RESSALVA

Atendendo solicitacao do(a)
autor(a), o texto completo desta tese
sera disponibilizado somente a partir

de 29/10/2017.



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE MEDICINA

Cristiano de Padua Souza

“Perfil de expressao de microRNAs e seus alvos

moleculares em carcinoma pulmonar”

Tese apresentada a Faculdade de Medicina, Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho”, UNESP, Campus de Botucatu, como requisito para obtengo do titulo de
Doutor em Bases Gerais da Cirurgia, Area: Biologia Molecular e Genética Aplicadas a
Cirurgia.

Orientadora: Profa. Dra. Patricia Pintor dos Reis

Botucatu
2016



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA SECAC TEC. AQUIS. TRATAMENTO DA INFORM.
DIVISAO TECNICA DE BIBLIOTECR E DOCUMENTAGAO - CAMPUS DE BOTUCATU - UNESP
BIBLIOTECARIA RESPONSAVEL: ROSEMEIRE APARECIDA VICENTE-CRB 8/5651

Souza, Cristiano de Padua.

Perfil de expressao de microRNAs e seus alvos
moleculares em carcinoma pulmonar / Cristiano de Padua
Souza. - Botucatu, 2016

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista
"Jllio de Mesquita Filho", Faculdade de Medicina de
Botucatu

Orientador: Patricia Pintor dos Reis

Capes: 40101045

1. Pulmdes - Clncer. 2. MicroRNAs. 3. Biomarcadores.
4. Sobrevida.

Palavras-chave: Alvos moleculares; Biomarcadores
progndsticos; NSCLC; microRNAs.




Dedicatoéria



Dedicatoéria

Dedico este trabalho as pessoas mais importantes da minha vida,

Aos meus pais, Pedro Emidio de Souza e Nami Martins de Padua Souza,
primeiros a lancarem as sementes do respeito e da educacdo, sempre me
ensinando os valores e os principios que conduzem a minha vida. O amor de
vocés me fortalece e me da seguranca para seguir em frente! Tudo o que sou e

conquisto, devo a vocés!

A minha esposa Beatriz Helena Borges Lustosa, “...luz aos meus olhos e chao aos
meus pés...”, pela nobreza de cardter, sempre companheira, compreensiva e

estimuladora dos meus sonhos. Te amo!

Ao meu irmdo, Pedro Henrique de Souza, companheiro e camplice da minha

caminhada, sempre me apoiando nas minhas decisdes com muito carinho.

Aos meus avos, tios e primos que, mesmo de longe, sempre torceram por mim.




Agradecimentos Especiais



Agradecimentos Especiais

Ao mestre Jesus por me dar forga interior para superar as dificuldades da vida,

mostrando sempre os melhores caminhos a seguir nas horas incertas.

A Prof(a) Dra Patricia Pintor dos Reis, pela fonte de inspiracdo, pela competéncia
na orientagdo, dedicacdo, paciéncia, por acreditar na minha capacidade, pelos
valiosos ensinamentos e por me colocar em um caminho, até entdo desconhecido,
e que hoje sou apaixonado. Vocé foi fundamental no meu crescimento cientifico e

profissional.

A Dra Adriane Feijo, pela dedicacao, colaboracdo, participagdo, empenho e

ensinamento junto a este projeto.

As amigas Tainara, Nayara e Natdlia, pela participagdo, auxilio no
desenvolvimento e esclarecimentos de davidas junto a este projeto. Vocés foram

fundamentais para a condugcao e conclusao do mesmo.

Aos amigos Orlando Pereira Rodrigues Jtanior, Elenize Jamas e Filipe Jamas,
pela amizade acima de tudo, pela cumplicidade, pelo exemplo de familia e pelo

acolhimento durante toda jornada.




