo
epitélio-mesenquimal agindo como um RNA enddgeno competidor de miR-138 e miR-200a,
que tem como alvos os genes ZEB1, ZEB2 e VIM (LIANG et al., 2015).
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Dessa forma os IncRNAs surgem como potenciais alvos da medicina de precisao, onde
diferentes mecanismos/terapias (como a utilizacdo do CRISPR, ZNFs e TALENSs) podem atuar
na regulacao/silenciamento das moléculas alteradas (TRIPATHI et al., 2018). Contudo, nao ha
estudos sobre o papel de IncRNAs em muitos tumores, em especial no cancer de pénis,
mostrando a importancia de investigar a funcdo dessas moléculas na etiologia dessa doenca

rara, mas agressiva.

2.4.2 Bioinformatica como método preditivo

Nos ultimos anos, bancos de dados gendmicos e protedmicos cresceram e
disponibilizaram um grandioso nimero de informacGes que facilitam a pesquisa cientifica
possibilitando a comparacdo de dados com mesma ou diferentes metodologias na busca por
moléculas, genes e proteinas importantes no desenvolvimento dos organismos ou relacionados
a etiopatogenia. Por meio das andlises in silico, que permitem a validacdo e modelagem
computacional, classificacdo e predicdo de alvos, houve um avanco na triagem e resultados
obtidos a partir desses dados. Algumas dessas informagdes sdo amplamente utilizadas na busca
por biomarcadores promissores para prognostico e diagnostico de cancer, bem como na busca
por de alvos terapéuticos, como genes, RNAs e proteinas (JEAN-QUARTIER et al., 2018;
YAN et al., 2018). Dessa forma, os resultados de andlises in silico sdo importantes para o
direcionamento de estudos experimentais com base em dados que podem ser oriundos de
diversos estudos.

No presente trabalho utilizamos ferramentas de bioinformatica para predizer interacdes
entre IncRNAs, miRNAs, e genes, de modo a identificar vias moleculares possivelmente

envolvidas na etipatogenia do carcinoma peniano.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar a partir de uma abordagem gendmica e in silico o papel funcional de INCRNAs

e as principais vias moleculares envolvidas em carcinoma peniano HPV-positivo.

3.2 Objetivos especificos

e Identificar INcRNAs presentes em regides gendmicas afetadas por alteracdes no

namero de copias (CNASs) em tumores penianos HPV-positivos;
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e Identificar sitios de integracdo de HPV localizados nos loci de genes de INCRNAs

e Correlacionar IncRNAs identificados em tumores penianos com outros canceres

associados ao status do HPV e com perfil histopatolégico semelhante;

e Determinar por ferramentas in silico interagdes génicas, miRNASs e vias moleculares

envolvidas com os INcRNAs presentes em CNAs;

e Sugerir possiveis INCRNAs como biomarcadores para o cancer de pénis.

4. METODOLOGIA

4.1 Fluxograma do trabalho

Triagem de genes presentes em regides
com alteracdes no nimero de copias
(CNAs) para identificacdio de genes de
RNAs longos ndo-codificantes (IncRNAs)

Excele GeneCards w3

Foram selecionadas apenas regides alteradas em pelo menos
23% das amostras (n=28).
Dados oriundos de dois projetos de Cancer de Pénis
(MACEDO etal, 2020; SILVA etal, 2021)

Identificacio das vias moleculares
envolvidas com base na interacdo
IncRNA-miRNA-gene

miRPath v.3

Utilizamos apenas os miENAs validados in silico e seus
respectivos genes regulados para formagdo das vias
Foram utilizadas as configuragdes padries e como filiros os
genes

Busca por sitios de
integracdio de HPV em
regides de CNAs de
IncRNAs

HPVBase

Validacdo in silico da
interacdo IncRNA-miRNA
RNA22v.2

Foram utilizadas as configurag@es
padrdes, exceto para energia livre de
dobramento, na qual foi aplicado o valor
de 10 keal/mol

Figura 8. Fluxograma do trabalho.

Comparacio de IncRNAs
presentes em Cancer de
Pénis com tumores
associados ao HPV
cBioPortal

Utilizamos os dados de carcinoma de
células escamosas de cérvix e carcinoma
de células escamosas de cabega e pescogo
disponiveis na plataforma

Busca de genes regulados
pelos miRNAs identificados
TarBasev.8

Foram aplicados osfiltros de espécie
(Homa sapiens) e score mIG (Z0.9)

Selecio  de  IncRNAg
potenciais na tumorigénese
peniana  para  andlises
posteriores

Levou-se em consideragio a frequéncia e
o tipo de CNA. Sendoassim 3 IncRNAs
foram selecionados, pois estavam
presentes em 100% das amostras e
amplificados

Identificagdio de miRNAs

que interagem com

IncRNASs selecionados
DIANA-LncBase v.3

Foi aplicado o filtro de espécie (Homo
sapiens)

As setas laranjas indicam a ordem das atividades realizadas. As plataformas e programas utilizados estdo
destacados em azul, e as explicacdes dos procedimentos, bem como os filtros utilizados estdo descritas logo abaixo.

4.2 Origem dos dados e aprovacdo ética

A investigacdo de IncRNAs foi feita a partir de dados disponiveis de dois projetos de
CaPe de nosso grupo de pesquisa (MACEDO et al., 2020; SILVA et al., 2021). Os dados

tratados em ambos os trabalhos s&o oriundos de amostras de pacientes com diagndstico clinico

e anatomopatologico de CaPe, maiores de 18 anos e que assinaram termo de consentimento e

livre esclarecido (TCLE) (ANEXO A) aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa com Seres
Humanos através da Plataforma Brasil, sob o processo (CAAE) n° 46371515.5.0000.5087 e
parecer n° 1.308.275 (ANEXO B).
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As amostras de tecido tumoral de 28 pacientes com CaPe foram coletadas no Hospital

do Céncer Aldenora Bello, antes da realizacdo de qualquer tratamento. A idade dos pacientes

ao diagndstico variou de 32 a 85 anos. A maioria dos pacientes possuia baixa escolaridade

(apenas 17,9% possuia ensino medio) e eram casados (75%); 50% dos pacientes se declararam

fumantes ou declararam serem fumantes nos Ultimos 5 anos e 63,3% consumiam alcool

regularmente. O perfil clinico e histopatologico dos pacientes foi obtido por meio dos

prontuérios. Ademais, o0 DNA genémico das amostras foi isolado usando o método fenol-

cloroférmio, seguido pela genotipagem de HPV, realizada por nested-PCR e sequenciamento

de DNA, como consta nas informagdes na Tabela 3, conforme descrito anteriormente pelo

nosso grupo de pesquisa (MACEDO et al., 2020; SILVA et al., 2021).

Tabela 3. Perfil clinico e histopatoldgico dos pacientes com cancer de pénis HPV-positivo

(n=28).
Presenga Subtipo Subtipo Lesdo Tamanho Grau do Estagio Invaséo Inv_asao
Caso Idade . o . b do . .. Perineur
de Fimose de HPV  histolégico  predominante do tumor® tumor Tumor Linfatica al
01 62 Né&o 16 Usual Ulcerado 2,5 I pT3 Sim Sim
02 80 N/A 16 Condilomatoso  Ulcerado 10 I pT2 N&o Né&o
03 81 Sim 18,53 Condilomatoso Ulcerado 2,1 1 pT1 Néo Néo
04 76 Sim 30 Condilomatoso Ulcerado 3 | pT1lb Sim Néo
. Usual e x x
05 74 Sim 73,74 basaldide Verrucoso 0,8 | pT2 Né&o Né&o
06 78  NA 16,06 Usual e Vegetativo 4 Il pTlb  Nio  Nao
basaldide
07 57  Nio 58 Usual e Nodular 3 N pT2  Nio  Ndo
condilomatoso ulcerado
08 85 Né&o 16  Condilomatoso Nodular 4 11 pT3 Né&o Sim
ulcerado
09 83 Né&o 16 Usual Ulcerado 4,5 11 pT3 Né&o Sim
10 40 N&o 59,66 Condilomatoso Ulcero- 3 1] pT2 N&o N&o
vegetativo
11 68 N/A 16,66 Condilomatoso  Verrucoso 55 | pT3 Né&o N&o
12 41 Sim 56 Condilomatoso  Vegetativo 3,5 1 pT2 Né&o N&o
13 74 Ndo 11, 35,59 Condilomatoso  Vegetativo 9 1 pT3 Né&o N&o
14 65 N/A 16, 74 Condilomatoso  Vegetativo 3,5 1 pT2 Né&o Né&o
15 51  NA 16,3559  Usual Ulcero- 3 I pT2  Sim  Nio
vegetativo
16 32  Nio 164474 Usuale Ulcero- 37 I pT2  Nio  Nio
condilomatoso  vegetativo
17 69 Né&o 16,30 Condilomatoso Vegetativo 3,5 | pT2 Né&o Né&o
18 37 Sim  Positivo®  Usual Nodular 5,0 i pT3 Ndo  Sim

ulcerado
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19 54 Sim Positivo? Usual Vegetativo 0,8 1 pT2 Sim Né&o
20 44 Sim 16 Usual Ulcerado 1,7 1 pT1 Né&o Né&o
21 51 Sim 16 Basaloide Vegetativo N/A 1 pT2 N/A N/A
22 71 Sim Positivo? Usual Ulcerado 2 11 Tis Né&o Né&o
23 74 Né&o Positivo? Condilomatoso  Ulcerado 1,8 1| pTla Né&o Né&o
24 83 Sim 35,59 Usual V;':t‘;rt?vo N/A I pT2 N/A  NA
25 77 N/A  Positivo? Usual Ulcerado 0,5 ni N/A Né&o Né&o
26 73 Sim 16 Usual Ulcerado N/A 1 pT1 N/A N/A
27 71 Né&o 16 Usual Ulcerado 3,2 11 pT3 Né&o Né&o
28 59 Sim Positivo® Condilomatoso  Verrucoso 55 I pT3 Né&o Sim

a Nenhuma informagédo sobre o gendtipo do HPV; ® Tumor = em mm; N/A = ndo disponivel. Fonte: MACEDO et
al., 2020 e SILVA et al., 2021.

4.4 Triagem de IncRNAs e correlacdo com canceres associados a HPV

A triagem de IncRNAs foi realizada a partir de dados de regides gendmicas com CNAs,
obtidos por meio da técnica de array-Comparative Genomic Hybridization (aCGH), conforme
descrito anteriormente (MACEDO et al., 2020). Identificamos manualmente os genes de
InNcRNAs presentes em tabela do Excel, na qual continha 0 nome de todos 0s genes presentes
em regibes com CNAs identificados no aCGH, o tipo de alteracdo e a frequéncia. Para
identificar quais genes originavam IncRNAs utilizamos a plataforma GeneCards v.5.14
(https://www.genecards.org/) (SAFRAN et al, 2010). A plataforma HPVbase
(http://crdd.osdd.net/servers/hpvbase/) (KUMAR GUPTA, KUMAR, 2015), que fornece
informac@es sobre sitios de integracGes virais, padrdes de metilacdo e expressdo aberrante de
miRNAs associados a HPV, foi utilizada para identificar sitios de integracdo de HPV (HPVis,
HPVis) relacionados aos genes de IncRNAs. Posteriormente, os IncCRNAs identificados em
CaPe foram comparados com IncRNAs encontrados em outros tumores associados a HPV e
com perfil histopatolégico semelhante, situados também em regides com CNAs. Para isso, foi
utilizada a plataforma cBioPortal (https://www.cbioportal.org/) (acesso em: 15 de agosto
2022), que através de conjuntos de dados de diferentes estudos como da Enciclopédia da
Linhagem das Celulas do Cancer (Cancer Cell Line Encyclopedia) (CCLE, sigla em inglés) e
os presentes no Atlas do Genoma do Cancer (The Cancer Genome Atlas) (TCGA, sigla em
inglés), fornece bases para analisar e visualizar dados gendmicos multidimensionais de cancer
(GAO et al., 2013). Sendo assim, utilizou-se os dados disponiveis de CNAs para Carcinoma de
Células Escamosas de Cérvix (CESC) (TCGA/PanCancer)

(https://www.cbhioportal.org/study/summary?id=cesc_tcga_pan_can_atlas_2018) (n=293) e
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Carcinoma de Células Escamosas de Cabeca e Pescoco (HNSCC) (TCGA/ Firehose Legacy)
(https://www.cbioportal.org/study/summary?id=hnsc_tcga) (n=522), com frequéncias em

CNAs que variaram de 0,2% a 31,6%, de acordo com as informac6es do cBioPortal.

4.5 Analise de interacGes INcCRNA-miRNA-gene

Afim de filtrar os dados, selecionamos IncRNAs potencialmente envolvidos na
tumorigénese peniana, levando em consideracgéo a frequéncia nas amostras e o tipo de CNA.

As interacGes INCRNA-miRNA e IncRNA-ceRNA por CLIP-seq e RNA-seq (p<0,05)
com os IncRNAs selecionados foram obtidas por meio da plataforma DIANA-LncBase v.3
(https://carolina.imis.athena-innovation.gr/diana_tools/web/index.php?r=Inc
basev2%2Findex-predicted) (acesso em: 23 de setembro, 2021), que fornece um compilado de
dados de interagcdes com suporte experimental entre INcRNAs e miRNAs, obtidos por curadoria
manual de publicacdes e de analise de dados de alto rendimento (KARAGKOUNI et al., 2019).

Os genes regulados por cada um dos miRNAs identificados foram obtidos através da
plataforma TarBase v.8 (https://dianalab.e-
ce.uth.gr/ntml/diana/web/index.php?r=tarbasev8%?2Findex) (acesso em: 20 de novembro,
2021), que dispbe dados de alvos de microRNA (miRNA) com suporte experimental,
permitindo estudos in silico relacionados a miRNAs e seus genes regulados (KARAGKOUNI
etal., 2017). Aplicamos os filtros de espécie Homo sapiens e score miTG (miRNA Target Gene)

>0,9 para obtermos os resultados.

4.6 Docagem molecular IncRNAs-miRNAs

A validacéo in silico da interacdo entre IncRNAs e miRNAs elencados pela plataforma
DIANA-LncBase v.3  foi  realizada atravées da  plataforma RNA22 v.2
(https://cm.jefferson.edu/rna22/Interactive/) (MIRANDA et al., 2006) (acesso em: 03 de
fevereiro, 2022), utilizando as configuragdes padrdes, exceto para a energia de dobramento do
heteroduplex miRNA-alvo, o qual foi alterado para <-10 kcal/mol. As sequéncias de INCRNAs
e miRNA foram obtidas pelo Centro Nacional de Informacéo sobre Biotecnologia (National
Center for Biotechnology Information) (NCBI, sigla em inglés)
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e miRBase v.22.1 (https://www.mirbase.org/) (acesso em: 03

de fevereiro, 2022), respectivamente.
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4.7 Vias moleculares

As vias moleculares foram identificadas por meio do miRPath v.3 (http://snf-
515788.vm.okeanos.grnet.gr/) (acesso em: 17 de marco, 2022) (teste Exato de Fisher, p<0,05 e
MicroT threshold>0,8), com base nas interagdes InCRNA-miRNA-gene, utilizando as
configuracBes padrdes da plataforma, bem como filtro miRNAs resultantes da validacéo in
silico e os genes por eles regulados, encontrados através da plataforma TarBase v.8. As vias
geradas fazem parte da Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) (VLACHOS et
al., 2015).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 LncRNAs identificados em regides gendmicas afetadas por CNAs

A partir dos dados de regiGes gendmicas com CNAs, identificamos 379 genes de
InNcRNAS, dos quais 336 estdo presentes em regides de ganho (88,7%), 38 em regides de perda
(10%), 2 em regides de ganho e perda (0,5%) e 3 em regido de amplificacdo genémica (0,8%)
(regies que possuem cinco ou mais copias). A maioria destas regides com CNAs sao sitios de
integracdo de HPV (HPVis, sigla em inglés) (87%), reforcando o papel desse patdgeno na
capacidade de ocasionar alteracdes genéticas e afetar a expressao génica (MACEDO et al.,

2020), estes dados estdo descritos na Tabela 4.

Tabela 4. RNAs longos ndo-codificantes presentes em regides cromossdémicas com alteracdo

no namero de copias (CNA) em tumores penianos HPV-positivos (n=28).

