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RESUMO:

INTRODUCAO: O Angiossarcoma (AS) é um tumor vascular maligno raro. As vias
moleculares associadas ao desenvolvimento e progressdo do AS ainda sdo pouco
entendidas. miRNAs sdao moléculas reguladoras da expressdo génica com papel
importante na tumorigénese e constituem biomarcadores em potencial, podendo
definir prognéstico e tratamento de pacientes com cancer. A identificagao de perfis de
expressao de miRNAs e das vias moleculares reguladas por miRNAs pode contribuir
para a elucidacdo dos mecanismos de tumorigénese em AS. OBJETIVOS:
ldentificacdo da expressao global de miRNAs e vias moleculares em AS. Identificar
miRNAs alterados em AS; identificar genes-alvo regulados pelos miRNAs e mapear
miRNAs e genes alvo relacionados ao desenvolvimento vascular. MATERIAL E
METODOS: Realizamos uma meta-andlise segundo a Declaragcdo de Prisma e
utilizando as principais bases de dados, PubMed e EMBASE. Apoés a aplicagdo de
critérios de incluséo e exclusao especificos, um estudo (incluindo 5 amostras de AS)
foi considerado elegivel e selecionado para extracdo dos dados. Deste, foram
identificados os miRNAs significativamente desregulados (FC>=1,5 e p<0,05). A
seguir, os dados de expressdo de miRNAs foram analisados utilizando as ferramentas
de bioinformatica miRWalk v.2.0 para predicdo de genes-alvo regulados pelos
miRNAs e STRING e Cytoscape v.3.1.1/BINGO para identificacdo de redes de
interacdo  (miRNAs-mRNAs-alvo) e fungbes biolégicas, respectivamente.
RESULTADOS: 59 miRNAs estavam com expressao significativamente aumentada
(FC>=1,5 e p<0,05) em AS. Destes, 21 miRNAs interagem com 28 genes-alvo
enriquecidos para fungdes associadas ao desenvolvimento vascular. Os genes-alvo
identificados tém papel fundamental na tumorigénese, pois regulam o crescimento
celular e estdao envolvidos em mecanismos de invasdo, metdstase e resposta a
quimioterapicos. CONCLUSOES: Os miRNAs identificados, em particular miR-1323,
miR-520h, miR-1283 e miR-144-5p regulam genes envolvidos em desenvolvimento
vascular e mecanismos de tumorigénese. Estudos como este contribuem para o
melhor entendimento do desenvolvimento e progressdao do AS, bem como para a
identificacdo de novos biomarcadores e tratamentos mais precisos, impactando a

sobrevida dos pacientes.
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ABSTRACT:

INTRODUCTION: Angiosarcoma (AS) is a rare malignant vascular tumor. The
molecular pathways associated with AS development and progression are still poorly
understood. MiRNAs are regulatory molecules of gene expression with important role
in tumorigenesis and are potential biomarkers, which can define the prognosis and
treatment of cancer patients. The identification of expression profiles of miRNAs and
molecular pathways regulated by miRNAs may contribute to the elucidation of the
mechanisms of tumorigenesis in AS. OBJECTIVES: Identificacao da expressao global
de miRNAs e vias moleculares em AS. Identificar miRNAs alterados em AS; identificar
genes-alvo regulados pelos miRNAs e mapear miRNAs e genes alvo relacionados ao
desenvolvimento vascular. MATERIAL AND METHODS: We performed a meta-
analysis following the Prisma Statement and using the main databases PubMed and
EMBASE. Following the application of specific inclusion and exclusion criteria, one
study (including 5 AS samples) was eligible and selected for data extraction and
analysis. Of this study, we identified significantly deregulated miRNAs (FC>=1.5 and
p<0,05). Further, miRNA expression data was analyzed using the bioinformatic tools
miRWalk v.2.0 for target gene prediction and STRING and Cytoscape v.3.1.1/BINGO
for identification of mMiIRNA-mRNA networks and biological functions, respectively.
RESULTS: 59 miRNAs were significantly over-expressed (FC>=1,5 and p<0,05) in
AS. Of these, 21 miRNAs interact with 28 target genes with functions enriched for
vascular development. Target genes identified have an important role in
tumorigenesis, since they regulate cell growth and are involved in mechanisms of
invasion, metastasis and chemotherapy response. CONCLUSIONS: miRNAs
identified herein, in particular miR-1323, miR-520h, miR-1283 and miR-144-5p
regulate genes involved in vascular development and tumorigenesis mechanisms.
Studies such as this contribute to better understand the development and progression
of AS, as well as to identify novel biomarkers and more precise treatment strategies,

impacting patient survival.
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INTRODUCAO

Os tumores vasculares podem ser classificados, segundo a International
Society for the Study of Vascular Anomalies (ISSVA), em benignos, intermediarios e
malignos (Tabelal)!. O Angiossarcoma (AS) é um tumor vascular maligno derivado
de células endoteliais vasculares e linfaticas®. Pode ser classificado como visceral e
periférico e seu comportamento é agressivo independe do local acometido? 3. Pode
acometer a cabecga e 0 pescogo (27%), mamas (19,7%), extremidades (15%), tronco
(9,5%), figado (6%), coracao (4,7%), ossos (3,6%), baco (2,6%) e outros sitios
(11,6%)2. O AS periférico representa um raro subgrupo dos sarcomas de partes moles
(menos de 2%) caracterizado por um comportamento agressivo® 4. Possui um
progndstico ruim, com sobrevida livre de doenga em 5 anos de 35% nos casos nao
metastaticos e uma taxa de recidiva acima de 75% nos 2 primeiros anos apds o
tratamento® 6. Ocorre igualmente em ambos os sexos, podendo aparecer em qualquer

faixa etaria, sendo mais comum em idosos®?.