Lista de Abreviaturas



Lista de Abreviaturas

AdenoCa
ALK
ANKK1
APC
ATM
ATR
AUC
BCL2
BRAF
CDKN2A
CEC/sCC

CEP
CLL
Ct
DDR1
DDR2
EGFR
EML4
EPHA3
EPHAS
ERBB
ERCC1
FFPE
FGFR1
FGFR2
FGFR4
GNAS
HCV
HER
Hsa
IC
INHBA

Adenocarcinoma
Anaplastic lymphoma kinase

ankyrin repeat and kinase domain containing 1

adenomatous polyposis coli
ataxia telangiectasia mutated
ataxia telangiectasia and Rad3 related

Area sob a curva, do inglés Area under the curve

B-cell CLL/lymphoma 2

B-Raf proto-oncogene, serine/threonine kinase

Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A
Carcinoma de células escamosas,

Carcinoma

Comité de Etica em Pesquisa

Leucemia Linfocitica Crénica

Cycle threshold

discoidin domain receptor tyrosine kinase 1
discoidin domain receptor tyrosine kinase 2
Epidermal Growth Factor Receptor

do

inglés Squamous Cell

Echinoderm Microtubule Associated Protein Like 4

EPH receptor A3
EPH receptor A5

erb-b2 receptor tyrosine kinase

Excision repair cross-complementation group 1

Fixado(a) em formalina e embebido(a) em parafina

fibroblast growth factor receptor 1
fibroblast growth factor receptor 2
fibroblast growth factor receptor 4
GNAS complex locus

Virus da hepatite C

Human epidermal growth factor receptor
Homo sapiens

Intervalo de confianca

inhibin beta A




Lista de Abreviaturas

KDR
KEAP1
KEGG
KRAS
LRP1B
LTK

MAP2K4/INKK

MEK-1
MET
mMiR/MiRNA
mirDiP
MRNA

MTOR/FGFR3

NEK10
NFE2L2
NF1
NRAS
NSCLC

NTRK1
NTRK3

p value
PAK3
PDGFRA
PI3K
Pré-miRNA
Pri-miRNA
PRKDC
PTPRD
PTEN

RB

RET

RISC

kinase insert domain receptor

kelch like ECH associated protein 1

Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes

Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog p53

LDL receptor related protein 1B

leukocyte receptor tyrosine kinase

mitogen-activated protein kinase kinase 4
mitogen-activated protein kinase kinase 1

MET proto-oncogene, receptor tyrosine kinase
microRNA

microRNA Data Integration Portal

RNA mensageiro

mechanistic target of rapamycin/ fibroblast growth factor receptor 3
NIMA-related kinase 10

nuclear factor, erythroid 2 like 2

neurofibromin 1

neuroblastoma RAS viral (v-ras) oncogene homolog
Carcinoma Pulmonar de Células N&o Pequenas, do inglés Non Small
Cell Lung Cancer

neurotrophic tyrosine kinase, receptor, type 1
neurotrophic tyrosine kinase, receptor, type 3

Valor de p

p21 protein (Cdc42/Rac)-activated kinase 3
platelet-derived growth factor receptor, alpha polypeptide
phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase
microRNA precursor

Transcrito priméario longo de microRNA

protein kinase, DNA-activated, catalytic polypeptide
protein tyrosine phosphatase, receptor type, D
phosphatase and tensin homolog

Retinoblastoma

ret proto-oncogene

Complexo inductor de silenciamento de RNA, do inglés RNA-Induced

Silencing Complex




Lista de Abreviaturas

RNA(S)
ROC
ROS-1
RQ
RT-gPCR
SCLC

SLC38A3
SNP
SOX2
SPSS

STK11

STK11/LKB1

TCGA
TK
TLDA
TPS3
TRPM6
TTN
UTR

Acido Ribonucleico

Curva ROC, do inglés Receiver Operator Characteristic Curve

ROS proto-oncogene 1, receptor tyrosine kinase

Quantificacao relativa

PCR quantitativa em tempo real

Carcinoma Pulmonar de Células Pequenas, do inglés Small Cell
Lung Cancer

Solute carrier family 38, member 3

Polimorfismo de nucleotideo unico

SRY (sex determining region Y)-box 2

Programa de Analise Estatistica, do inglés Statistical Package for the
Social Sciences