Freguéncia

Citobanda*  Alteracéo (%) HPVis (genotipo) Nome de IncRNAs
. LINC00982, LINCO1134, LINC01346
0 y 1 L
1p36.3 ganho 82.1% sim (16) LOC100996583, TP73-AS1
1043 ganho 50% sim (18) CHRM3-AS1, CHRM3-AS2, LINC01139
2p12-p11.2 ganho 82,1% sim (16) LOC101927948, LOC101927967
2p16.3 ganho 53,6% sim (16,18)  LOC730100
AGBL5-AS1, ALMS1-IT1, ATP6V1BI1-ASL,
BIRC6-AS2, BOLA3-AS1, BRE-ASL,
C20rf91, CYP1B1-AS1, DCTN1-ASI,
DGUOK-AS1, DNAJC27-AS1, FLJ31356,
2p25.3- . . FLJ33534, GACAT3, GTF3C2-ASL,
pll.1 ganho 42,9% sim (16, 18,45)  |10G2040054, HS1BP3-IT1, ID2-ASL,

INO80B-WBP1, LBX2-AS1, LINC00152,
LINC00211, LINC00276, LINC00298,
LINC00299, LINC00309, LINC00486,
LINC00487, LINC00570, LINC00954,
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LINC01105, LINCO1115, LINC01118,
LINCO01119, LINCO1121, LINC01122,
LINCO01126, LINC01143, LINC01185,
LINCO01246, LINC01247, LINC01248,
LINC01249, LINC01250, LINC01291,
LINCO01304, LINC01317, LINC01318,
LINC01320, LINC01381, LINC01460,
LINC01628, LOC100133985, MEIS1-AS2,
MEIS1-AS3, MYCNOS, MYCNUT, MYT1L-
AS1, NRIR, PARTICL, TGFA-IT1,
LOC100129434, LOC100132215,
LOC100505716, LOC100505736,
LOC100506274, LOC100506474,
LOC100507006, LOC101927661,
LOC101928222, LOC101928371,
LOC101929452, LOC101929551,
LOC284950, LOC375196, LOC400940,
PCBP1-AS1, RMDN2-AS1, RNASEH1-AS1,
RNF144A-AS1, SIX3-AS1, SLC8AL1-AS1

3926.1

ganho

42,9%

sim (45)

LINC01192, LINCO01322, LINC01324

4p14-p13

perda

28,6%

sim (16)

LINC02265, UCHL1-AS1, UGDH-AS1

7pl12.1-11.2

ganho

67,9%

sim (16)

EGFR-AS1, HPVC1, LINCO01445,
LINC01446, VSTM2A-OT1

7p21.3

ganho

50%

sim (16)

LOC100505938

7921.11

ganho

53,6%

sim (16, 35)

MAGI2AS3, LOC100128317,
LOC101927269, LOC101927378

7p22.3-p11

ganho

39,3%

sim (16, 45)

AOAH-IT1, C7orf65, C7orf69, C7orf71,
DDC-AS1, DKFZp434L192, ELDR, ELFN1-
AS1, ELMO1-AS1, EVX1-AS, HOTAIRML,
HOTTIP, HOXA10-AS, HOXA10-HOXAOY,
HOXA11-AS, HOXA-AS2, HOXA-AS3,
HRAT92, INHBA-AS1, ISPD-AS1, JAZF1-
AS1, KCCAT333, KIAA0087, KLHL7-AS1,
LINC00265, LINC00525, LINC00957,
LINC00997, LINC01162, LINC01176,
LINC01447, LINC01448, LINC01449,
LINC01450, MACC1-AS1, MEOX2-AS1,
RBAKDN, RNF216-IT1, TSL, FOXL3-0T1,
LOC100240728, LOC100506098,
LOC100506178, LOC100506497,
LOC100506725, LOC100507642,
LOC101927354, LOC101927668,
LOC101927769, LOC101928168,
LOC101928401, LOC101928618,
LOC102723672, LOC105375115,
LOC105375166, LOC221946, LOC401312,
LOC401324, LOC441204, LOCA442497,
LOC646762, LOC730338, NPSR1-AS1,
POUG6F2-AS1, PSMG3-AS1, SEPT7-AS1,
SNHG15, TRG-AS1

8q11.1-24.3

ganho

53,6%

sim (16, 18)

ASAP1-IT1, ASAP1-I1T2, AZIN1-AS1,
BAALC-AS1, BAALC-AS2, BREA2, C8orf31,
C8orf34-AS1, C8orf37-AS1, C8orf44,
C8orf87, CA3-AS1, CASC19, CASC9,
CCAT1, FAM83A-AS1, FER1L6-AS1,
FER1L6-AS2, FLJ42969, FLJ46284, HAS2-
AS1, LACTB2-AS1, LINC00051,
LINC00251, LINC00293, LINC00534,
LINC00535, LINC00536, LINC00588,
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LINC00861, LINC0O0964, LINC00967,
LINC00968, LINC01030, LINC01111,
LINCO01151, LINC01289, LINC01298,
LINC01299, LINC01300, LINC01301,
LINCO01419, LINC01591, LINC01592,
LINC01602, LINC01603, LINC01606,
LINC01607, LOC100288181, MAFA-AS],
MINCR, MSC-AS1, NCRNA00250, PCAT1,
PCAT2, PRNCR1, SNHG6, LOC100130298,
LOC100132813, LOC100133669,
LOC100287846, LOC100507464,
LOC101926892, LOC101926908,
LOC101927040, LOC101927066,
LOC101927141, LOC101927513,
LOC101927543, LOC101927588,
LOC101927657, LOC101927798,
LOC101927822, LOC101927845,
LOC101927915, LOC101928087,
LOC101928160, LOC101928902,
LOC101929217, LOC101929268,
LOC101929341, LOC101929488,
LOC101929528, LOC102724612,
LOC102724710, LOC102724804,
LOC102724874, LOC104054148,
LOC105375773, LOC105375787,
LOC105375843, LOC286177, OTUDGB-
AS1, PKIA-AS1, RAD21-AS1, RBM12B-AS1,
RDH10-AS1, RHPN1-AS1, RNF139-AS1,
RRS1-AS1, SAMD12-AS1, STAU2-AS1,
TONSL-AS1, UBR5-AS1, YTHDF3-AS1,
ZFHX4-AS1, ZFPM2-AS1, ZNF252P-AS1

8p23.1 perda 75% sim (16) FAMG66E
8023.3 ganho 71,4% sim (16, 18) LINCO01608, LINC01609, LINC02237
CASC11, CASC21, CASC8, CCAT2,
8g24 ganho 82,1% sim (16, 18) CCDC26, LINC00824, LINC00977, PVT1,
TMEM75
9p21 ganho 35,7% sim (16, 18) LOC101929563
10g11.22 perda 75% nédo LINC00842
. ANO1-AS2, SHANK2-AS3, LOC100128494
0 l b 1
11913.4 ganho 42,9% sim (16) SHANK2-AS]
. Cllorf44, NTM-IT, LOC101929653,
11924-25 ganho 28,6% sim (16) LOC283177, NTM-ASL
14q12 ganho 35,7% sim (16) LINC00911, LOC283585
14¢32.33 amp;g'ca‘? 100% sim (16) KIAA0125, LINC00221, LINC00226
éi‘jlzl'l' g;er:r&(;/ 39,3% néo LINCO1193
GABRG3-AS1, IPW, LINC00929, PWARL,
15q11.2- ganho/ 46.4% sim (18) PWAR4, PWARS5, PWARSN, PWRN1,
g13.3 perda 70 PWRN2, PWRN3, PWRN4, LOC101927079,
LOC283683
15q26.2- 0 . LINC00923, LINC01582, LOC101927310,
426.3 ganho 32,1% sim (16) NR2E2-AS]
3(152111'2- ganho 35,7% nédo FLJ26245, LINC00273, LINC01566
18p11.31- ganho 35,7% sim (16) L3MBTL4-AS1, LINC00668, LINC01387,

p11.21

LOC101927188
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19p13.11-

115 perda 25% sim (16) HOMER3-AS1, LINC00663
ILF3-AS1, LOC100505555,
. LOC105372273, RAB11B-AS1, ZNF426-DT
0 y 1 1
19p13.2 perda 28,6% sim (16, 18)  7NF433-AS1, ZNF561-ASL, ZNF625-
ZNF20
20013.32. C200rf197, GNAS-AS1, SLMO2-ATPS5E,
13 . ganho 42,9% sim (16) LOC101927932, LOC101928048,
q13. LOC729296
22q11.21 ganho 60,7% sim (33) SEPT5-GP1BB
FAM197Y2P, FAM197Y5P, LINC00278,
LINC00280, TTTY1, TTTY11, TTTY12,
Yp1l.3- orda 28 6% o TTTY16, TTTY18, TTTY19, TTTY1B, TTTY2,
pl1.2 P 070 TTTY20, TTTY21, TTTY21B, TTTY22,

TTTY23, TTTY23B, TTTY2B, TTTY7,
TTTY7B, TTTY8, TTTY8B

* Citobandas alteradas em pelo menos 25% dos casos. Fonte: adaptado de (MACEDO et al., 2020; SILVA et al.,
2021). HPVis significa sitio de integracdo de HPV.

A regido cromossdmica 14932.33 foi a Unica que apresentou alteracdes em 100% dos
casos, estando amplificada em todos os tumores. Nessa regido estdo mapeados os INCRNAS
KIAA0125, LINC00226 e LINC00221, bem como o pseudogene ADAM6 e miR-7641-2. Além
disso, 14g32.33 também é um dos HPVis. Dessa forma, estes 3 IncRNAs foram selecionados
para as analises posteriores de seu papel funcional.

Estudos com pacientes de cancer oral (AMBELE et al., 2020) e ameloblastoma (DINIZ
et al., 2019) revelaram que CNAs com amplificacbes e ganhos na regido 14q32.33,
respectivamente, foram relacionadas com a tumorigénese. Entretanto, na leucemia linfocitica
cronica (LLC), a delecdo desse segmento pode estar desempenhando um papel na etiopatogenia
da LLC (HARRIS et al.,, 2021). Além disso, no sequenciamento de exoma inteiro de
glioblastomas foi verificado uma perda especifica na regido 14932.33, onde estdo localizados
LINC00226, LINC00221 e ADAMG (SHI et al., 2019). Essa dualidade em relagdo ao papel de
IncRNASs na carcinogénese, podendo atuar como possiveis oncogenes ou supressores de tumor,
evidencia que as func@es e interagdes dessas moléculas sdo variadas e complexas, aléem de
estarem intimamente relacionadas as alteraces do microambiente tumoral e do tipo histologico
(DONG et al., 2019; ARORA et al., 2022).

KIAA0125, também conhecido como FAM30A, é estudado em varios tipos de tumores,
devido a sua expressdo distinta em cada um deles, sugerindo que o seu papel depende do tipo
celular (YANG et al., 2019). Nas sindromes mielodisplasicas, a maior expressédo de KIAA0125
foi associada a uma sobrevida mais curta e a um maior risco de transformacéo para leucemia
mieldide aguda (HUNG et al., 2021). Entretanto, em cancer colorretal a superexpressdo de
KI1AA0125 foi responsavel pela supressao da proliferacdo, migracéo e invasdo celular, além de
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inibir a EMT (transicdo epitélio-mesenquimal) através da sinalizacdo Wnt/f-catenina (YANG
etal., 2019).

No que se refere a LINC00221, este € um IncRNA intergénico que esta regulado
positivamente em varios tumores, podendo estar correlacionado com o tratamento e progndstico
dessas patologias (TANG et al., 2019). No cancer de pulmao de células ndo pequenas (NSCLC)
resistente a cisplatina, os niveis de expressdo desse IncRNA foram elevados e estavam
associados a um prognastico ruim. LINC00221 tem como alvo miR-519a, um miRNA gue pode
promover a sensibilidade a droga em NSCLC por ter como alvo o gene ZBTBS5, responsavel
pela regulacdo de vérios processos bioldgicos (TANG et al.,, 2019). Segundo Yang e
colaboradores (2021), o silenciamento deste INCRNA pode evitar a progressdo do carcinoma
hepatocelular através do eixo let-7a-5p/MMP11 (YANG et al., 2021). Entretanto, na leucemia
linfoblastica aguda infantil e na leucemia miel6ide aguda, os niveis de expressdo desse INCRNA
sd0 baixos e esta associada a efeitos pro-apoptoticos e antiproliferativos, através da regulacao
de miR-152-3p (HUANG et al., 2020).

Quanto ao LINC00226, existem poucos estudos sobre o papel funcional deste INCRNA,
principalmente na carcinogénese. Yu e colaboradores (2017) estudando adenocarcinoma ductal
pancreatico, mostraram que a expressao de LINC00226 foi regulada negativamente, sugerindo
que ele possa desempenhar um papel importante no desenvolvimento e progressdo desta
patologia. Entretanto, ha poucos estudos sobre o padrdo de expressdo desse INCRNA em

canceres humanos (YU et al., 2017).

5.2 Correlacao de IncRNAs identificados em CaPe e em outros canceres associados a HPV

Foram identificados 1.749 genes de INCRNAs em carcinoma de células escamosas
cervicais (CESC)
(https://www.cbioportal.org/study/summary?id=cesc_tcga pan_can_atlas 2018) e 549 genes
em carcinoma de celulas escamosas de cabeca e pescogo (HNSCC)
(https://www.chioportal.org/study/summary?id=hnsc_tcga), presentes em regibes de
amplificacdo e/ou delegéo. Destes, apenas 41 genes de INcCRNAs s&o comuns para CaPe, CESC
e HNSCC (Figura 9 e Tabela 5).
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Figura 9. Diagrama de Venny mostrando interseccdo total de RNAs longos nédo-codificantes
identificados entre cancer de pénis, cancer de células escamosas cervicais e carcinoma de
células escamosas de cabeca e pescoco, em regides cromossémicas com alteragdo no nimero

de cdpias.
CESC, sigla em inglés para carcinoma de células escamosas cervicais; HNSCC, sigla em inglés para carcinoma

de células escamosas de cabeca e pescoco; PeCa, sigla em inglés para cancer de pénis.

Tabela 5. Os 41 RNAs longos ndo-codificantes em comum entre canceres associados a HPV,
presentes em regides cromossdémicas com alteragdes no nimero de copias, de acordo com 0s

dados obtidos no portal cBioPortal (https://www.cbioportal.org/).