Tumores Vasculares Benignos Hemangioma infantil
Hemangioma congénito
Hemangioma em tufo
Hemangioma de células fusiformes
Hemangioma epitelidide
Granuloma piogénico
Outros

Tumores Vasculares Intermediarios ou de Agressividade Local Hemangioendotelioma Kaposiforme
Hemangioendotelioma Retiniforme
Angioendotelioma papilar intralinfatico
Hemangioendotelioma composto
Sarcoma de Kaposi
Outros

Tumores Vasculares Malignos Angiossarcoma
Hemangioendotelioma epiteliéide
Outros

A maior parte dos casos de AS ocorre espontaneamente, porém ha alguns
relatos de lesdes vasculares benignas com transformagédo maligna®. Apesar de raro,
lesbes benignas como hemangiomas que mudam o comportamento clinico e

aumentam repentinamente de tamanho devem ser investigadas devido a possibilidade
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de transformagdo maligna’. O Linfedema crénico, seja de qualquer origem, esta
associado a maior incidéncia de AS? A Radioterapia também pode aumentar a
freqUiéncia deste tumor, com pico de incidéncia de 5 a 10 anos apds o tratamento?.
Ha um aumento da incidéncia de transformagcdo maligna de lesdes vasculares

benignas previamente irradiadas? ’.

O AS de partes moles se caracteriza por massas multinodulares, hemorragicas
com é&reas cisticas e necrose®. Este tumor pode apresentar varios padroes
morfoldgicos, indo desde areas de vasos bem formados a areas aonde ndo se
consegue definir um padrdo vascular®. Possui areas soélidas compostas de células
epitelidides e fusiformes de alto grau, com citoplasma levemente eosinofilico, nacleos
grandes e nucléolos proeminentes® °. Sdo neoplasias de alto grau, com atividade
mitética intensa, necrose e atipia nuclear significativa, normalmente apresentando

extensas areas hemorragicas®.

Estudos de andlise imunohistoquimica em AS mostraram que essa neoplasia
normalmente expressa marcadores endoteliais como: CD34, CD31, Fli1, fator VIII,
Ulex europaeus agglutinin 1, ERG e ocasionalmente a podoplanina (D2-40) um
marcador linfatico> 81°. Os tumores também podem apresentar positividade para
vimentina, actina e mioglobulina®.

Devido ao AS constituir um tumor de origem endotelial, ha um grande interesse no
papel dos fatores de angiogénese na sua patogénese e como podem ser usados como
marcadores e terapias-alvo?. Os principais promotores da angiogénese sio: fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) e fator de crescimento basico de fibroblastos
(bFGF)'". O VEGF e seus subtipos podem estar com expressido aumentada no AS?
12 Alteragdes na expressao do TP53 foram relatadas, assim como superexpresséo do

WT1 e Galectina-3%> '3 4. Comparando com outros sarcomas, o AS apresenta
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expressao aumentada de receptores vasculares especificos incluindo TIE1, KDR, TEK
e FLT18. Alteragbes dos genes MYC e FLT4 sao fortemente relacionadas ao AS* 8.
Os mecanismos de tumorigénese do AS ainda nao estdo completamente elucidados.
Portanto, a realizacado de estudos moleculares que contribuam para o entendimento
de tais mecanismos moleculares em AS sao justificados, visto que podem levar ao

desenvolvimento de terapéuticas mais precisas e efetivas nesta doenca’®.

Os miRNAs sdao RNAs pequenos (19-24 nucleotideos) nao codificadores de
proteinas e que regulam uma proporc¢ao significativa dos genes. Os miRNAs regulam
genes que participam de um grande numero de processos bioldgicos e sao
fundamentais no controle da homeostase celular, desenvolvimento, diferenciacéao,

reprogramacao celular, oncogénese, entre outros’®.