serine/threonine kinase 11

serine/threonine kinase 11

Atlas Gendmico do Céancer, do inglés The Cancer Genome Atlas
Tirosina Kinase

TagMan Array Human MicroRNA Cards

Proteina supressora tumoral TP53

transient receptor potential cation channel, subfamily M, member 6
Titin

Regido nédo traduzida

ZMYND10/BLU  Zinc finger, MYND-type containing 10




Resumo



Resumo

Perfil de expresséo de microRNAs e seus alvos moleculares em carcinoma
pulmonar

Introducdo: O cancer de pulméo € a principal causa de morte por cancer no
mundo. Apesar dos avancgos nas estratégias de diagndstico e o desenvolvimento
de novas terapias com alvos moleculares, pouco progresso tem sido observado
quanto ao aumento de sobrevida dos pacientes. Portanto, a identificacdo de
novos biomarcadores ainda € necessaria para o desenvolvimento de novas
terapéuticas para carcinomas pulmonares. Nesse contexto, 0s microRNAs
(miRNAs) sdo moléculas promissoras, pois constituem uma classe de RNAs néo-
codantes reguladores da expressao génica os quais tém sido evidenciados como
biomarcadores diagnosticos, prognosticos e preditivos no céancer. Materiais e
Métodos: Amostras de tecido pulmonar tumoral e normal de 38 pacientes com
carcinoma de pulmao de células ndo pequenas (da sigla em inglés NSCLC), dos
subtipos histolégicos adenocarcinoma e carcinoma de células escamosas, foram
avaliadas para a expressdo global de miRNAs utlizando a
plataforma TagMan® Array Human MicroRNA card A v3.0 (Life Technologies). Os
mMiRNAs com alteragbes na expressdo (FC=2,0) e p<0,05 foram considerados
estatisticamente significativos. Os dados de expressdo foram associados com a
sobrevida global. Andlises de bioinformética permitiram identificar genes-alvo
regulados pelos miRNAs desregulados. A relacdo entre sobrevida global e a
identificacdo de uma assinatura de expressdo de miRNAs foi avaliada com
objetivo de integrar nossos achados utilizando bancos de dados publicos.
Resultados: Os resultados mostraram que 33 miRNAs estavam com expressao
significativamente aumentada ou diminuida (FC=2,0 e p<0,05) nos tumores
comparado aos tecidos pulmonares histologicamente normais. Diversas
correlacdes estatisticas foram observadas, sendo que 8/33 miRNAs desregulados
(miR-20a, miR-20b, miR-93-5p, MiR-205, miR-374-5p, MiR-376, miR-708 e miR-
196b) estavam diferencialmente expressos entre 0s subtipos histolégicos de
adenocarcinoma e carcinoma de células escamosas. Os miRNAs miR-20a e miR-
93 estavam diferencialmente expressos em tumores de pacientes tabagistas vs.
ndo-tabagistas. A expressédo diminuida dos miR-15a e miR-411 e a expressao
aumentada dos miR-25, miR-205 e miR-196b estavam significativamente
associadas (p<0,05) com pior sobrevida dos pacientes. Conclusdes: Os miRNAs
miR-15a, miR-25, miR-205, miR-196b e miR-411 podem constituir candidatos a
biomarcadores prognosticos em NSCLC. Nossos dados podem contribuir para o
desenvolvimento de estudos de validacdo utilizando um grande numero de
pacientes.
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1.1 Qualificagdo do problema, dados de incidéncia e fatores de risco

associados ao desenvolvimento de carcinomas pulmonares:

O cancer de pulméo € um dos canceres mais comuns e a principal causa
de morte por cancer no mundo. Aproximadamente 1,6 milhdes de casos novos
sao diagnosticados por ano no mundo, representando 12,7% de todos oS casos
novos de cancer e a sua incidéncia vem aumentando em aproximadamente 2%

ao ano (1-3).

Em paises desenvolvidos como os EUA, estima-se que ocorreram 221.200
casos novos com 158.040 mortes por carcinoma pulmonar em 2014 (4). Do total
de casos novos esperados, 115.660 ocorreram em homens, com 86.380 mortes,
e 105.590 ocorreram em mulheres, com 71.660 mortes (4). No Brasil, em 2014,
esperava-se mais de 27.000 novos casos, sendo que aproximadamente 16.400
seriam em homens e mais de 10.930 em mulheres (5). Estes valores
correspondem a um risco estimado de 22,94 casos novos a cada 100 mil homens
e 11,83 a cada 100 mil mulheres (5). Sem considerar os tumores de pele nao-
melanoma, o Cancer de Pulmdo é o segundo mais frequente nas regides Sul
(33,6/100 mil) e Centro-Oeste (14,03/100 mil) do Brasil (5). Nas regides Sudeste
(18,5/100 mil), Nordeste (9,01/100 mil) e Norte (5,11/100 mil), este cancer ocupa

a terceira posicao entre os mais frequentes (5).