Frequéncia Frequéncia em Frequéncia em

Nome dos HPVis em CaPea _ CESC (n=293)  HNSCC (n=522)

Citobanda Localizacao

INcRNAs (genotipo)

(n=28) Amp Del Amp Del
105.879.976
- (}5?%03%5) 10%  07%  11%  1,0%
105.932.642
106.482.435 L00%
14¢32.33 - LINCO0221  sim(16)  , -we’’ . 10% 07%  11%  10%
106.521.073 priticag
106.287.674
- LINC00226 10% 07% 11%  1,0%
106.288.828
7.955.014- . 75% . .
8p23.1 S oop7es  FAMGGE  sim (16) Do - 1,0% - 3,8%
26.533.121- 0,7% ; ]
M52 e KIAAS? - 13%  0,2%
30.733.430- ; ]
41 g7oaggy  LINC00265 “im 50.3% 0,3% - 1,1% -
47.761.476- (16,45) Ganho . )
123 5T LINC00S25 0,3% - 2,1% -
44.039.171- 0 g
7p13 aioas 305 LINC00957 0,3% - 1,1% -
103.132.959 . ]
8q22.3 - BAALC-AS2 (156' Ts) g?;r?h/g 1,7% - 6,1% -
103.141.520 '
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142.198.356
8g24.3 - LINC00051 2,7% - 10,5% -
142.209.003
46.822.174- . .
8q11.1 46907309  -INC00293 0,7% - 5,6% -
90.221.341- . ] . ]
8g21.3 90657863  LINC00534 1,0% 4,0%
115.950.511
8g23.3 - LINC00536 1,7% - 8,0% -
116.325.062
57.279.543- . .
8g12.1 =7 o86.96g  LINC00588 0,7% - 3,4% -
125.859.721
8g24.13 - LINC00861 2,0% - 10,7% -
126.292.788
124.823.702
8g24.13 - LINC00964 2,0% - 10,0% -
124.962.531
66.192.093- . ] . ]
8g13.1 66197315  LINC00967 1,0% 3,8%
56.494.309- o ] . ]
8q12.1 c5550803  LINC00968 0,7% 3,3%
126.556.323
8g24.21 - PCAT1 2,0% - 11,7% -
127.419.050
66.920.561- o ] . ]
8g13.1 66.926.398 SNHG6 1,0% 3,4%
37.820.498- o .
2p22.2 37876074  LINC00211 0,3% - 0,8% -
13.710.531- o .
2p24.3 14400963  LINC00276 0,7% - 0,2% -
64.185.078- . ] . ]
2pl4 64205485  LINC00309 0,7% 0,6%
32.825.359- sim 42,9% . ] . ]
2p22.3 32,026,693  1NC00486 (16,18,45) Ganho 1,4% 0,4%
11.372.612- . ] . ]
2p25.1 11403175  LINC00570 0,7% 0,2%
19.868.860- . ] . ]
2p24.1 10885047  LINC00954 1,0% 0,4%
15.918.350- . ] . ]
2p24.3 15 042 249 MYCNOS 1,0% 0,4%
34.158.585- . 35,7% ] . . .
16p11.2 34160036  LINC00273 nio Ganho 0,7%  0,8% 0,2%
19.757.366- . 25% 0 0 9 .
19p13.11 "o oeos  LINC006E3  sim (16) Porda 03% 1,0%  0,2%
6.919.496- . 35,7% o ] 0 o
18p11.31 6.929.966 LINC00668  sim (16) Ganho 1,0% 3,1% 0,2%
46.398.362- . 75% ] . . .
1091122 " oT0s  LINC00842 nio Perda 03%  0,8% 0,2%
85.393.828- . 35,7% o ] o o
14931.3 g5 400550  LINC00911  sim (16) 1,0% 1,7% 0,4%
97.572.185- . 32,1% . .
15026.2 o7 875650  LINC00923  sim (16) Ganho 1,7% - 0,8% -
26.115.726- . . . ]
15q12 26.134.001  LINC00929 07% 07%  0,8%
24.101.827- . 46,4% . .
15q11.2 24 823,365 PWRN1 sim (18) Ganho/perda - 0,7%  0,8% -
15q11.2 24.162.754- PWRN2 07% 03%  0,8% -

24.169.948
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128.634.199
8q24.21 i LINC00977 20% - 105% -
129.683.770 sim 82,1%
127.794.526 (16,18) Ganho
8q24.21 i PVT1 38% - 113%  04%
128.187.101
163.100.152 12.9%
326.1 i LINCO1192  sim (45) o 109% - 153%  02%
163.361.563
- 0,
150112 o058 LINC01193 ndo Gar?ﬁ(’jp/gr i O07%  O0T%  08% -
9.621.249- Sim 28,6%
19132 ‘gorieds  ZNFseLast T A 14%  1,0%  1,0% i

aCaPe; IncRNAs detectados em pelo menos >25% das amostras, enquanto que a frequéncia dos dados obtidos em
cBioPortal variam de 0,2% a 30,3%. Amp; amplificacdo. Del; delecdo. HPVis significa sitio de integragdo de
HPV.

Dentre os 41 IncRNAs, LINC01192 foi o que apresentou a maior frequéncia de
amplificacdo em CESC (10,9%) e HNSCC (15,3%), além de ser um dos mais frequentemente
alterados em CaPe (42,9%). Li e colaboradores (2020) relataram uma alta expressdo desse
InNcRNA em céancer de mama triplo-negativo e observaram sua associacdo a baixa taxa de
sobrevida dos pacientes. Existem poucos estudos sobre o papel funcional desse INCRNA,
sobretudo em tumores associados a HPV. Nossos dados revelaram que a regido onde esta
localizado o gene desse INcRNA é HPVis, sendo assim esse virus pode ser um dos responsaveis
por essas alteracGes. Entretanto, nos dados disponiveis para os demais canceres nao ha uma
estratificacdo das amostras quanto ao status de infec¢do pelo HPV, sendo uma limitagéo deste
trabalho. Dessa forma, se faz necessario mais estudos para investigar o papel de LINC01192 na

tumorigénese de carcinomas de células escamosas associados a HPV (L1 et al., 2020).

5.3 Interacdo de INCRNAs-miRNAs

Apos a escolha dos IncRNAs potencialmente envolvidos na tumorigénese peniana,
presentes em regido de amplificagdo em 100% das amostras de CaPe, utilizamos a plataforma
DIANA-LncBase v.3 para prever os miRNAs com 0s quais essas moléculas interagem. Como
resultado, identificamos um total de 19 miRNAs que estabelecem interagfes com INCRNAS
(Tabela 6). KIAA0125 interagiu com dez miRNAs, LINC00221 com oito e LINC00226 apenas

com um miRNA.
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Tabela 6. miRNAs que interagem com RNAs longos ndo-codificantes presentes em regioes
cromossémicas com alteragcBes no nimero de copias (amplificacdo) em 100% das amostras de

cancer peniano HPV-positivo (n=28).

IncRNAs Quantidade de miRNAs MiRNASs
hsa-let-7e-5p
hsa-let-7f-5p
hsa-let-7i-5p
hsa-miR-148a-3p
hsa-miR-148b-3p
hsa-miR-152-3p
hsa-miR-4677-3p
hsa-miR-98-5p
LINC00226 01 hsa-miR-383-5p
hsa-miR-10a-5p
hsa-miR-155-5p
hsa-miR-28-5p
hsa-miR-301a-3p
hsa-miR-30a-5p
hsa-miR-30c-5p
hsa-miR-30e-3p
hsa-miR-423-5p
hsa-miR-503-5p
hsa-miR-9-3p

LINC00221 08

KIAA0125 10

Dados obtidos da plataforma DIANA-LncBase v.3.

Os IncRNAs, de acordo com a literatura, podem servir como “esponja” e como RNA
enddgeno competidor (ceRNA) para regular a expressdao de miRNAs, os quais se ligam ao
IncRNA. Ademais, 0s IncRNAs podem regular ainda o processamento de miRNAS primarios
(pri-miRNA). Com base nisso, 0s INCcRNAs podem ser responsaveis tanto pela promocéo e
progressao tumoral como pela supressdo, através da regulacdo de mIiRNAs e,
consequentemente, da expressdo génica, por meio dessas moléculas (KHORKOVA; HSIAO;
WAHLESTEDT, 2015; HUANG et al., 2020; ZHAO et al., 2020). Dessa forma, a partir dos
dados de miRNAs, buscamos seus genes-alvo para prever o papel funcional dessas moléculas

reguladoras e, consequentemente, dos INCRNAs.

5.4 Genes regulados por miRNAs associados aos INCRNAs

Os genes regulados pelos miRNAs foram identificados por meio da plataforma TarBase
v.8. Para miR-383-5p, Unico relacionado a LINC00226 e hsa-miR-4677-3p, relacionado ao

LINC00221, ndo foram obtidos resultados. Logo, as analises posteriores se centraram em
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LINC00221 e KIAA0125. Ao todo, foram obtidos 703 genes sem duplicatas (Tabela
Suplementar 1), regulados pelos 17 miRNAs descritos na Tabela 6 (com exce¢do do miR-383-
5p e hsa-miR-4677-3p), dos quais 245 genes foram relacionados aos miRNAS que interagiram
com LINC00221 e 458 com KIAA0125.

5.5 Docagem molecular de IncRNAs LINC00221 e KIAA0125 com miRNAs

O RNAZ22 foi utilizado para validacg&o in silico e prever os sitios de ligacdo de KIAA0125
e LINC00221 aos seus miRNAs candidatos. Como resultado, dos dez miRNASs que interagem
como KIAA0125, apenas para miR-9-3p e miR-30c-5p néo se obteve resultado com o filtro de
energia de dobramento aplicado. Sendo assim, oito miRNAs potenciais foram validados in
silico. Para alguns miRNAs foram encontrados mais de um sitio de ligacdo, com isso
selecionamos aquele com menor energia livre de dobramento, uma vez que quanto menor a

energia, mais estavel é a ligacdo entre essas moléculas (Figura 10).

hsa_miR_503_5p hsa_miR_423_5p hsa_miR_28_5p
9265 9287 4815 4837 6638 6658
L I3 5 3 5 | |
CAGCAGGCATGTGGGCGATGCTG ATCCCTGAGCTCTCGGCTCCTCC CTACATGAGGC-AGGGCTCCTG

ITERIINTRINE TR (IR EENII

g GACGTCTTGACAGEOCEACEAT. & 3 TTTCAGAGCGAGAGACGGGGAGT & 3 GA-GTTATCTGACACTCGAGGAA
=130/ Kcal/mol -22.70 Kcal/mol -17.60 keal/mol
hsa_mlR_3U1a_3p hsa_mlR_155_5p hsa_miR_1Ua_5p
n
ol = 1497 1518 4060 4080
5 L 3 5 3 5 | I 3
GCTCCACGATGC-CCTGGGCTG : '
TGCCTCT-TAGGGAT -GGCAGTGA AGGAGGCAGGATT-CCAGGGTG
IR AL s 10100 1t TNERITIIE
3 CGAAACTGTTATGATAACGTGAC &'
3 TTGGGGATAGTGCTAATCGTAATT g 3 GTGTTTAAGCCTAGATGTCCCAT &
-12.60 Kcal/mol
-14.40 Kcal/mol -15.90 Kcal/mol
hsa_miR_30e_3p hsa_miR_30a_5p
8867 8886
1826 1847
- | ‘ ] Legenda:
5 X f
TGACCAGCA-CAGGCTGAGGC TACCCAGTGCCTGATGTGTATC 5’ - sequéncia do KIAA0125 - 3’
[HINE e T SRS VN EI RN
3 CGACATTTGTAGGCTGACTTTC & ¢ [GAAGSTCAGCTCCTACAMATGT & 3' - sequéncia do miRNA - 5’

-14h00 Kcal/mol -10.90 Kcal/mol

Figura 10. Docagem in silico miRNA-KIAA0125 pela plataforma RNA22.
Docagem de miRNA-KIAA0125 pelo algoritmo RNA22 com energia de dobramento de heteroduplex <10

kcal/mol.
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Para LINC00221, de oito miRNAs previstos, apenas 3 geraram resultados para possiveis
sitios de ligagcdo, como mostrado na Figura 11.

hsa-let-7e-5p hsa-miR-98-5p

664 686 751 770
5 | | 3 s | i

CACTTGTAAGCCTGTCAATCTCA AACAATG--AAATACCATCTCA

FEEEE: 10T 1=

3 TTGTTAGTTGAATGATGGAGT 5
-T.40 Kcal/mol

NI E IR e
3 TTGATATGTTGGA-GGATGGAGT g5
-11.60 Kcal/mol

hsa-let-7i-5p

748 7"’” Legenda:

3 . snci -
AACAACAATGAAATACCATCTCA 5 - sequéncia do LINC00221 - 3

CEEE T 0E T 1s IR VERE N

3 TTGT-CGTGTTTGATGATGGAGT 3 - sequéncia do mikNA -5

5
-11.10 Kcal/mol

Figura 11. Docagem in silico miRNA-LINC00221 pela plataforma RNA22.

Docagem miRNA-LINC00221 pelo algoritmo RNA22 com energia de dobramento de heteroduplex <10 kcal/mol.

5.6 Vias moleculares

Por meio da interacdo IncRNA-miRNA-gene, obtivemos um total de nove principais
vias, das quais cinco estavam relacionadas a KIAAQ0125 e quatro a LINC00221, como mostra a
Figura 12 e a Tabela 7. Destas, as vias de degradacéo de lisina (p=4,54E-05) e interacdo matriz
extracelular-receptor (p=2,53E-04) foram as mais significativas (de acordo com o p-value).

Sendo assim, a busca por literatura se centrou nessas duas vias, a fim de compreender o possivel
papel dessas interacfes na carcinogénese peniana.
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Figura 12. Heatmap de top vias relacionadas aos miRNAs que interagem com RNA longo nao-
codificante KIAA0125 (A) e LINC00221 (B) presentes em regido cromossémica com alteracdes
no nimero de cépias (amplificacdo) em 100% das amostras de cancer peniano HPV-positivo

(n=28), obtido pela plataforma MirPath v.3.

Tabela 7. Principais vias relacionadas aos miRNAs que interagem com 0s RNAs longos nao-
codificantes presentes em regiGes cromossémicas com alteragdes no nimero de coOpias
(amplificagdo) em 100% das amostras de cancer peniano HPV-positivo (n=28), obtido pela

plataforma MirPath v.3.

INCRNA Vias Relacionadas mMiRNAs Genes p-Value

hsa-miR-28-5p
hsa-miR-301a-3p

WHSC1L1, ASH1L

Degradacdo de lisina hsa-miR-30a-5p 4,54E-05
hsa-miR-423-5p
hsa-miR-30e-3p ASHI1L, SUV420H1
hsa-miR-155-5p MET, E2F3
) hsa-miR-301a-3p MET, CCND2, MDM4, PTEN
KIAA0125 miRNAs em cancer - 2,48E-02
(FAM30A) hsa-miR-30e-3p MET, CCND2, E2F3, PTEN
hsa-miR-423-5p  CCND2, E2F3, MDM4, PTEN
) hsa-miR-28-5p CALMS3, E2F3
Glioma - 5,72E-03
hsa-miR-423-5p CALMS3, E2F3, PTEN
hsa-miR-28-5p IQGAP1
Juncéo-aderéncia _ MET, WASL, MAP3K7, 1,42E-02
hsa-miR-30a-5p TGEBR?
Metabolismo de colinaem ., mir 301a-3p TSC1, WASL, SP1 3,02E-02

cancer

LINC00221 Interagcdo ECM-receptor hsa-let-7e-5p COL3A1, COL1A2 2,53E-04
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hsa-let-7i-5p
hsa-let-76-5 NRAS, HAND1, IGF1R,
Pluripoténcia de células- P FZD3, SKIL, PCGF3, WNT9A
P tronco NRAS, HAND1, IGF1R, 4,79E-04
hsa-let-7i-5p FZD3, SKIL, ACVRI1C,
PCGF3, WNT9A
iossi - hsa-let-7e-5
Biossintese de mucinas P GALNT1 7 58E-04
tipo O-glicano hsa-let-7i-5p
iossi hsa-let-7e-5
Biossintese de sulfato de : P B3GNT1 9,86E-03
queratan hsa-let-7i-5p

Existem poucos estudos sobre o papel de miRNAs na via de degradacdo de lisinas,
principalmente em tumores, entretanto € uma via clinicamente importante, pois alteragdes
podem causar distirbios neurometabdlicos (LEANDRO, HOUTEN, 2019). MiR-28-5p, miR-
301a-3p, miR-30a-5p e miR-423-5p, foram previstos para regular os genes WHSC1L1 e ASH1L,
envolvidos nessa via, bem como miR-30e-3p para os genes ASH1L, SUV420H1.

O gene WHSC1L1 é descrito como um oncogene humano, principalmente para o cancer
de mama, onde sua superexpressdo € associado a transformacédo neoplésica de células saudaveis
(RONA et al., 2017), bem como associada a progndéstico ruim, diminuicdo de células T CD8+
e alta expressao de CD274 (KIM et al., 2021). A isoforma curta desse gene, conhecida como
NSD3s, possui um Unico dominio PWWP, que reconhece lisinas metiladas em histonas, atuando
na regulacdo da expressao génica a nivel epigenético. Esse dominio é encontrado em diversas
proteinas responsaveis pela divisao celular, crescimento e diferenciacdo. Sendo assim, muitas
estdo associadas ao desenvolvimento de doencas, como o cancer (RONA et al., 2017). Saloura
e colaboradores (2016) demonstraram que em HNSCC esse gene também esta superexpresso e
quando regulado negativamente ocasiona a interrup¢éo do ciclo celular e diminuicdo nos niveis
globais de dimetilagdo de H3K36 (lisina 36 na histona H3) (SALOURA et al., 2016).

O gene ASH1L, assim como WHSC1L1 também codifica uma histona metiltransferase
(HMT) envolvida na metilacdo da H3K36 (ROGAWSKI et al., 2021) e esta frequentemente
alterado em cancer de células escamosas esofagicas (SONG et al., 2014), bem como
superexpresso em cancer anaplasico da tireoide, por conta dos niveis reduzidos de miR-200b-
3p, responsavel por sua regulacdo (XU et al., 2020).