De acordo com pesquisa recente (data de acesso em 02 de Dezembro de 2016)

na base de dados miRBase (http://www.mirbase.org/), 2.588 sequéncias de miRNAs

maduros foram identificadas e anotadas no genoma humano. Alteracées na
expressao do miRNAs induzem fendtipos alterados, tais como o que ocorre doencas
cardiovasculares e o cancer. O entendimento dos mecanismos de expressao e
desregulacdo dos miRNAs e os genes regulados por miRNAs contribuira para o
desenvolvimento de estratégias de diagnostico e tratamento de doengas complexas'®
8, Nos ultimos anos, evidenciou-se que a desregulacdo dos miRNAs esta fortemente
ligada a processos celulares associados a doencas crénico-degenerativas e ao

cancer'® 20,

Uma aplicagéo clinica importante da identificagao de perfis de expressao de
miRNAs constitui a potencial utilizag&o desses perfis como biomarcadores com valor

diagnoéstico, progndstico e preditivo no céncer e em outras doengas?®’: 22,


http://www.mirbase.org/
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Considerando que os miRNAs existem de forma estavel em fluidos corporais como
soro e plasma, muitos estudos tém explorado sua aplicagdo como biomarcadores
circulantes, em varias condigdes fisioldgicas e patoldgicas?®-28.

Estudos recentes mostraram que células tumorais liberam, na circulagéo
sanguinea, uma quantidade aumentada de microvesiculas, as quais podem conter
miRNAs, com papéis importantes na sinalizagédo celular e na tumorigénese?% 20,

No endotélio vascular, miRNAs endoteliais estdo presentes e controlam a
resposta endotelial a estimulos angiogénicos, indicando o seu papel como
moduladores da resposta angiogénica3'. Em particular, o miR-126 foi descrito como
regulador positivo da sinalizagdo angiogénica e da integridade endotelial vascular.
Alteracdes na expressao do miR-126 foram associadas a defeitos no desenvolvimento
vascular, onde células deficientes em miR-126 n&o responderam a fatores
angiogénicos como VEGF e bFGF3'. Outros miRNAs, como o miR-221 e 0 miR-222,
atuam como inibidores do fator estimulador de células-tronco associado ao processo
de angiogénese. Alguns miRNAs desempenham um papel pré-angiogénico como foi
demonstrado na inibicdo da expressédo dos miRNAs miR-27b e o miR-let-7f reduzindo

a angiogénese3'.

Ilgualmente, a hipdéxia, um fenbmeno associado a tumorigénese, pode levar a
ativacdo da atividade angiogénica modulada por miRNAs. Recentemente, foi
demonstrado que a atividade pré-angiogénica do miR-210 é estimulada por eventos

de hipdxia celular ou tecidual®'.

A expressdao aumentada de miRNAs pro-angiogénicos em células endoteliais
pode alterar a producdo de fatores angiogénicos, contribuindo com o processo de

tumorigénese. Por outro lado, alguns miRNAs quando inibidos, como os miRNAs miR-
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126 e miR-296, levam a reducdo da vascularizacdo tumoral, apresentando acao

antitumoral®'.

O entendimento de mecanismos genéticos e epigenéticos, como alteracdes em
mMiRNA e expressao de genes alvo, assim como as vias moleculares reguladas pelos
miRNAs, podem contribuir para o desenvolvimento de novas estratégias de
diagnéstico e tratamento de pacientes com AS32.

Sao raros os estudos de meta-analise para o melhor entendimento da
expressao global de miRNAs em AS. Uma pesquisa recente no PubMed (22 de
Setembro de 2016), revelou poucos estudos sobre a expressdao de miRNAs em AS.
Entre estes, um estudo mostrou que o miR-222-3p estava com expressao aumentada
e os miRNAs, miR-378-3p, miR-483-5p e miR-497-5p estavam com expressao
diminuida em AS (n=5 AS e 5 hemangiomas capilar humano)'. Esse mesmo estudo
demonstrou que o miR-497-5p regula positivamente os canais de calcio da membrana
celular (KCa3.1), atuando como inibidor do crescimento tumoral’>. Outro estudo
mostrou o papel do miR-17-92 como regulador positivo na amplificagcdo do MYC,
responsavel pelo fenétipo angiogénico do AS e como regulador negativo do gene
THBS1, um potente inibidor endégeno da angiogénese.

Em estudo prévio do nosso grupo, uma meta-analise de dados de expressao
génica em hemangioma identificou genes comumente alterados, bem como miRNAs
como potenciais reguladores da expressao génica, associados aos hemangiomas. Os
dados gerados nesse estudo contribuiram para um melhor entendimento das vias
moleculares desreguladas e potencialmente associadas ao desenvolvimento e
progressdo do hemangioma. Adicionalmente, esses dados sdo Uteis para o
delineamento de estudos de validagdo, objetivando o desenvolvimento de

terapéuticas mais precisas com alvos moleculares.
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CONCLUSOES E DIRECOES FUTURAS

Identificamos a expressao significativamente aumentada (FC>= 1,5 e p<= 0,05)
de 59 miRNAs, sendo 21 relacionados ao desenvolvimento vascular. Esses 21
miRNAs potencialmente regulam 28 genes associados ao processo de
desenvolvimento vascular e a mecanismos importantes no crescimento tumoral,
invasdo e metastase. Também atuam na resposta a varios quimioterapicos como:
Gencitabina, Carboplatina e Transtuzumabe. Apresenta comportamento diferenciado
dependendo do tipo histoldgico, podendo influenciar o prognéstico em diferentes tipos
de tumor. E um caminho promissor para novas terapias alvo, entretanto estudos

adicionais sao necessarios para entender melhor seus mecanismos no AS.
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