O tabagismo é o principal fator de risco, estando associado como fator
etiolégico da doenca em 85% dos casos (6). Além disso, 10 a 15% dos fumantes
irdo desenvolver carcinoma pulmonar durante a vida. A fumaca do cigarro € uma
complexa mistura de aproximadamente 4.000 substancias, sendo que mais de
100 sao carcinogénicas, tais como a Beta-naftilamina, o Benzeno, o Polénio 210,

o Dibenzopireno e o Dibenzocarbazol (7, 8).

Comparados com individuos ndo fumantes, os tabagistas tém um risco
cerca de 20-30 vezes maior de desenvolver cancer de pulméao (9). Normalmente
os homens apresentam maiores taxas de incidéncia desta neoplasia por
constituirem o género mais exposto ao tabagismo (9). Entre as mulheres, as

Chinesas apresentam a maior taxa de incidéncia mundial para esse tipo de
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cancer. Portanto, medidas de prevencdo antitabagismo sdo extremamente

importantes para diminuir a incidéncia desta neoplasia (10).

Existem outros importantes fatores de risco para o cancer de pulméao, tais
COmMo a exposicao a carcindgenos ocupacionais e ambientais, como, por exemplo,
0 asbesto, o arsénico, o gas raddnio, o niquel, o cAdmio, o berilio, a silica e a
poluicdo do ar (11, 12). O asbesto é um carcind6geno conhecido por aumentar a
incidéncia de cancer de pulmdo em pessoas expostas a inalacdo de fibras de
amianto, principalmente em individuos que também fumam, sendo responsavel
por 3 a 4% dos casos (13). Com relacdo aos outros carcinégenos ocupacionais,
estima-se que aproximadamente 5 a 10% dos casos de carcinoma pulmonar

sejam atribuidos a esse tipo de exposicdo em paises industrializados (10).

Os carcinomas pulmonares compreendem dois tipos principais: os de
células ndo pequenas (da sigla em inglés NSCLC — Non Small Cell Lung Cancer)
e os de células pequenas (da sigla em inglés SCLC — Small Cell Lung Cancer)
(3). Os NSCLC sao os mais comuns correspondendo a aproximadamente 85%
dos casos e os SCLC representando aproximadamente 15% dos casos. Os
NSCLC podem ser divididos em trés tipos histoldgicos principais: adenocarcinoma
(AdenoCa), carcinoma espinocelular ou carcinoma de células escamosas (da
sigla em inglés SCC, Squamous Cell Carcinoma) e carcinoma de grandes células
(da sigla em inglés, LCC, Large Cell Carcinoma) (3). O AdenoCa €é o tipo mais
comum, principalmente em mulheres néo-tabagistas, seguido do SCC e do LCC
(3). Adicionalmente, uma classificacdo histoldgica recente dos adenocarcinomas
foi proposta para determinar o padrdo histologico predominante nos
adenocarcinomas invasivos: sélido, lepidico, acinar, papilar ou micropapilar,

sendo que esse ultimo tem sido associado a um pior prognaostico (14, 15).

O adenocarcinoma de pulmé&o corresponde ao subtipo histolégico mais
comum de NSCLC (40% dos casos) e € um problema de saude publica mundial,
representando a maior causa de morte por cancer no mundo (16, 17). Devido a
imensa heterogeneidade de varios aspectos (patologia, molecular, clinica,
radiologia e cirurgia) observada em pacientes com adenocarcinoma de pulméo, o
desenvolvimento de tratamentos mais precisos, bem como de biomarcadores

prognosticos e preditivos ainda representa um enorme desafio. Na ultima década,
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varios marcadores moleculares e modelos tém sido propostos ou desenvolvidos
no ambito de um especifico subgrupo de NSCLC. Em particular, a identificacdo de
mutacdes no EGFR e linfoma anaplasico quinase (ALK), introduziu uma nova era
de terapia alvo em AdenoCa (18, 19). A possibilidade de escolha do tratamento e
acompanhamento de pacientes resultou, com base na analise de mutagfes, em
outros alvos como o Her2, PIK3CA, BRAF, NUTM1, MET, ROS1, FGFR1, KRAS
e PTEN que também podem ter um potencial poderoso no tratamento clinico

destes pacientes (20-22).