No que se refere ao gene SUV420H1, em células invasivas de cancer de mama, como
MDA-MB-231 ou BT-474, os niveis de SUV420H1 sdo mais baixos do que em células normais
e estdo associados a perda da trimetilacdo da histona H4K20 e, consequentemente, a
invasividade e mau progndéstico em cancer de mama (YOKOYAMA et al., 2014). Além disso,

esse gene esta frequentemente mutado em diferentes neoplasias. No estudo de Brohm e
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colaboradores (2019), descobriu-se que a maior parte dessas mutaces sdo responsaveis pela
reducdo da atividade catalitica desse gene, sugerindo que possua uma funcao de supressor de
tumor (BROHM et al., 2019). Entretanto, segundo Vougiouklakis e colaboradores (2015),
SUV420H1 é responsavel pela metilacdo do gene ERK1, promovendo a sua fosforilacdo e
aumento da proliferacdo de células cancerosas (VOUGIOUKLAKIS et al., 2015).

A matriz extracelular ¢ um dos componentes que apresenta maior abundancia no
ambiente tumoral, além de desempenhar um papel importante no processo de adeséo,
degradacdo, movimentacéo, hiperplasia e eliminacdo tumoral (BAO et al., 2019). No presente
estudo, let-7e-5p e let-7i-5p foram previstos como reguladores dos genes de colageno COL3A1
e COL1A2. Diversos estudos mostraram que a desregulacdo desses genes estava associada a
carcinogénese. Li e colaboradores (2019), por exemplo, demonstraram que, em
adenocarcinoma gastrico, COL1A2 foi um dos principais genes regulados positivamente e
relacionados a iniciacdo e progressdo desta patologia, associado a via de interacdo ECM-
receptor (LI et al., 2019b). Em outra pesquisa com cancer gastrico, COL1A2 também foi
regulado positivamente e correlacionado ao tamanho e profundidade de invasdo tumoral, bem
como estava relacionado a menor sobrevida global (LI et al., 2016). COL1A2 também foi
superexpresso em cancer de bexiga ndo invasivo de masculo, onde evidenciou-se uma
associacdo da alta expressdo de COL1A1 e COL1A2 em pacientes com baixa sobrevida livre de
progresséo e sobrevida global (BROOKS et al., 2016). Liu e colaboradores, demonstraram
ainda que a inibicdo/silenciamento de COL1A3, CTCF e COL1A1, inibiram o crescimento e a
migracdo de células tumorais no cancer gastrico (LIU et al., 2021). Além disso, em estroma
reativo elevado em cancer de prostata também foi observado uma alta expressdo de genes de
coldgeno (ANDERSEN et al., 2018). Sendo assim, propomos que a regulacdo positiva de
MRNASs desses genes, por meio da diminuicdo dos miRNAs responsaveis pela sua regulacgéo,
através do mecanismo de “esponja” de KIAA0125 e LINC00221, pode ser um dos mecanismos
moleculares importantes para a tumorigénese peniana, como representado na Figura 13, abrindo
perspectivas dessas moléculas como potenciais alvos terapéuticos. Assim, sugerimos a

realizacdo de estudos funcionais para validar nossos achados.
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Figura 13. Representagdo de agdo de “esponja” entre RNAs longos nao-codificantes e miRNAS

como potenciais mecanismos moleculares envolvidos na tumorigénese peniana.

6. CONCLUSOES

Em concluséo, identificamos RNAs longos nédo-codificantes presentes em regides
cromossdmicas com alteracBes no numero de copias em CaPe HPV-positivo, dos quais
KIAA0125, LINC00221 e LINC00226 estavam amplificados em todas amostras tumorais e 41
IncRNAs em comum a outros tumores associados a HPV, que podem atuar como possiveis
biomarcadores nessas patologias. Ademais, identificamos vias de sinalizacdo através da
predicdo de miRNAs e genes alvos desses INCRNAs em CaPe, no qual as principais foram
degradacdo de lisinas e de interagdo matriz extracelular-receptor. Dessa maneira,
disponibilizamos novos dados moleculares possivelmente envolvidos na carcinogénese peniana
e com potencial uso como alvo terapéutico. Analises funcionais futuras devem ser realizadas

para validar os resultados encontrados no presente trabalho.
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ANEXOS
Anexo A — Termo de Consentimento Livre Esclarecido

UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA
LABORATORIO DE GENETICA E BIOLOGIA MOLECULAR

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

INFORMACOES PARA OS PACIENTES, RESPONSAVEIS E FAMILIARES

Vocé esta sendo convidado a participar voluntariamente do projeto de pesquisa “ANALISE DE
ALTERACOES GENOMICAS E NA EXPRESSAO GENICA EM CANCER PENIANO
NO ESTADO MARANHAO”

Leia atentamente as informacGes a seguir antes de dar o seu consentimento. No caso de nao
entender bem peca mais esclarecimento e s6 assine apds ter certeza de ter esclarecido todas as

suas davidas.

JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS DO ESTUDO

O aparecimento de tumor no pénis é um fato ndo muito raro no Estado do Maranhdo. Isso pode
acontecer por diferentes motivos. Esta pesquisa tem como principal objetivo estudar as
possiveis causas para o surgimento dessa doenga, principalmente os aspectos relacionados com
a presenca do virus HPV e alteracbes no DNA (material responsavel por toda informagéo
necessaria para o bom funcionamento do corpo).

De que forma posso auxiliar neste estudo?

\Vocé pode auxiliar autorizando que o material resultante da cirurgia para remoc¢édo do tumor e

0s resultados dos exames possam ser utilizados nesta pesquisa.

Quais os ricos e limites que podem ser encontrados nos exames?



64

O paciente ndo terd nenhum risco a mais, pois todo o procedimento cirdrgico seré realizado

conforme a prescri¢cdo médica.

Os resultados obtidos para essa pesquisa sdo absolutamente confidenciais, portanto, serdo
comunicados somente a pessoa ou responsavel e ao profissional médico que acompanha o
paciente. A comunicacdo dos resultados a terceiros so podera ser realizada mediante autorizacao

do interessado.

E raro, mas ¢ possivel, que por problemas técnicos, o exame forneca resultados inconclusivos.

Como sera feita esta pesquisa?

As pessoas serdo convidadas a participar da pesquisa. Receberdo uma cépia deste documento
que devera ser lido, entendido e assinado. Os participantes serdo atendidos pelo médico que
fara algumas perguntas, examinara o paciente e, se necessario, podera solicitar alguns exames

complementares.

Quais os beneficios e maleficios deste estudo? N&o haverd nenhuma vantagem direta, tal
como remuneracdo de qualquer ordem, com a participacdo neste estudo, porém, os resultados
poderdo ajudar a entender o porqué e de que forma a doenca apareceu e contribuira futuramente
para a melhoria do diagnoéstico e tratamento dessa patologia.

O que vai ser feito com o material e os dados coletados de cada paciente?

O material e a ficha-protocolo com resultados dos exames dos pacientes serdo armazenados no
Laboratdrio de Genética e Biologia Molecular - Universidade Federal do Maranhdo (UFMA).
As amostras serdo registradas por numeros, para evitar identificacdo dos pacientes. A
identificacdo dos pacientes sera mantida em sigilo absoluto e estard sob a guarda dos

pesquisadores responsaveis.

A pessoa ou responsavel legal podera escolher entre ser informado ou ndo dos resultados do
estudo; aqueles que se interessarem em saber sobre o0s resultados obtidos com o presente estudo
serdo orientados pela coordenadora geral do Projeto, Dra. Silma Regina Ferreira Pereira

(professora do Departamento de Biologia da Universidade Federal do Maranhdo), podendo ser



65

contactada no Laboratorio de Genética e Biologia Molecular, no endereco: Av. dos Portugueses,
1966, cidade universitaria do Campus do Bacanga, Sdo Luis, Maranh&o, telefone 32728543.

Os pacientes que ndo concordarem em participar da pesquisa ndo terdo nenhum prejuizo sobre

seu tratamento.

Declaro que fui devidamente esclarecido sobre a pesquisa da qual estou sendo convidado a

participar, e que CONCORDO, voluntariamente, em participar do referido trabalho.

Sao Luis, de de 20

NOME POR EXTENSO/RG Assinatura



Anexo B — Parecer de Aprovacio do Comité de Etica

LUNIVERSIDADE FEDERAL DO Wﬂp
MARANHAD/MA
ANEXOB - Parecer de aprovacie do Comité de Etica

DADOS DD PROJETO DE PESQUNISA

Tifulo da Pesquisa: AMALISE DE ALTERACOES CENGMICAS £ NA EXPRESSAD GENICA E PROTEICA
EM CANCER PEMIAMND

Pesquisador: ZILMA REGINA FERREIRA FEREIRA
Arsa Tematica:

Versao: 2
CARE- 45371515.5.0000.5067
imattulgae Proponenie: FUNDACAD UNINVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAD

Patrocinador FUMND DE AMPARD A PESQUISA AD DESEM CIENTIFICO E
Erincipal- TECHOLOGICO DO MARANHAD - FAPEMA.

DADOS DO PARECER

Homsaro oo Parecer: 1.308.275

Apresentagio do Projsto:

O cancer de panis (CP) & uma neoplasla rara em palses desenvolvidos. Mo entanip, sua Incioncla & mals
gavalda &m palses em dessnvolvdmanio, como o Srasl, sendo mals prevalenie nas regides Nore e
Momeste. Segundo o Instiulo Macional de Cancer INCA) esse tpo g umor representa 2% de todos o5 1pos
de cancer que atingam o homem, tando Skio registrados 363 mortes No ano e 2010, De acoro com 3 S8U, em
2007, 0 MaanhSo teve 10,7% dos cas0e de cancer de penis notficados no Brasl, estando enfre s cinco
eslados onde ha maior prevaléncla, sendo superion ake mesmo Que 0 cancer de prostata. Mo entanio, faz-se
necessano a realizagdo de um estuto epidemiciogics mals robustn @ auaEilzado para que seia conhecidsa 3
realidade sobre 3 oeoemenda dessa patniogla no Estado.

Endersgm:  Asenics doa Portoguessa, 1588 [T Vedha

Balrx Bloca C el 7, Comibd o Pt CEP-  ES.OGC-04D
(11 Muricipio: 540 LUES
. | B TI-ETE Fao- (S8[92T2-5708 E-rail cspertea@atea o
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& efioiogla & helerogénea, mas esdos MOsTam uma relagdo com  balkas condipdes sodioecondmicss & de
Insinec3o, 3 ma higiens Infma 2 a homens que N0 s submeiaram 3 cicuncis3o. Apesar da aita prevaincia de
cancer paniano no Brasil, datos epldeminioghcos, analse do background genstico, pardmetros cinkos, evolugio
da doenga e resposta aos fratamentos, ainda 530 Incplentes, o gue diicults o diagndstico, prognossco e
fratamento da dosnga &, consequentemeante, reswita nos aitos Indices de diagnostico em estaglos avangados &
mortslidade. A caracterzacio de aieraghes gendmicas & de sxpressao genica apresentia grande potencal para
a lgentificacdo de marasones Moleculanss & vam contribulndo para o desenvoliments de novas teaplas em
U3 serle e cancerss humanos. Neste senbito, propomcs, por melo &e anallses oe amay-CGH, aferacio no
ridmenn ge coplas (CHA), mIRMAS, @ analse de sxpressao genkca & probtéica, 3 ldentificacdo de manadoes
molecuiares em fumores penlancs de pacientes provenlertes do Estado do Maranh3o, nomaimente
dagnosticados em estiglos clinicos avancados, onde o Msco de recomenca umoral & eevada, Os perfls
gendmicos obearvados serdn valliados aTavés de anallses génicas especilicas e funcionals, Inciuindo 35
principais vias de sinallzagio celular ideniicanas. Estas anallses podem, fulramente, contibulr para a reducio
da taxa de mortalidade por estes fumores, pela predigio do prognostico em uma fase Iniclal do atendimento
cdinico, bem como pela escolha adequada do ratamento, proplciando UM a resposts teapeutica satisfabona.

Objsttvo da Peequisa:

Objetiva Primarioc
Identificar aiteragies gendmicas & na express30 gEnica @ probeica em cancer de pénis, buscando 3
Igentificagdo de marcadores MolsCularss para esie ipo de  fwmor.

Cbjetivg Secundana:

~Caracterizar os portadores oe carcinomas perfancs oo Estado do Maranhdo pamm o desenvoivimento de um
registro apidemiciogico especico para os homens o estado, 3 im de identficar os principais fabores de rsco
& promaver & Incentivar agdes  previentivas.

sidentificar & presenga de papllomavines humano [HEW) @ genotipar os subtipos virks.

sigentificar o perlll de alteragles genomicas atraves o metodo e amay-CiEH.

=lgeniificar o perfll de expressdo de mIRMAS.

=lgeniifizar aiteragies no nimern de coplas gnicas (CHA) por melo de gRPCR

=Integrar os danos de ateracdes de nomero de coplas de DMA com oE de axpressao de miRMA nas mesmas
AMOETSE IUMorals

=Auallar ateragiies na expressdo de genes sspeciicos por meio de RT-PCAR

Enderego:  Avenicedoa Portoguesa, 1586 T80 Vel
Bairoe Bloco CSels 7, Combh &e Pt CEP-  E5.OSC-040
UT: = Municipioz S0 LUS

| S T-EOE P (SE[Y2TI-5708 E-rrail ceputea@atee s
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=igenifficar, por chomeira de fuxo & Imunohistoquimica, vanaghes na expressdo de proteinas reladionadas 35
aiteragles gendticas deteciadas nas células fumomals.
»  Comeladionar 35 aneragdes OLSENValas COM Dardmetrcs cinico-palolgicos doe pacientes (Do
histoiogico, grau oe estadiamantn, 1aManno 00 fUMor), INCUNG dados de sequimants cinkco (tampo e da
doenga, Mecomencea fumorsl, scorevida, entie  Qutnes).

Svallagao dos Riscos & Banaflchos:

Riscos:

Esbe projetn confere fscos MINIMOS 306 pacientes UMa vez nad serd realzada nennuma intervengdo dirsta ou
Indireta para fins excusivos desta pesquisa, mas soments aguelas previsias para o dagnostico & ratamanio
o5 SUfERDs da pesquUIsS3. AS aMOStras DIologicas a serem ubilzadas serdo provenienies de procedimentos
cinrgicos prescriins para 06 £as0s com diagnostico cinko e anatomopatologico de cancer de pénis. A coleta
o5 Tragmentos de fumor ndo Impicara em mscos adiclonals no ratamento ou Na Grurgla, & Nem Empouco, em
aumeno No =M de operagd0 ou extensdo O3 mesma. Sob o aspecto emockonal, oF pacienies Serdo
Informados pela equipe médica, gue sua particlpacgdo na pesquisa nao terd nenhuma Infludncla soore sau
fratamento, de modo que eles deven s2 sentlr Ivres para escolher entre particlpar ou ndo da pesquisa. Assim,
& garantkla a confruitade do acompannamento, Tatamento, assistancla Integral e onentagio do6 packeniss
Independentemeants desiss concordarem ou nao &m participar da pesguisa.

E garantida a marutengio do sigio & da privacidade dos participanies da pesquisa durante todas as fases da
pesquisa. Todos 06 dados O3 paciems 530 assolutameants confidencials 2, poranio, S2rdo comunicados omens
A paclenie ou a0 médlco Que 3 acompanha. As amosiEs bioldgicas, bem como a5 Infomagles clinlco-
laboratorials seran codificadas para regisiro em programa computacional especlcn, cula acesn soments &
possivel araves o senha oe Memmcacio Onica. OS resutacos 0as analses geneticas para s e divuigacso
clentifica sempre serdp fefios conslderando-se o grupo amosiral, & ndo Individuaimentz. Esses
procedimentas garantem a confidencialidade & a privacidade, 3 protegdo da Imagem e ando estigmatizagio
dos participantes da pesquisa, garantindo a nao uilzagdo das Informagdes em prejuizo das pessoas eiou das
comuridades, Inclusive em termos de auin estima, de presiiglo eiou de aspectos econdmico-Ninancelns,
confarme previsto na resolucdo re466, de 12 de dezembro de 2012,

Benedicias:

© materlal binlogico sera processado para andilse de alieraces moleculares e esie frabalho deverd produzic
resuitados que ndp beneficiardo dreEmente o sueho da pesquisa, mas contibuird para produgdo de
conhedmenio soore a painiogla par fuiuras vestigagles sobre possivels mamadones genéficos moleculares

diagnisticos & prognasticos.