1.2. Tratamento dos carcinomas pulmonares de células ndo pequenas

As principais formas de tratamento para pacientes diagnosticados com
NSCLC consistem em cirurgia, quimioterapia, radioterapia e, mais recentemente,
terapias com alvos moleculares. Apesar dos avancos nos métodos de deteccao
ou screening, técnicas minimamente invasivas para diagndstico e tratamento
(incluindo radioterapia extereotaxica e terapias-alvo), o diagndstico, na pratica
clinica, é realizado na maioria dos casos em uma fase tardia da doenca. Assim,
observa-se uma sobrevida de aproximadamente 16,8% dos pacientes em 5 anos

apo6s o diagnadstico (23).

Adicionalmente, apenas 15% dos pacientes com carcinoma pulmonar sao
diagnosticados com a doenca localizada apenas no sitio primario e em 22% dos
casos a doenca ja acomete linfonodos regionais (metastase regional). Em 57%
dos pacientes, a doenca ja se encontra em fase metastatica a distancia. Existem

ainda 6% dos casos em que o estadiamento da doenca é indeterminado (23).

A cirurgia € o tratamento que aumenta a chance de cura e com melhor
impacto na sobrevida em 5 anos, variando de 45 a 65%, sendo que em pacientes
com doenca localizada e ndo candidatos a cirurgia, devido a co-morbidades ou
recusa ao procedimento cirdrgico, a sobrevida diminui para 6% (24). Em
pacientes com doenca metastatica a distancia, a qual acomete, na maioria das
vezes, 0 cérebro e 0s 0ss0s, a sobrevida em 5 anos € de 4%, independente da

realizacdo de quimioterapia, radioterapia ou terapia-alvo com inibidores Tirosina-
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Quinase (da sigla em inglés TK — Tyrosine Kinase). Nesses pacientes, 0

tratamento sistémico tem inteng&o paliativa (23).

Os esquemas de quimioterapia mais comumente usados para tratamento
de doenca avancada sdo esquemas combinados de quimioterapia como, por
exemplo, Paclitaxel e Carboplatina ou Cisplatina, Gencitabina e Carboplatina ou
Cisplatina, Etoposideo e Carboplatina ou Cisplatina e Vinorelbina e Carboplatina
ou Cisplatina (25-27), e a indicacdo de um ou de outro esquema de tratamento

depende das condi¢des clinicas do paciente.

Com a descoberta de mutacbes no gene do receptor do fator de
crescimento epidérmico (da sigla em inglés EGFR - Epidermal Growth Factor
Receptor) em 2004 (28), drogas contendo como alvo molecular o EGFR foram
desenvolvidas, como os inibidores TK, Gefitinibe (29), Erlotinibe (30) e Afatinibe
(31). Os pacientes elegiveis para o uso dessas drogas sdo agueles com tumores
contendo mutagcdes no dominio TK do EGFR. Os resultados do uso desses
medicamentos mostraram impacto na sobrevida livre de progresséo de doenca e
melhora da qualidade de vida, quando comparado com quimioterapia

convencional, porém sem impacto na sobrevida global (28-31).

Em 2007, a identificacdo da fusdo dos oncogenes ALK e EML4 em
carcinomas pulmonares sem mutacées em EGFR (32) mostrou ser um alvo
terapéutico e um marcador preditivo de resposta a um novo inibidor TK conhecido

como Crizotinibe, porém resistentes ao Erlotinibe a ao Gefitinibe (33).

1.3.Genética dos carcinomas pulmonares

Os mecanismos de tumorigénese pulmonar incluem mutacdes ativadoras
de genes codificadores de fatores de crescimento, tais como 0s proto-oncogenes
K-RAS (34, 35), EGFR (36), BRAF, MEK-1, HER2, MET (37) e rearranjos do gene
ALK (38, 39), bem como mutacdes inativadoras de genes supressores tumorais
como o TP53 e PTEN (40).

Mutacbes sométicas no gene supressor tumoral TP53 ocorrem em

aproximadamente 50% dos NSCLC (dos subtipos histologicos AdenoCa e SCC),
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acometendo pacientes em idade mais avancada e geralmente associadas ao
tabagismo (3, 41).