Endersgn:  Avenidsdoa Portugusisa, 1588 [TE Vel

Balrmx Bloca C Sale 7, Comibh &s o CEP- 5 OBC-Cs0

P A Municipioc 540 LUS

| S T E PO Facc: [RI[2T2-0008 E-mait ceputne@utoe i
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% resultados ootidos nesta pesguisa serdo comparados 30s |3 edstentes na IHersbura centifica @ serdo

tomadices plinlicos, se|am eles Tavordvals ou nao.

Comantarios & Consldaragias sobre a Pesquisa

& pesquisa esia mull: bem =Elorada com um fore referencial t2orco bons objelivos excelenies malernals 2
meéindos, & demals elementos Necessanos a0 bom andamento do projein de pesquisa.

Consldera;ies sobra o8 Termos de apresantagdo cbrgataria:
Todos o fermos Toram apresentados e estdo de acordo com a resoluclo 46612 do CHS.
Recomendaghes:

Todas as recomendacfies foram acatadas e comigldas.

Conclusles ou Pendénclas & Lista de Inadequagdes:

Todas as pendénclas foram acatadas ou esclarecidas e comigidas pela pesguisadora = esifo de acondo
COM 3 resoiupan 45612 do CHS.

Consldera;ias Finals a critério do CEP;

Esta-pmamlml &laborado basaado nos documentios abalon relacionados:

Endersgn:  Asenics doa Portugusssa, 1588 T8 Vel
Balrre: Bloco C, Sels 7, Comibh &s Pt {EF= BN .O80Cs
[ Municipic: 580 LUS
| R T-E Fac: [SEE2TI-R08 E-maik cepoima@arimal
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Tipo Documenio Ay Postagem Agiiog SRUSED
Informagles PE_INFORMACOES BAGICAS DO_ | 29102015 ACED
{0 Projen REWETD 245615 pdf 1504544
= [ CARTALIME pdf A0S | S0WA REGIFR. | F=m
IFesTiU [ 1546225 FERREIRA
Infrassiniura PEREIRA
Decia e CARTAGYLEAMES. po 02015 | SILMA REGIMA ACEin
Pesquisadares 1546104 FERREIRA.
Decia e CARTALABGEM pdf 02015 | SILMA REGIMA ACEin
IFesTiU [ 13735 FERREIRA
Infrassiniura PEREIRA
Decia e CARTALanmunofisinlogla. pdt 02015 | SILMA REGIMA ACEin
IFesTiU [ 1£31:36 FERREIRA
Infrassiniura PEREIRA
Ceclaragan de CARTAAnaPaUlA_pdf 02015 | SILMA REGIMA AcEin
Pezquisadonzs 1229012 FERREIRA.
Ceclaragan de CartaMartaSetfort pdf 02015 | SILMA REGIMA AcEin
Pezquisadonzs 122347 FERREIRA.
Ceclaragan de CARTAL FLIDNAMN. pdf 02015 | SILMA REGIMA AcEin
Pezquisadonzs 122315 FERREIRA.
e RESPOSTAADPARTCERcapenianoup | 28102015 | SILMA REGINA AcEin
192031 FERREIRA.
e FichaSujelindapesquisa pdf ZEM02015 | SILMA REGIMA AcEin
185715 FERREIRA
RE] L FruencEnsiicao pdl TEOE0TE | SILNA REGIMA ACETD
IFesTiu 2 1825625 FERREIRA
| Infaestniirg | Anuenciainstifuicso, pdl 28102015 | = | Acefip |
185625 FERREIRA.
| Foihage Rosip | Folhagedceho pof 2N0RMs | = | Acefip |
185322 FERREIRA.
| CARTAROHALD ndf 2102015 | & Agafin
Pesquisadares 154831 FERREIRA.
| CARTAJAQUICLINE oo 28102015 | = | Acefip |
Pezquisadonzs 184154 FERREIRA.
| CARTANIENG pdf 02015 | & Apsin
Pezquisadarss 1836221 FERREIRA.
| CARTACINGD ool JN02015 | S Acafin
Pesquisadores 1835200 FERREIRA.

Inderwn:  Avenicedoa Portogussa, 1566 T Vel

Babro  Biooa C Sala 7, Comibh 2s Pt
Municipio: 540 LUS

UE: A
19 T3-EP0

CIF:- 5 O60-0<0

Faoc (58812720000
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Siuacio do Parscer:

Aprowado
Mecessita Apraclagao da CONEP:
M&o
SAC LUES, 04 ge novemibo de 2015
Asainado por:
Richard Diego Leits [Coordsnacs]
APENDICES

Tabela Suplementar 1. Interseccdo de genes presentes em regides com alteracbes no nimero
de cdpias de carcinoma de células escamosas de cérvix, carcinoma de células escamosas de
cabeca e pescoco, cancer de pénis.

Tipo de
cancer

Genes
em
comum

Nome dos IncRNAs

CESC/
HNSCC

344

CD300LD-AS1 TRAF3IP2-AS1 FAM106A UMODL1-AS1 LINC00520 LINCO00665 SSBP3-AS1 LINC00670
LINC00210 LINCO0698 LINC00919 LINC00460 TMEMS1-AS2 LINC01620 TMEM132E-DT LINC00208
LINC00261 ZNF22-AS1 LINC02870 LINC0O0608 LINC02901 LINC00656 FAM74A3 LINC00323 CDKN2A-DT
FAM182B LINC01545 LINC00924 LINCO0605 FAM138A LINC00381 LINCO0841 LINC00330 LINC00619
TSPEAR-AS2 LINC00272 LINC00572 LINC00851 LINC00305 FAM218A SCP2D1-AS1 LINC00904 LINC02906
LINC01558 LINC02912 LINCO00682 LINC00313 FAMG66A LINC00613 LINC00971 DOCK8-AS1 LINCO00960
LINC00639 LINC00636 LINC00471 LINC00629 LINC00348 LINC00887 LINC00863 LINC00229 B3GALT5-AS1
FAM41C LINCO00928 FAM157A LINC01194 LINC00174 LINC00324 LINC02898 LINCO0575 LINCO0882
LINC00881 LINC00641 LINC00423 LINC01549 LINC00622 LINCO00892 LINC00494 LINC01600 LINC00908
LINC01590 LINCO00672 LRRC2-AS1 KRT10-AS1 LINCO00662 LINC00316 LINC00379LINCO00900 LINC00652
DIP2C-AS1 FAM74A4 LINC00320 LINC01587 LINC02907 LINC00290 LINC00630 RB1-DT LINC00589 ATP1A1-
AS1 LINCO00523 LINCO00189 LINCO0571 LINC00858 LINC00102 LINC00304 GOLGA7B-DT LINC00877
LINC02913 LINC00115 LINC00676 LINC00970 LINC00563 LINC00452 LINCO00685 LINC00598 LINC00865
LINC02868 LINC02209 FAM66C LINC00466 LINCO00640 LINC00659 LINC00331 FAM182A LINC00421
LINC00339 LINC01550 LINC00888 IGF2BP2 -AS1 LINC00955 ABHD11-AS1 PRDM10-DT LINC00184 LINC00479
LINC00607 FAM157B LINC00467 FAM66B LINC00545 LINC00312 LINC00603 LINC00424 LINC00114 FAM138C
LINC00612 LINC00638 LINC02860 LINC02910 LINCO00554 LINC00907 ZNF350-AS1 LINC00489 LINC00207
LINC00616 LINC00347 FAM167A-AS1 LINC02876 LINC00644 LINC01553 LINC02902 LINC00939 ATP13A3-DT
FAM245A FAM99A LINC00526 LINC00592 FAM230B LINC00847 LINC00332 LINC00326 LINC00643 LINC01547
LINC00839 LINC00308LINC00269 LINC00366 LINC00645 FAM66D PIK3CD-AS1 FAM95B1 PPP1R13B-DT
LINC00583 LINC02874 LINC00574 LINC00469 OBSCN-AS1 LINC00160 LINC00482 ZNF407-AS1 LINC00499
LINC00623 LINC00442 LINCO00173 LINC00898 LINCO00906 LINC01556 LINC00941 FAM27E3 LINC00303
LINC00222 LINC00511 ARRDC1-AS1 PKD1L1-AS1 LINC00696 LINC00987 FAM27B LINC00565 LINC00879
LINC02693 LINC00917 LINC00862 EOLAl -DT AHI1-DT YWHAH-AS1 LINC01465 LINC00351 LINCO01565
LINC00626 LINC00658 LINC02903 FAM138D EOLA2-DT LINC00974 FAM99B ST20-AS1 LINC01599 LINC00853
LINC02914 LINC00398 LINC00502 LINC00029 RNF32-DT LINC02897 LINCO00667 LINC00473 FAMZ226A
LINC00559 ZNF436-AS1 LINC00689 LINC00635 LINC00488 LINC00311 LINC00462 LINC02908 LINC00457
IBA57-DT LINC02877 LINC00922 FAMS87B LINCO01561 LINC00870 LINC00632 LINC00606 LINC01588
LINC00844 LINC00433 LINCO0319 LINC00163 LINC00111 LINCO01555 LINC00624 LINC00297LINCO0905
FAM27E2 LINC00609 LINCO00933 LINC00327 LINC00674 LINCO00395 LINC00358 LINCO0899 LINC00528
LINC00885 LINC02911 LINC00446 LINCO00551 LINC02875 LIN28B-AS1 LINC00867 LINC00664 LINCO00333
LINC01546 LINCO00544 LINCO00920 LINC00582 LINCO00654 LINC00852 FAM27C LINC02873 LINC00937
LINC02905 LINC00942 LINC00838 LINC00458 LINC00205 LINC00322 IRF1-AS1 LINC00930 LINC00052



72

FAM27E5 LINC00359 LINC00336 LINC00840 ADAMTSL4-AS1 KCNJ5- AS1 LINC00618 LINC00501 LINC00989
SPART-AS1 LINC00558 LINC00028 CIBAR1-DT FAM74A1 LINC00678 LINC00927 LINC00343 PRDM16-DT
LINC00378 LINC00518 LINC00426 LINCO01551 LINC00642 GAS8-AS1 LINC00661 LINC00880 LINCO00578
LINC02904 LINCO00648 LINC00886 LINC00443 LINCO00477 LINC00845 LINC00681 EXOC3-AS1 LINC02909
LINC00687 LINC00410 LINC00242 LINC00470 LINC00940 LINC00112 FAM138E ICMT- DT LINC00310
LINC00353

CESC/
PeCa

105

DDC-AS1 FER1L6-AS1 DNAJC27-AS1 LINC01346 LINC01247 PWARSN LINC01387 LINCO01121 ASAP1-IT1
LINC01298 SAMD12-AS1 TP73-AS1 LINC01450 LINCO01304 ZFHX4-AS1 PWAR5 BAALC-AS1 ELMO1-AS1
LINC01301 RHPN1-AS1 HOXA-AS3 NR2F2-AS1 SHANK2-AS1 ASAP1 -1T2 L3MBTL4-AS1 LINC00997 LINCO1111
LINC01448 OTUDG6B-AS1 PWARL LINC01134 MSC-AS1 LINC01139 VSTM2A-OT1 RBM12B-AS1 LINCO01566
LINC01246 SNHG15 HS1BP3-IT1 EGFR-AS1 GTF3C2-AS1 LINCO00299 LINC01126 LINC01299 PSMG3-AS1
JAZF1-AS1 ZNF625-ZNF20 LINC01115 LINC01447 NTM -IT CHRM3-AS1 RAD21-AS1 ZNF252P-AS1 LINC01606
LINC01300 LINC01250 PRNCR1 LINC01591 MACC1-AS1 MEIS1-AS3 RMDN2-AS1 RNF216-IT1 POU6F2-AS1
LINC01592 HAS2-AS1 LINC01603 FAM83A-AS1 FOXL3-OT1 M AOAHIT FAM83A-AS1 FOXL3-OT1 M AOAHR-
AS1 TRG1-OT1 AS1 NPSR1-AS1 SHANK2-AS3 UGDH-AS1 RAB11B-AS1 LINCO01176 LINC01289 PARTICL
CHRM3-AS2 GNAS-AS1 LINC01122 LINCO01249 AGBL5-AS1 LINC00251 ID2-AS1 SLCB8A1-AS1
LINCO01118RBAKDN LINC01449 PWAR4 CYP1B1-AS1 SIX3-AS1 FER1L6-AS2 STAU2-AS1 TONSL-AS1 LACTB2-
AS1 LINCO01030 LINC00487 LINCO00298 LINC01446 LINC01628 LINC01119 INHBA-AS1 LOC100287846
LINC01248