Mutagbes no proto-oncogene K-RAS s&o observadas em 25-40% dos
tumores de pacientes com adenocarcinoma pulmonar e frequentemente
associadas a um pior prognostico (42). Existem diferencas na prevaléncia de
mutacdes no K-RAS, com uma maior incidéncia em tumores pulmonares de
pacientes da populacdo Ocidental, principalmente em homens tabagistas,
comparado com pacientes da populacdo Oriental (43). Por outro lado, as
mutacdes no gene K-RAS ndo sdo comuns em outros tipos histolégicos de
NSCLC, como o SCC, além de serem relatadas em 0 a 15% dos pacientes nao
tabagistas (42, 44-46).

As mutacdes no gene EGFR sao encontradas em aproximadamente 15 a
40% das neoplasias pulmonares do subtipo AdenoCa e ocorrem com maior
frequéncia em mulheres, na sua maioria de origem Asiatica, que nunca fumaram
ou ex-tabagistas, sendo rara a sua ocorréncia em tumores do subtipo histolégico
SCC (47). A prevaléncia das mutacdes em EGFR varia em tumores de pacientes
de diferentes localizacbes geograficas. Em tumores de pacientes da populagéo
Oriental, sua taxa de ocorréncia é de 30 a 40% e em tumores de pacientes da
populacdo Ocidental entre 10 e 15% dos casos (48). As mutacbes mais
comumente encontradas no dominio TK do EGFR s&o do tipo delecdo nos éxons
19 e 21 (delegéo in-frame em 45% dos casos, definida como delE746-A750 e
mutacdo missense em 40% dos casos, definida como L858R) (49, 50).
Importantemente, a ocorréncia dessas dele¢cdes prediz a sensibilidade aos
inibidores TK do EGFR (49, 50).

Rearranjos afetando o gene ALK séo encontrados em 2-5% dos pacientes
com AdenoCa de pulméo, sendo mais comum em ndo fumantes ou fumantes
leves, ex-tabagistas, homens e pacientes com diagndstico de carcinoma pulmonar
em idade mais jovem (51). Nesta populacdo, a estimativa € que 30% desses
pacientes terdo rearranjo ALK nos seus tumores. Rearranjos envolvendo o gene
ALK ndo sdo comuns em SCC e sdao mutuamente excludentes com as mutacoes
do K-RAS e do EGFR (52).
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Similarmente ao que ocorre com o rearranjo ALK em AdenoCa pulmonar,
observa-se o rearranjo do proto-oncogene ROS-1, com uma frequéncia de 1,2 a
2,6% dos casos, sendo mais comum em pacientes jovens, sem histéria de
tabagismo e de origem Asiatica (53). Evidéncias clinicas sugerem que rearranjos
no gene ROS-1 conferem sensibilidade a inibidores TK, incluindo inibidores
ALK/MET, tais como o Crizotinibe (54).

Apesar dos estudos supracitados, os quais identificaram genes importantes
condutores da tumorigénese em NSCLC, aproximadamente 40% das alteracdes
condutoras da tumorigénese em NSCLC ainda s&o desconhecidas. Portanto,
estudos sdo necessarios para a identificacdo e a elucidacdo do papel de outros
genes ou RNAs reguladores da expressdo génica como condutores da

tumorigénese pulmonar.

Dessa forma, estudos tém sido conduzidos com o objetivo de identificar
novas alteragcbes em NSCLC. Um estudo de sequenciamento de 518 genes
(genes que codificam proteinas com atividade quinase) revelou 188 mutacées em
120 genes nos carcinomas de pulmao. Estes genes incluiam receptores quinases
(ANKK1, DDR1, EPHAS3, EPHA5, FGFR2, GPRK5, NTRK3, TRPM6), genes que
participam em mecanismos de reparo do DNA (ATM, ATR, PRKDC), que
codificam proteinas envolvidas em mecanismos de sinalizacdo celular (BRAF,
MAP2K4/INKK1, STK11/LKB1), proteinas associadas ao citoesqueleto (NEK10,
TTN) e outros ainda n&o caracterizados. Outro estudo utilizou sequenciamento de
623 genes conhecidos ou associados ao cancer e identificou mais de 1.000
mutacbes em AdenoCa, sendo que 26 genes estavam frequentemente mutados
(55); estes genes incluiam genes supressores tumorais (TP53, STK11, NF1, ATM,
APC, CDKN2A, RB1, INHBA) e oncogenes (KRAS, NRAS) conhecidos,
oncogenes com atividade tirosina-quinase (EGFR, ERBB4, FGFR4, EPHAS,
EPHAS, NTRK1, KDR, NTRK3, PDGFRA, LTK, PAK3) e outros com papel ainda
nao determinado (LRP1B, PTPRD, GNAS, ZMYND10/BLU, SLC38A3).