HNSCC/
PeCa

CASC8 CCAT1 CASC9 HOTAIRM1 CCDC26 HOTTIP C8orf44

CESC

1259

PITX1-AS1 LINC02080 ARHGAP5-AS1 PHEX-AS1 BEAN1-AS1 ZNF205-AS1 CEBPA-DT LINC00235 LINC01423
LINCO01467 LY6E-DT EGFLAM-AS2 CRIM1-DT PRKAG2-AS1 LINC01569 SAMSN1-AS1 LINCO02864PL
LINC01523 EHBP1-AS1 OSMR-DT PL LINC01523 EHBP1-AS1 -AS1 LINC01005 PHACTR3-AS1 EHHADH-AS1
LINC02685 ABCC5-AS1 CNTN4-AS2 LINC03006 NTRK3-AS1 ADNP-AS1 PTPRG-AS1 LINC01360 MCPH1-DT
LINC02817 LINC01744 LINCO02363 BVES-AS1 SRRM2-AS1 TINC03020 SO43-DT LINC03020Z SO43-DT
LINC03020Z SO43-DT GCSAML-AS1 LINC01097 LINC01138 RRS1-DT FAM170B-AS1 LINC01915 LINCO01782
LINCO01370 LINC02239 LINC01441 LINC01429 ZNF32-AS3 ARHGEF26-AS1 C2-AS1 PAK6-AS1 NAALADL2-AS3
ZNRD2-DT LINC01574 RAB30-DT USP12-DT TLR8-AS1 C20RF74-DT PRICKLE2- AS2 KLF3-AS1 AP4B1-AS1
LINC01986 LINC00597 KCNIP2-AS1 RPH3AL-AS1 FRMD6-AS1 LINC02724 GPC1-AS1 DLX6-AS1 LINC01011
DPP9-AS1 LINC02499 FLVCR2-AS1 IDH1-AS1 DOCK9-AS1 ROPN1L-AS1 BIN3-IT1 LINC01804 C2CD4D-AS1
OGFR-AS1 RNFT1-DT BRWD1-AS1 LINC01260 LINT-AS1-DT LINC01270 LINC01822 LINC01186 DNAH17-AS1
LINC02064 OTX2-AS1 LINC01910 ZSWIM8-AS1 GNAO1-AS1 FRY-AS1 CD101-AS1 LINCO02026 LINC01358
LINC01255 ZNF225-AS1 FAM2301 MNX1-AS1 LZTS1-AS1 LINC01994 UBAC2-AS1 IGFBP7-AS1 LINC01168
LINC01502 GDNF-AS1 LINC01444 LINCO01017 UBL7-DT LINC02275 SPANXA2-OT1 LINCO01494 LINC01828
LINCO01704 MYO16-AS1 LINC03019 MSANTD2-AS1 LINC02431 LINC01431 VPS13A-AS1 COX10-DT RARA-AS1
ITFG2-AS1 PCBP3-AS1 CHL1-AS1 NEGRI1-IT1 LINC02102 LINC02607 PSMDG6-AS2 ST7-AS1 PAX8-AS1
DENND5B-AS1 KCTD21-AS1 LINC01342 SMIM2-IT1 SLC16A1-AS1 LINCO01093 ATP8B1-AS1 LINCO01114
SERPINB9-AS1 A2M-AS1 BASP1-AS1 KCNAB1-AS1 KCNIP4-IT1 ZNF649-AS1LINC02740 FOXN3-AS1
ADAMTS9-AS1 LINCO02325 LMCD1-AS1 LINC01432 CADM2-AS2 TGFB2-AS1 LINC01364 CFAP20DC-AS1
LINC02298 LINC02888 PCDH9-AS4 LINC01929 LINC01237 NAV2-AS4 DLGAP1-AS4 FGF14-AS2 ALDH1L1-AS1
GPC5-AS1 LINC00408 LINC00239 GAS5-AS1 LINC02346 MRPL20-AS1 LINC01028 DPH5-DT GABPB1-AS1
LINC01282 LBX1-AS1 PEX5L-AS2 LINC02133 LINC01427 LINC01070 LINC02591 MCMB8-AS1 MTUS2-AS1
LINC00965 SMAD1-AS2 LINC02359 EMC3-AS1 ILF3-DT LINCO00548 LINC01233 KCNH7-AS1 LINCO01206
PSMB8-AS1 LINC01907 LINC00380 LINC01951 CCNT2-AS1 NRG1-IT1 LINC02288 LINC01000 SEMA3B-AS1
CACNA2D3-AS1 CCDC28A-AS1 PSMD7-DT ITPR1-DT LINCO01529 HIF1A-AS2 INTS6L-AS1 DICER1-AS1
PABPC5-AS1 LPP-AS1 LINC-PINT LINC01947 LOC101927572 LINC017G9 -DT LEMD1-AS1 LINC01659 CFLAR-
AS1 LINC00896 BSN-DT RASAL2-AS1 LINC01800 LINC01103 DSCAM-IT1 LINC01814 LINC01993 LINC01213
DOCK9-DTDACT3-AS1 PCYT1B-AS1 LINC02801 KIF25-AS1 ADGRF5-AS1 VAV3-AS1 ANXA2R-OT1 LINC01205
AFF1-AS1 TM4SF1-AS1 LINCO02052 LINC01919 FAS-AS1 NFIA-AS1 LINC01914 AP1G2-AS1 KIF9-AS1
LINC01978 MID11P1-AS1 PC AS1 MAGI2-AS3 LINC03025 FLVCR1-DT KIRREL3-AS2 TFAP2A-AS1 LINC01152
ZBTB46-AS1 C8ORF34-AS1 LINCO01700 LINC02381 LINC02180 LINC01483 SLC44A3-AS1 SATB2-AS1
LINC02483 A1BG-AS1 FZD10-AS1 MORC2-AS1 LINC02447 LINC01776 FBXO22-AS1 NCMAP-DT FMR1 -AS1
FAM106C SH3PXD2A-AS1 LINC01088 DAB1-AS1 LINC01790 LINC01140 ZNF571-AS1 FAM223A LNX1-AS1
RASSF8-AS1 LINCO02138 MOCS2-DT LINC00850 LINC02764 VAC14-AS1 LINC01098 MCF2L-AS1 FAM87A
LINC00921 MAP3K14-AS1 LINC01440 RTCA-AS1 FAM181A-AS1 LINC02987 LINC02996 CNN3 -DT KMT2E-AS1
ZNF652-AS1 LINC02396 DDHD1-DT ASH1L-AS1 LINC01222 SMIM15-AS1 PTPRN2-AS1 ISM1-AS1 LINC02044
MAPK10-AS1 UXT-AS1 POU2F2-AS1 CACNA1C-AS4 NAPA-AS1IBTG2-DT DSCAM-AS1 CACNA1C-IT3 MELTF-
AS1 PCOLCE-AS1 LINC01979 AFDN-DT CD109-AS1 RNPC3-DT TIPARP-AS1 PPEF1-AS1 LINC01699
ANKRD34C-AS1 CHKB-DT F11-AS1 LINC02389 LHX4-AS1 LIFR-AS1 ZIM2- AS1 FAM86B2-DT LINC02716
ZNF790-AS1 LRIG2-DT RUFY1-AS1 LOC100287036 ZFX-AS1 LINC01730 DGAT2-DT LINC02016 OVCH1-AS1
LINC01473 CACNALC-AS1 IGSF11-AS1 ENTPD1-AS1 PTOV1-AS1 LINC02525 LINC02167 LINC01884 INTS6-
AS1 LINC01254 ECI2-DT IRS4 -AS1 HOXB-AS1 MFF-DT DDX59-AS1 C100RF95-AS1 CFAP95-DT LINC02202
LINC02894 LINC01501 LINC01443 SPEN-AS1 LINC03016 LINC01656 PELP1-DT LINC02097 LINC01102 LARS2-
AS1 LINC01635 LINC01968 LINC01793 LINC03001 LINC01350 MIF4AGD-DT LINC01829 OPA1-AS1 LINC02606
TSPEAR-AS1 USP2-AS1 C1RL-AS1 MRPS30-DT FOSL2-AS1 ECE1-AS1 TMEM108-AS1 AQP5-AS1 LINC00869
LINC02421 BCAR3-AS1 PACRG-AS2 LINC01144 LINC01436 LINC01766 LINC00994 LOXL1-AS1 LINC01094
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DEPDC1-AS1SCN1A-AS1 LINC02087 SLC7A11-AS1 PLS3-AS1 SIGLEC10-AS1 LINC01969 LINC01082 FBXW?7-
AS1 XIRP2-AS1 LINCO01752 LINC01859 LINC01018 TRIM52-AS1 LINC02069 LINC01285 LINC02981 EZR-AS1
LINC01881 JMJID1C-AS1 TPRG1-AS2 LINC01085 SPAG16-DT MAGI1-AS1 SMIM2-AS1 LINC01743 RBPMS-AS1
LINC01271 HSPA2-AS1 LINC01648 TAPT1-AS1 LINC01940 GPR158-AS1 LINC01480 LINC01687 ZNF236-DT
MYOSLID-AS1 LIMD1-AS1 ZNF793-AS1 NPAS2-AS1 AGBL1-AS1 LINC01618 TPT1-AS1 HAND2-AS1 LINC01020
FSIP2-AS2 ITGB8-AS1 HEXA-AS1 THAP9-AS1 LINC01532 LINC02470 LINC01476 UCHL1-DT RPS6KA2-AS1
VPS33B-DT SRGAP3-AS3 LINC-ROR LSAMP-AS1 LINCO01187 GLCCI1-DT HORMAD2-AS1 ZC3H12A-DT
MORF4L2-AS1 LDDX11-AS3 MAP4KDT LINC DT LPP-AS2 PRKG1-AS1 CSNK1G2-AS1 LINC02492 SRP14-DT
LINC01232 SLFNL1-AS1 PTOV1-AS2 EPHA5-AS1 CPB2-AS1 RBMS3-AS3 ARHGEF3-AS1 TLE1-DT LINCO01647
LINCO01377 TAT-AS1 LINC02408 NUP50-DTLINCO02370 LINC01798 SLC24A3-AS1 APOBEC3B-AS1 KCNAB1-AS2
LINC01787 KCNJ2-AS1 PRRT3-AS1 RNASEH1-DT SPATA13-AS1 LINC01948 TTC7B-AS1 ZFAT-AS1 KCND3-IT1
SSTR5-AS1 LINC02308 CFAP100-DT LINC02297 LINC01227 LINC02076 OIP5-AS1 SOD2-OT1 ADAMTS9-AS2
LINC01500 LINC02889 GNG12-AS1 LINC01962 LINC01341 GAS6-AS1 PTPRD-DT C1QTNF1-AS1 MBNL1-AS1
LY86-AS1 LINC02613 CSTF3-DT SLC9A9-AS1 LINC01543 STPG2-AS1 LINC00244 SCOC-AS1 CCDC144NL-AS1
LDLRAD4-AS1 LINC01723 TENM2-AS1 SLC20A1-DT CFAP44-AS1 LINC02143 LINC01923 LOC100130370
LINC01204 MLF1-DT LINC02082 DLGAP1-AS3 HTR2A-AS1 MCM3AP-AS1 LINC00673 LINC01135 LINC02444
CLSTN2-AS1 LINC01622 KCNIP1-OT1 LINC01281 CEP72-DT MAGI2-AS2 LINC00540 PCCA-AS1 LINC00539
LINC01354 SLIT3-AS1 PROSER2 -AS1 RBM15-AS1 THUMPD3-AS1 LOC388282 NUP133-DT S1PR1-DT ZNF674-
AS1 LINC01001 RAPGEF4-AS1 CLYBL-AS2 RNASEH2B-AS1 LINC01014 DPY19L3-DT BAIAP2-DTLINC01847
LINC01148 ATP6AP1-DT LINC02653 HEATR5A-DT LINC02116 LINC02212 DIP2A-IT1 FAM111A-DT CCDC183-
AS1 AGPAT4-1T1 VWC2L-IT1 LINC01344 HIF1A-AS1 FAM238B LINC01644 TOLLIP-DT PLPPR5-AS1 PAX6-AS1
LINC02587 LINC01801 STEAP2-AS1 LINC00397 LINC01512 LINC01210 LINC02078 LINC01674 LINC02114
CLDN10-AS1 GRM8-AS1 BCDIN3D-AS1 PGR-AS1 LYPLAL1-DT LINC02982 XXYLT1-AS1 LINC01913 PSMAS-
AS1 NCKAP5-AS2 PIK3IP1-DT MYCBP2-AS1 WDR11-DT EML2-AS1 KDM4A-AS88 CDM4A-AS1 SRGAPACT2-
AS1LINC01284 LINCO15 AS1 LINC00552 SLIT1-AS1 ERI3-1T1 SYNJ2-1T1 LINC02106 ZNF566-AS1 DLGAP1-AS1
PCNA-AS1 FGF10-AS1 SACS-AS1 LINCO01257 LINC01484 LINC01963 LINC02226 ALOX12-AS1 LINC01882
DIAPH3-ASCATIP-GLAS1-AS1 C LINCO01416 TNKS2-DT ERC2-1T1 LINC01147 STX18-AS1 LINCO03033
LINC01106 ST7-AS2 AFAP1-AS1 SMARCA5-AS1 LINC02135 WDR35-DT ZNF341-AS1 ALKBH3-AS1 DOCK4-AS1
JAKMIP1-DTTSC22D1-AS1 LINC02418 MFSD4A-AS1 EPN2-AS1 LINC01624 ZNF516-DT LINC02171 LINC01749
LINC01496 FAM13A-AS1 DLGAP4-AS1 PAN3-AS1 EIF3J-DT LINC00653 UBAG-DT UST-AS1 LINCO00260
LINCO01127 LINCO01209 FTO-IT1 LINCO01117 LINC02532 LINCO01792 BABAM2-AS1 OXCT1- AS1 LINCO01424
LINC01220 TRIM67-AS1 DAOA-AS1 DCST1-AS1 LINC01203 PRKCA-AS1 LINC02433 LINC02395 LGALS8-AS1
TNFRSF14-AS1 USP27X-DT LINC01990 NHS-AS1 PCGF3-AS1 KCNQ5-AS1 LINC01019 LINC03017 FAM83C-
AS1 SLCO4A1-AS1 CSMD2-AS1 PHKA2- AS1 LINC02232 COL18A1-AS2 LINCO01340 LINCO01273 LINC01973
N4BP2L2-1T2 LINC01372 LINC01653 PCDH9-AS3 LINC02145 ZNF594-DT LINC00294 CERS6-AS1 ATP11A-AS1
MATN1-AS1 HM13-AS1 EPCAM-DT PSG8-AS1 ITPKB-IT1 TMEM30A-DT SLC26A5-AS1 ODC1- DT ZNF30-AS1
CDKN2B-AS1 SNRK-AS1 IFNG-AS1 LINC01686 ING2-DT SNAP25-AS1 LINC02402 NUP107-DT DPYD-AS1
CDKG6-AS1 ENO1-AS1 LINCO01954 LINC02159 SYP-AS1 LINC01216 LINCO1116LINC02593 MACROD2-IT1
SEPTIN4-AS1 CADM3-AS1 NUDT16-DT LINC01917 KTN1-AS1 LINC01356 TMEM72-AS1 HOXC-AS1 LINC01366
OSER1-DT LINC02292 LINC02880 LINC02120 LRP4-AS1 MCHR2-AS1 SH3RF3-AS1 LINCO01349 LINCO01108
EIF1AX-AS1 CCDC13-AS1 EPM2A- DT DPYD-AS2 NPPA-AS1 STEAP1B-AS1 PDXP-DT TENM3-AS1 PACRG-AS1
LINC01214 LINCO00550 LINCO01095 MAGOH-DT STPG3-AS1 LINC02199 LINC01229 HHIP-AS1 OR2W1-AS1
LINC01535 SPATA3-AS1 SLCAS1 SLCAS1-AS2 ARNTL2-AS1 JRKL-AS1 PGM5-AS1 HS6ST2-AS1 LINC01797
VPS9D1-AS1 NAGPA-AS1 DTD1-AS1 LINC01343 LINC01361 LINC02227 TAF1A-AS1 LINC01266 LINC01761
RAD51-AS1 DLGAP1-AS5 PRC1-AS1 LINC01530 VWAS8-AS1 LINC01430 LINC01729 STXBP5-AS1 ZEB1-AS1
MIOS-DT HCFC1-AS1 LINC01470 LINC01160 LINC03027 MRTFA-AS1 LINC01142 TMEM220-AS1 MLIP-IT1
DIO2-AS1 NKX2-1-AS1 SUCLG2-DT LINC01015 ADGRL3-AS1 ROR1-AS1 PBX1-AS1 LINC01819 HID1-AS1
LINGO1-AS1 LINC01819 HID1-AS1LINC01924 LINCO03012 PDGFA-DT NCK1-DT GTSE1-DT VSTM2B-DT
LINC01706 OBI1-AS1 LAMTORS5-AS1 TMEM147-AS1 DLG1-AS1 DDX19A-DT LINCO01734 LINC01864 NFIA-AS2
NDFIP2-AS1 NDUFV2-AS1 ZNF32-AS1 LNX1-AS2-AS1 LNX1-AS2 LNX1-AS1 CFAPS58-DT LINCO01750 LINC02075
SEMASA-AS1 LINC01191 GTF2I-AS1 ZBTB11-AS1 LINC02150 SLIT2-IT1 LINC01007 RGPD4-AS1 LINC01132
GABPB1-IT1 LINC02998 FUT8-AS1 LINC01522 CSE1L-DT LINC02891 MIDEAS-AS1 CFAP418-AS1 MTOR-AS1
NEXN-AS1 BRWD1- AS2 NRG1-1T3 KRTAP5-AS1 CAPN10-DT LINC02800 ANXA2R-AS1 B3GAT1-DT ASMTL-AS1
CYMP-AS1 LINC01303 PRICKLE2-AS3 FEZF1-AS1 DNAH8-AS1 FOXD2-AS1 PLCE1-AS1 EML4-AS1 LINC02104
UCKO01123 LINC01123 LINCO01506 ISL1-DT AS1 SOX9-AS1 SP2-AS1 LOC100134391 LINC02583 LINC01235
CPEB1-AS1 ZBTB20-AS1 RAET1E-AS1 HECTD2-AS1 KIRREL3-AS3 ZFAND2A-DT HLA-F-AS1 LHFPL3-AS1
FGF13-AS1 LINCO01280 LINC01623 LINC01812 DSG1-AS1 LINC02091 LINCO01531 ZNF567-DT
LINC01720LINC01277 SORCS3-AS1 GATD1-DT NNT-AS1 IQCF5-AS1 LINC01312 SAP30L-AS1 MKNK1-AS1
GAS6-DT OR4M2-OT1 LINC01100 AGBL4-1T1 PRICKLE2-AS1 UPK1A-AS1 LINC01625 LINC01310 LINC01060
ELOVL2-AS1 TMEMS51-AS1 ZNF529-ASL2-AS1 TMEMS51-AS7 -DT SPACAG6-AS1 LINC01128 ST3GAL6-AS1
LINC01741 LINC03014 LRRC3-DT RPS6KA2-1T1 CD27-AS1 APCDD1L-DT PHACTR2-AS1 LINC02992 WWTR1-
AS1 LINCO1777 LINC01120 THAP7-AS1 ZNF32-AS2 LINC01933 LINC01305 YTHDF3-DT TNFRSF10A-DT
LINCO01877 SMIM10L2B-AS1 LINC01141 PPP4R1-AS1 LINC01146 LINC00513 CACNA2D1-AS1 MYOCD-AS1
MZF1-AS1 LINC01087 DIAPH3-AS2 ARHGAP44-AS1 LINC01722 RETREG1-AS1 LINC02203 MEDA4-AS1
LINC01485 LINC01524 LINC01189 LINC01869 LINC01533 LAMP5-AS1 LINC01756 GRID1-AS1 AADACL2-AS1
CCDC18-AS1 PDCD6- DT LINC01428 FGF14-1T1 LINC01080 LRRC8C-DT TNS2-AS1 LINC00602 PRMT5-DT
LINC01355 HPN-AS1 LINC02111 LINCO02291 GARS1-DT STK4-DT LINC00538 TSPOAP1-AS1LINC01230
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LINC01563 LINC01538 ZNF451-AS1 NAV2-AS5 GMDS-DT LINC01363 MYO3B-AS1 HNF4A-AS1 LINC02042
LINC02881 LINC02328 LINCO01927 LINC01107 LINC01989 LINCO01096 LINC02774 LINC01215 ACTR3-AS1
GRM5-AS1 LINC02149 CPVL-AS2 DLEU7-AS1 LINC01726 PCBP2-OT1 EPN2-IT1 PRKX- AS1 HECW2-AS1
HLTF-AS1 ITPK1-AS1 LAMA5-AS1 MAGEA8-AS1 LINC01733 PEG3-AS1 LOC93429 CPEB2-DT SRD5A3-AS1
PRR34-AS1 LINC00926 CIRBP-AS1 COL18A1-AS1 H2AZ1-DT MAMDC2-AS1 WDFY3-AS2 GNAO1-DT SOX21 -
AS1 HIPK1-AS1 LINC01002 LINC02153 EP300-AS1 LIPE-AS1 WWC2-AS2 KCNC4-DT AQP4-AS1 LINC01821
NGFR-AS1 ZNF84-DT BOK-AS1 LINC02731 LINC02878 NIPBL-DT NAL1B-AS1 PTEAR-AS1 LINC01208 VLDLR-
AS1K MACROD2-AS1 ST3GAL5-AS1 TEX26-AS1 COL4A2-AS1 CTBP1-DT LINC01718 KANSL1L-AS1 LINC02749
CARDS8-AS1 LINC03009 SMC5-DT SNAI3-AS1 LINC01003 MAP3K20-AS1 NOLAL-DT LINC01505 LINC01029
HOXC-AS21 ZINC02289 ZINC02289-ZINC02289 ZINCPKN2-AS1 LINC01133 RNF157-AS1 BCL10-AS1 THOCT7-
AS1 LINC01099 LINC01352 ADGRL1-AS1 LINC01637 LINC01541 SGO1-AS1 LINC01721 NUCB1-AS1 RUNX1-
IT1 LINC02085 LINC01347 LINC00367 RANBP3-DT RPL26L1-AS1 LINC01845 SPAG5-AS1 LINC03013 NALF1-
IT1 ACTN1-DT GNA15-DT C50RF64-AS1 CLRN1-AS1 LINC01634 LINC02139 IL12A-AS1 LINC02192 ERICH2-
DT BRINP3-DT ZNF667-AS1 NHSL1-AS1 EGFLAM-AS4 LINC02882 TMEM44-AS1 ADAMTS16-DT NOP14-AS1
NUTM2A-AS1 LINC0105 DNMBP-AS1 MIA2-AS1 RAP2C-AS1 PRR7-AS1 LINC01069 EFCAB6-AS1 NDUFA6-DT
ZNF295-AS1 TRAM2-AS1 RGS5-AS1 CACNAL1G-AS1 LINC01010 CPS1-IT1 GPC6-AS2 TMCC1-DT LINC00628
FOXNF6-AS2 SPATA8-AS1 LINC02245 -AS1 REL-DT TTC21B-AS1 IPO9-AS1 GATA6-AS1 LINC02112 LINC01433
RUSC1-AS1 GPC6-AS1 LINC01672 LINC01939 ARMC2-AS1 LINC02067 FRMD6-AS2 ANKRD44-1T1 CBR3-AS1
FLG-AS1 LINC00417 LINCO00933-DLGAP2-AS1 ZRANB2-DT LHFPL3-4 DLGAP2-AS1 ZRANB2-DT
AS2LINCO01482 LINC01426 ADPGK-AS1 LINC01987 LINC02582 HLX-AS1 CBR1-AS1 INKA2-AS1 SEPSECS-AS1
LINC02092 TTN-AS1 DYNLL2-DT NECTIN3-AS1 SLC2A1-DT SMG7-AS1 LINC01265 NCAM1-AS1 OSGEPL1-AS1
LINCO01164 -AS1 SYNPR-AS1 ITGB2-AS1 LINC00506 PABPC1L2B-AS1 SLC26A4-AS1 ZRANB2-AS1 HAO2-IT1
OVOL1-AS1 PPP1R26-AS1 PCED1B-AS1 TRHDE-AS1 LINC00581 ALDH1L1-AS2 BHLHE22-AS1 RNF139-DT
SERTAD4-AS1 LANCL1-AS1 LINC01238 BZW1-AS1 BMP7-AS1 LINCO01568 VASH1-AS1 BHLHE40-AS1
LINC01375 LINC00895 RASSF1-AS1 H1-10-AS1 SLC25A5-AS1 LINC01124 LINC02324 NPHP3-AS1 LINC01630
PRKAR2A-AS1 SNCA-AS1 ADIPOQ-AS1 LINC02610 MYRF-AS1 LINC00891 LINC01004 HOXB- AS3 ELOA-AS1
DLG3-AS1 LINC02315 LINC01539

HNSCC
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LINC00683 LINC00693 LINC00705 C210RF62-AS1 LINC02869 LINC00533 LINC00440 LINC01560 LINC00690
LINC00837 LINC00345 ERCC6L2-AS1 LINC00564 LINC00557 LINC00943 FAM225B LINC00524 LINC00475
LINC00601 LINC00517 LINC00113 LINC00459 LINC00352 LINC00240 LINCO00901 LINC01619 LINC00555
LINCO00709 LINC02691 ATP2B1-AS1 LINC00507 LINCO00387 LINC00567 FAM230C LINCO00391 FAM138F
LINC00621 FAMS85B LINCO00161 LINC00402 LINC00504 L1CAM-AS1 LINC00604 FAM215B LINCO01554
NDUFV1-DT LINCO00032 LINC02871 LINC00595 LINC00454 LINC00566 LINC00334 LINC00415 FAM225A
FAM138B LINCO00427 LINC00365 LINCO00903 LINC00485 GDF5-AS1 LINC00243 LINC00910 RPP38-DT
LINC02692 LINC00944 LINC00945 LINC00587 LINC00562 LINCO00680 LINC00508 LINCO00364 LINCO00317
LINC00498 LINC00472 LINC00404 LINC00392 LINC01548 LINCO0560 LINCO00614 LINC00445 LINC00355
FAM201A LINC00434 LINC00492 LINCO0543 LINC00484 LIF-AS2LINC00596 LINC00448 LINCO0708
LINC00515 LINC00701 LINC00958 LINC00649 LINC02603 LINC02872 FAM27D1 LINC00350 LINC00963
FAM215A LINC00686 LINC00857 LINC00529 FAM230A LINC00314 LINCO00692 LINC00092 LINC01101
LINC00677 LINCO0393 LINCO0700 LINC00400 LINC00561 LINCO00411 LINCO00354 LINCO00158 FAM157C
LINC00500 LINC00615 LINC00106 LINC00237 LINC02656 LINCO00703 LINC00519 LINCO01559 LINCO00951
LINC00620 LINCO01711 LINCO00302 LINC00856 LINC00710 LINC00200 LINC0O0474 FAM238A LINCO00388
LINC00461 LINC00491 LINC00342 LINC00449 LINCO00556 LINCO00707 LINC00301 LINCO00349 LINC00972
LINC00671 LINC00362 EPB41L4A-DT LINC00283 LINC00849 LINC02899 LINC00702 LINC00315 FAM74A6
LINC0062AS LINCO00871 LINCO1LINCO0692 LINCO00092 LINC01101 LINCO00677 LINC00393 LINC00700
LINCO00400 LINC00561 LINCO00411 LINC00354 LINCO00158 FAM157C LINCO00500 LINC00615 LINC00106
LINC00237 LINC02656 LINC00703 LINC00519 LINC01559 LINCO00951 LINCO00620 LINCO01711 LINC00302
LINC00856 LINC00710 LINCO00200 LINC00474 FAM238A LINCO00388 LINC00461 LINCO0491 LINC00342
LINC00449 LINC00556 LINC00707 LINC00301 LINC00349 LINC00972 LINC00671 LINC00362 EPB41L4A-DT
LINC00283 LINCO00849 LINC02899 LINCO00702 LINC00315 FAM74A6 LINC00691 LINCO0871 LINCO00973
HSDL2-AS1

PeCa
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ANO1-AS2 YTHDF3-AS1 TTTY7B BOLA3-AS1 LOC101927269 LOC101927769 LOC105375115 TTTY1B
LOC401324 LOC101928222 MAFA-AS1 IPW LOC101927668 LOC100506098 LOC100505555 TTTY20 PKIA-AS1
RNF139-AS1 NRIR FAM197Y2P LINC01609 LOC101927661 LOC105375773 FLJ33534 PWRN3 LOC286177
SLMO2-ATP5E TTTY7 LOC100240728 FLJ46284 GACAT3 LINC01460 HOMER3-AS1 LINC01445 LOC101927513
LINC01324 LINC01607 LOC400940 CASC19 ELDR LOC101927588 LOC101928371 TTTY23B LOC101929653
LINC01291 Cllorf44 LOC221946 FLJ42969 HCG2040054 LINCO01185 TTTY18 DCTN1-AS1 LOC101927948
LOC375196 ZFPM2-AS1 LOC101927798 MAGI2AS3 LINC00824 LOC101929488 LOC105375787 PWRN4 TTTY2
EVX1-AS LOC101929551 LINC01162 LOC101928160 LOC102724874 CASC21 PCAT2 LOC101927066
LOC283683 LOC100996583 ISPD-AS1 LOC100130298 LINC01608 LOC101927310 FLJ26245 CB8orf3l
LOC102724612 LOC101928168 ZNF426-DT LOC101928087 LOC101927079LOC101927543 LOC105372273
TTTY21 HOXA-AS2 LOC283177 LINC01317 LOC442497 LOC101927141 LOC104054148 LOC283585 LOC284950
LOC101927932 LINC01381 ZNF433-AS1 BREA2 LINC01143 RRS1-AS1 ILF3-AS1 LOC101927040 C8orf87
ATP6V1B1-AS1 LOC101929341 LOC101927845 LINC01320 LOC101926908 LOC100288181 LOC730338 MINCR
LOC101928618 LOC101929217 TTTY21B LOC401312 ELFN1-AS1 TSL LINC01419 PCBP1-AS1 C20rf91 C70rf69
TTTY12 TTTY1 ALMS1-IT1 LINC01318 MYCNUT LOC100132813 AZIN1-AS1 LOC101927354 LOC100506474
LOC101929563 LINC02237 CCAT2 HRAT92 LINC00535 MEIS1-AS2 LOC101927657 LOC100505736 RNASEH1-
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AS1 KCCAT333 LOC100133985 LOC102723672 HOXA10-AS BRE-AS1 KLHL7-AS1 LOC101928401 LINC00278
LOC646762 TTTY2B C7orf65 HOXA10-HOXA9 LINCO1322A TMEM75 LINC00982 LOC101927378
LOC101928048 MEOX2-AS1 LOC101926892 LOC100507464 LOC101927188 LOC100128317 SEPT5-GP1BB
LOC102724710 TTTY22LOC101928902 LOC101929528 TGFA-IT1 RDH10-AS1 LOC100506497 TTTY16 SEPT7-
AS1 CA3-AS1 HOXA11l-AS LOC105375166 LINC02265 UBR5-AS1 LINC01602 LOC100506178 LOC729296
LINC01582 LINC01151 DGUOK-AS1 TTTY8B LOC441204 LOC100507642 LINC00280 LINCO01105
LOC100506274 TTTY8 LOC100505938 NCRNA00250 LOC730100 TTTY23 FAM197Y5P LOC102724804 C7orf71l
TTTY11 DKFZp434L192 LOC100129434 FLJ31356 BIRC6-AS2 LOC100128494 LBX2-AS1 LINC00152 RNF144A-
AS1 LOC100133669 NTM-AS1 INO80B-WBP1 GABRG3-AS1 LOC100505716 LOC101929452 LOC101927967
LOC100506725 LOC100132215 LOC100507006 UCHL1-AS1 HPVC1 CB8orf37-AS1 CB8orf34-AS1 TTTY19
C200rf197 LOC101927822 CASC11 LOC101929268 LOC105375843 LOC101927915

Os genes de IncRNAs exclusivos de cancer de pénis estdo listados na Tabela 5.
Carcinoma de células escamosas de cérvix (CESC, sigla em inglés). Carcinoma de células escamosas de cabeca e
pescoco (HNSCC, sigla em inglés). Cancer de pénis (PeCa, sigla em inglés).

Tabela Suplementar 2. Genes regulados pelos miRNAs que interagem com KIAA0125 e

LINC00221.
[s]
INcRNA miRNAs Genes N° de
Genes
C5orf51; DDHD2; FAM63B; BNIP3L; CDK6; RSF1; TNKS2; WWTRL; NUFIP2; ICMT; 35
hsa-miR-a.3p  THUMPD3: HIATL; ZNF148; TSC22D4; CSorf24; LRP6; DCUNIDL: HOMER2; GABPBL;

FSD1L; TRIM2; XRN1; BBX; PARD6B; TDG; SPOPL; TIAM1; PHF6; STC1; KIAA1958;
MSANTD4; PTEN; LCOR; ITPRIPL2; CUX1.

RORA; ARSK; CRLF3; ZNF367; GATA6; JARID2; RB1CC1; E2F3; HOXB3; SOBP; RC3H2; 23
hsa-miR-10a-5p  CBX5; TRIM2; CNOT6; BBX; RAP2A; NR6A1; TIAM1; KPNA5; TFAP2C; MAP3K7;
FNBP1L; KLF11

hsa-miR-28-5p  FOXJ3; IQGAP1; TMEM167B; KAT6A 04

SNAI1; MLK4; KLF10; BRWD1; JOSD1; DDIT4; ANKRA2; ZBTB18; DHX36; PFN2;
LRRC8D; PLAGLZ2; SOCS1; ERLIN1; TBPL1; YOD1; AVL9; ARID5B; SMARCD?2; ZBTB39;
SEC23A; CUL2; CHD9; GASTO; TAOK1; AFF4; UBN1; EDEM3; CAPZAl; CD2AP;
PDE7A; NUCKS1; CPE; FAM160B1; TBC1D10B; MIB1; ZFANDS; SYPL1; LRP6; DPYSL2,;
GLCCI1; TULP4; SKIL; CAMK2D; ZNF711; SNX18; TMEM181, TM4SF1; GOLGAL;
AZIN1; 6 DE MARCO; SLC35C1; MZT1; SCML1; ELL; JDP2; EPG5; WDR26; C70rf60;
SLC6A9; PPARGCI1B; IRS2RBM12; LIFR; SYNGR3; EML4; CCNE2; VKORC1L1; STK39;
UBE3C; SAMD4A; RTN4R; RORA; SH2B3; FACTR2; INO80D; GALNT3; LRCH2; USP15;
CEP350; RBM26; CBX8; PTPN13; BRWD3; REEP3; KIAA0355; ZDHHC21; TBL1XR1;
MEX3B; SOCS3; FAM43A; DCUN1D3; DDI2; CCDC71L; S100PBP; ELL2; IFNARZ2;
hsa-miR-30a-5p  Clorfl74; GNA13; PPP1R18; PIP4K2A; RASA2; NDEL1; AVEN; ZBTB6; CD99; PHP2; 199
NRXN3; VIM; IKZF2; R3HDML1; ZBTB11; SEMA3A; RAB7A; TNRC6C; STK17B; CCNTZ;
SEC22C; TUSC3; BNIP3L; TFPI2; CDC37L1; ELAVL2; AKAP10; RAPGEF2; PPARGCI1A;
CSNK1AL; BIRC6; ORC2; RAB32; KLF9; RAP2C; RAB38; ATXN1; BCL11B; UBACIL;
GFPT2; UBE2D2; RELOGIO; PLXNC1; SLC41A2; IRF4; DNAJC13; FAM13A; ZSCAN29;
RNF157; CCDC97; STRIP1; SNAPIN; GALNT2; SETD7; NR6AL; LIN7C; ADRAZ2A;
TMEM56; TMEM87B; C9orf41l; MAML1; NEUROD1; STT3B; ZNF148; C4orf3; CDK12;
SNTB2; UBE2V2; RARG; MLXIP; PAWR; FAM133A; EDC3; PLAG1; FIGN; PCGF3;
ZNRF1; NCR3LG1; LCOR; TLE1; LRRC8B; MYO5A; SLC5A3; ZNF521; HNRNPULZ2; IDH1,
MAT2A; P4AHA2; RAB21; GATO; AP2Al; PPP1R12A; LIMCH1; PGM1; ITGA6; DOCATY,
STX16; NTSE; MTDH; MBNL1 AP3S1; ELMOD?2.

KIAAQ125

SNAIL; CCDC117; USP37; B3GNT5; BRWD1; ZBTB18; TAOK1; RHOB; ANKRAZ; DHX36;
ERLIN1; RORA; JOSD1; SEC23A; CHD9; CPSF6; ZFANDS: DDIT4; PFN2; TMEM181:
WDR82; CAPZA1; LRRC8D; AFF4; PPP3R1; EDEM3; GASTO:; DPY19L1: NUFIP2;
ZNF711; PAFAH1B2; YOD1; PTP4Al: AVL9: ARID5B; CUL2: SMARCD2; CAMK2D:
_ SYPL1: IRS2; TBPL1; PLAGL2; AZIN1; KLF9: VKORCIL1; CD2AP; PDE7A; CD99:
hsa-miR-30c-5p  gyNGR3: UBE2D2: ZDHHC21: HIPK2; RAD23B: LIN7C: UBE2V2: MIB1: UBN1; ZBTB39: 225
CPE; FAM160B1; TM4SF1; R3HDM1: CCNT2; CEP85L; CPNES; STRIP1; STT3B; TPM4:
TLE1; MYOSA: TBC1D10B; LRP6: GLCCI1; SEC24A; PTGFRN; GALNT1; EPG5; WDR26:
REEP3; SNX18; DPYSL2; FIGN: RBM12; MTDH; TMEM56; GOLGAL; MZT1; ELOVLS:
NUCKS1; ELL; INO8OD; GALNT3; USP15; HABILIDADE; JDP2; C70rf60; KIAAO355:
SLC6A9; DDI2; MAN1A2; STK39; CCDC71L; BNIP3L; GPCPDL: SETD7: 6 DE MARCO:
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PPARGCI1B; LRRC8C; SLC35C1; ZBTB6; LIFR; PHP2; UBE3C; SAMD4A; RAI14; RTN4R;
SCML1; ZBTB11; DGLAP4; CDC37L1; GALNT7; SH2B3; FACTR2; CSNK1Al; LRCHZ;
DNAJC13; RBM26; MLK4; ABCA12; RQCD1; PIP4K2A; C9orf4l; PTPN13; Céorf3;
BRWD3; CCNE2; PAWR; TBL1XR1; EDC3; MEX3B; FAM43A; PCGF3; DCUN1D3; CBFB;
S100PBP; IFNAR2; LCLATL; Clorfl74; PGM3; NRXN3; VIM; IKZF2; REEP1; SEMA3A;
KLHL20; TNRC6C; STK17B; ALG9; SEC22C; STAG2; TMEMS87A; DMXL2; TRPS1; TUSCS;
TFPI2; ELAVL2; FBXL20; AKAP10; RAPGEF2; PPARGCI1A; NAA25; ACAP2; BIRCEG;
ORC2; RAB32; ELL2; GNA13; DESI2; RAP2C; RAB38; FAM210B; ATXN1; BCL11B;
UBAC1; GFPT2; CEP350; PLXNC1; SLC41A2; IRF4; ACTR1A; FAM13A; ZSCAN29;
RNF157; SNAPIN; GALNT2; EML4; PPP1R18; NR6A1l; ADRA2A; SLC7All; MFSDG6;
TMEMB87B; KLF10; RASA2; MAML1; CAMK2N1; NEUROD1; ZNF148; NDEL1; CDK12;
AVEN; OVOL1; RARG; MLXIP; PVRL3; FAM133A; PLAG1; ZNRF1; NCR3LG1; SBK1;
LCOR; LRRC8B; ZNF521; TRIQK; HNRNPUL2.

CEP350; RC3H2; ITGA8; GNPNAT1; EPAS1; SUV420H1; NAA25; LPGAT1; GELOZ;

hsa-miR-30e-3p  cpn 1. SMG1; PTEN. 12
ZIC3; TSHZ3; FBXOLL; IL6R; DHX40; MEF2A; HBPL; IGJ; WHSC1L1; DCUN1D2; GATM;
TOMM20; BACH1; FBXO33; SP1; CBFB; ZNF260; TCF4; DPY19L1; AICDA; VTILA:
. AP1S2; TRPS1; ZBTB38; JARID2; RC3H2; MBNL3; TCF12; TADA2B; RNF19A; FGFO:;
hsa-miR-155-5p 51

CSRNP2; SLA; C11orf30; UM MORCEGO; STRN3; CARTAO 11; TPRKB; RAB11FIP2;
SACOS5; IRF2BP2; ANTXR1; RBAK; LPGATL1; ERBB2IP; PNPT1; TRIM32; VPS36; LRP1B;
ZNF561; HNRNPAS.

PTEN; PSAP; JARID2; SMARCD2; NABP1; SECISBP2L; IRF1; LDLR; MIER1; PPP6R1;
NPTN; RPA2; C16orf70; TBL1XR1; ANKIB1; ZNF800; ULK2; CONHECEU; CNOT6;
BTBD3; EOGT; FAM175B; CBFB; HIPK3; C70rf60; PRKAAL; OTUD3; MAP3K9; RC3H2;
PTPN4; TSHZ1; ZNF614; CCT6A; ago.1; CCDC6; ACVR1; STEAP4; ZCCHC14; B4GALTS5;
hsa-miR-301a-3p CCDC126; C50rf30; RNF41; ZNF250; TCF4; HBP1; HRK; WASL; ZNF711; GASTO; 87
NUP133; MLLT10; ZAK; MTMR9; HECA; CPEB4; PRKD3; ATXN1; EFNB2; SBF2;
DYNC1LIZ; EIF4E2; RTCAFRMDG6; GAREM; SPOPL; WHSC1L1; SYBU; UBC; CDK19;
INHBB; TGFBR2; CDS1; PGM2L1; TSC1; FSTL5; MECP2; S1PR1; DSEL; PURG; DCP2;
VCPIP1; SKIDA1; ZDHHC23; SLC24A3; MYBL1, MDM4; FICD.

NFIC; LASP1; CALMAS; SLC6A9; NACC1; TSPAN3; PNKD; ZDHHC6; GSS; PDAP1;

RGP1; VGF; KDM6B; CELSR2; KLHL3; TMEM41A. 16

hsa-miR-423-5p

WEE1; CCNE1; CCND2; ASH1L; CACUL1; PRDM4; PLAG1; PAPPA; SMAD7; LURAPLL,

hsa-miR-503-5p ' TMR3: ELL2: PARDGB: UBE4B: FGF2: SLC20A2: SLC35G1: ZBTB34: IPOT.

19

SMC1A; MYCN; HAND1; EROILL; SKIL; YOD1,; IGF2BP1; SEMA4C; FIGN; ARID3A;
HOMER2; IGF1R; CCDC71L; GATM; IGDC3; ERCC6; MAPKG; PXT1l; ONECUTZ;
PGRMC1; RAB3GAP2; NAA30; NR6AL; DPH3; RANBP2; GXYLT1; ADAMTS5; BCAP29;
USP12; RBMS1; TNFSF9; MDM4; RDX; PCGF3; PRTG; EDN1; EDEM3; PPP1R15B;
CDV3; TGFBR1; XRN1; SENP5; INFERNOS; AEN; RBFOX2; MLLT10; SNAP23; GPCPD1;
hsa-let-7e-5p C9orf40; ZNF710; UTRN; MEDS8; B3GNT1; FGD6; HSPAl4; LRIG2; MARTE2; EPHA4; 104
LPGATL1; ZNF689; PDE12WASL; ARID3B; TRIM71; SYT7; MAP4K3; PLEKHOL1; XK;
IGF2BP2; GPC4; ARHGAP28; C200rf194; MAP3K1; CDC34; FAM118A; FZD3; TTC26;
CCNJ; PALD1; PRKAR2A; ETV3; ATPAF1; HDHDL1; PRPF38B; ago.4; TTLL4; CTDSPL2;
GALNTL1; WNT9A; DOKS3; ADAMTS12; SLC25A27; IL6R; CD200R1; COL1A2; COL3AL;
ADRB2; OLR1; Cl140rf28; PAPPA; KLHDC8B; SESTD1; NHLRC3; LCOR.

DYRK2; IGF2BP1; YOD1; IGF1R; SMARCC1; NR6A1; GXYLT1; C50rf51; NAA30; LRIG2;
EPHA4; PDE12; ARID3B; CD200R1; NHLRCS3; SKIL; SEMA4C; FIGN; ARID3A; IRSZ;
PPP1R15B; PXT1; CCDC71L; IGDCC3; ERCC6; PGRMC1; GATM; DPH3; ONECUTZ;
MAPKG6; MARS2; RBMS1; LPGAT1; RANBP2; RDX; PCGF3; BCAP29; TNFSF9; HAND1,
CDV3; CERCAM; MDM4; NRAS; TGFBR1; PRTG; EDN1; B3GNT1; CTPS2; SCD; MED28;
SENP5; HELLS; DCAF15; PBX1; ARHGAP28; SNAP23; MAP3K1; CCNJ; C9orf40; TTLL4;
ZNF710; UTRNIL6R; FGD6; HSPA14; ZNF689; WASL; COIL; TRIM71; SYT7; MAP4KS3;
XK; IGF2BP2; DLGAP4; C200rf194; CDC34; FZD3; TTC26; PALD1; XRN1; PRKAR2A;
ETV3; ATPAF1; ACVRI1C; SLC35D2; PRPF38B; MYCN; ago.4; CTDSPL2; GALNTI,
WNT9A; ADAMTS12; USP12; MEDS; LIPH; COL1A2; HDX; NDST2; COL3A1; ANKRDA49;
ADRB2; ZBTB26; TMEM167A; Cl40rf28; PAPPA; KLHDC8B; SESTD1; LCOR; GDAP2;
SMIM3.

LINCO00221

hsa-let-7f-5p 110

IGF2BP1; YOD1; IGF1R; SMARCC1; NR6A1; GXYLTL1; C5orf51; MLLT10; NAA3O; LRIG2;
EPHA4; PDE12; ARID3B; SKIL; SEMA4C; FIGN; ARID3A; IRS2; MAPK6; PPP1R15B;
hsa-let-7i-5p PXT1; CCDC71L; IGDCC3; ERCCG6; INSR; DPH3; ONECUT2; LPGAT1; MARS2; RBMS1; 109
RANBP2; RDX; PCGF3; TNFSF9; HAND1; CDV3; CERCAM; MDM4; NRAS; TGFBR1;
PRTG; EDN1; CTPS2; SCD; MED28; SENP5; DCAF15; PCTP; B3GNT1; PBX1;




77

ARHGAP28; SNAP23; MAP3K1; CCNJ; C9orf40; TTLL4; ZNF710; UTRN; IL6R; FGDS;
HSPA14; COL15A1; ZNF689; COIL; TRIM71; SYT7; MAP4K3; XK; IGF2BP2; DLGAP4,
C200rf194; CDC34; FZD3; TTC26; PALD1; CPD; PRKAR2A; ETV3; ATPAF1; ACVRIC,;
SLC35D2; PRPF38B; MYCN; ago.4; CTDSPL2; GALNT1; GAREM; WNT9A; ADAMTS12;
USP12; MEDS8; CD200R1; LIPH; COL1A2; HDX; NDST2; COL3A1; ANKRD49; ADRBZ;
BRD3; ZBTB26; C3orf38; Cl4orf28; PAPPA; KLHDCS8B; SESTD1; NHLRC3; LCOR;
SMIM3.

hsa-miR-98-5p

SKIL; CBX5; SEMA4C; FIGN; KMT2D; IGF2BP1; IGFI1R; LIN28B; ERCC6; MAPKG;
HOMER?2; PXT1; CCDC71L; GATM; MARS2; GXYLT1; IGDCC3; RBMS1; DPH3; IGDCC4;
RANBP2; LPGAT1; HAND1; CDV3; PCGF3; EDN1; PPP1R15B; CTPS2; SCD; MED28;
SENP5; DCAF15; RDX; NR6A1; CERCAM; B3GNT1; MDM4; PBX1; MAP3K1; ONECUTZ;
C90rf40; ZNF710; RBFOX2; ARID3B; SYT7; MAP4K3; DLGAP4; ARHGAP28; C200rf194;
TTC26; XRN1; PRKAR2A; ETV3; ACVRIC; PRPF38B; ago.4; CTDSPL2; GALNTI;
ADAMTS12; USP12; CD200R1LIPH; COL1A2; HDX; PRTG; NDST2; COL3A1; ANKRD49;
CLCN5; ZBTB26; Cl4orf28; PAPPA; KLHDC8B; HSPAl4; LRIG2; SMIM3; XK; FZD3;
DICERL; PPARGC1A; FRMDA4B; MRS2; OSMR; C11orf57; MED8; CCNF; SENP2; GDAP2.

88

hsa-miR-148a-3p

ITGA5; CCKBR; CDKN1B; CAND1; PPP6R1; BTBD3; SBF2; DCP2; TBL1XR1; NPTX1,
TMED7; NPTN; MAP3K9; LIPA; YWHAB; KIAA0226; SESTD1; RNF219; RC3H2; MLLT10;
TANCL1; CANX; EOGT; PHAX; CUL5; MAF1; BAGALTS; PPP1CB; CCT6A; ROCK1; MNT;
CCDCG6; SOS1; TRAK2; FAM178A; ARL8B; NUPL1; LYSMD2; TOMMT70A; ADAMTSS;
BRPF1; OTUD4; CDK5R1; C50rf30; C70rf60; ALCAM; SIK1; S1PR1; VMP1; ATP11A;
KLF5; ARRDC3; PCCB; EPAS1; SRSF11; LGALS8; BHLHE41; ATXN1, ADAMI10;
OSBPL11; CDK19; DEDDINHBB; HIF1AN; ZNF274; GPR137C; POU3F2; ZNRF1;
ZDHHC17; MIER1.

70

hsa-miR-148b-3p

ITGA5; ROCK1; LNPEP; NPTN; NPTX1; CDKN1B; CANX; TBL1XR1; MTMR9; CCDCE6;
YWHAB; SRSF11; TMED7; KIAA0226; HNRNPA2B1; CLCNG6; PPP6R1; LIPA; SBF2;
TMEM9B; ADAM10; TRAK2; SESTD1; CNOT6; B4GALT5; MAP3K9; MNT; MLLTI10;
CAND1; TANC1; FAM178A; EOGT,; OTUD4; PHAX; PTPRD; CTSA; CCT6A; C5orf30;
JARID2; RC3H2; UBE2W; LYSMD2; ADAMTS5; CDK5R1; MAF1; RSBN1L; C7orf60;
ZDHHC17; ZDHHC7; VMP1; MYOO9A; ATP11A; KLF5; ARRDC3; PCCB; SOS1; ATXN1;
DOCKG6; NUPL1; CDK19; BRPF1; DEDDINHBB; ALCAM; S1PR1; ZNF274; GPR137C;
POU3F2; PPP1R10; LRP4; ATP6AP2; USP48; ago.1; UGT8; APAE1; DLG2.
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hsa-miR-152-3p

CDKN1B; NPTX1; NPTN; LIPA; BTBD3; TBL1XR1; NRARP; KIAA0226; PPP6R1; LDLR;
SBF2; TMED7; ARL6IP1; PRNP; MAP3K9; MNT; MLLT10; CAND1; KLF4; ADAMTS5;
ITGA5; EOGT; OTUD4; CUL5; YWHAB; RNF219; BAGALTS5; JARID2; RC3H2; CTSA,
MYOO9A; ROCK1; ATP11A; CNOT6; ARRDC3; TRAK2; LGALS8; FAM178A; HNRNPA2B1,
ATXN1; CANX; PRKAAL; PTPRA; ADAM10; NUPL1; ZDHHC7; CDK19; PHAX; ZNF804A;
S1PR1; DCP2; TMEM9B; CDK5R1; ZDHHC17; SESTD1; RSBNI1L.

56

hsa-miR-4677-3p

LINCO00226

hsa-miR-383-5p