Um estudo de grande impacto na literatura demonstrou a caracterizacao do
perfil mutacional de SCC de pulméao realizado pelo projeto The Cancer Genome
Atlas (TCGA)* (http://cancergenome.nih.gov/) que identificou 360 mutacdes em

regides exodnicas, 323 segmentos com alteracdes no numero de cépias do DNA e
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165 rearranjos cromossomicos. Mutacdes no gene TP53 foram observadas em
81% (144/178) amostras tumorais de SCC. Interessantemente, alteracdes
relativamente raras em AdenoCa foram identificadas, tais como amplificacdes do
gene SOX2, mutacbes em NFE2L2 (fator nuclear eritride 2, similar) e KEAP1
(kelch-like ECH-associated protein 1, este gene é um alvo molecular no processo
biolégico de stress oxidativo), modificacbes na via de sinalizagdo molecular do
PI3K (fosfatidil inositol quinase), amplificagdo em FGFR1 e mutacdes em DDR2

(receptor de tirosina-quinase) (56, 57).

Embora tais estudos tenham levado a identificacdo de mutacbes em
carcinomas pulmonares, ainda nao ha utilizacdo clinica de muitas das mutacées
identificadas para o desenvolvimento de estratégias de tratamento eficazes, as

guais possam beneficiar os pacientes com NSCLC (58).

*TCGA é um consércio gendmico internacional estabelecido para determinar as
mutacgdes, alteragcbes gendmicas, transcritbmicas e epigendémicas mais frequentes em
diferentes tipos de tumores humanos, incluindo carcinomas pulmonares de dois
subtipos histoldgicos principais: adenocarcinoma e carcinoma de células escamosas.

1.4.MicroRNAs (miRNASs)

O primeiro microRNA, lin-4, foi identificado em 1993 por Lee e cols. (59). O
lin-4 foi associado ao tempo de desenvolvimento do nematdide Caenorhabditis
elegans, pela modulacdo da proteina lin-14. Posteriormente, evidenciou-se que
sequéncias de RNAs pequenos, nado codificadores, de 19 a 22 nucleotideos de
comprimento, estavam expressas em diversos organismos, incluindo o Homo
sapiens; tais sequéncias foram denominadas microRNAs (miRNAs), sendo
altamente conservadas em diferentes espécies e apresentando expressao tecido
especifica (60-63).

Quanto a nomenclatura, os miRNAs sdo nomeados pela identificacdo da
espécie seguida do numero do miRNA, de acordo com a ordem de sua
descoberta. Assim, por exemplo, para denominar o microRNA 21 em Homo

sapiens, utiliza-se a nomenclatura hsa-miR-21.
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Os miRNAs desempenham um papel regulatério importante em processos
biolégicos, tais como o desenvolvimento embrionario, a proliferacdo e
diferenciacdo celulares e apoptose. Notavelmente, os mMiRNAs tém sido
associados a diversas patologias incluindo mecanismos de oncogénese (60).
Uma das primeiras evidéncias do envolvimento de miRNAs na tumorigénese
humana foi demonstrado pela identificacdo de uma familia de miRNAs (miR-15-
16-1), localizada em 1314, uma regido de delecdo caracteristica de células
tumorais de leucemia linfocitica crénica (da sigla em inglés CLL, Chronic
Lymphocytic Leukemia). Esse achado associou essa delecdo genbémica com a
perda da expressdo do gene BCL2 (B-cell CLL/Lymphoma 2), o qual apresenta
papel anti-apoptotico em células como os linfécitos (64). Tais estudos
evidenciaram que os miRNAs estdo frequentemente localizados em regifes de
pontos de quebra e de perdas e ganhos gendmicos associados a mecanismos
patogenéticos no cancer.

Os miRNAs regulam uma proporcdo substancial (~50%) dos genes
expressos no genoma humano, sendo que um mesmo mMIRNA pode regular
multiplos genes (60). Os miRNAs séo transcritos principalmente pela enzima RNA
polimerase I, originando estruturas em grampo ou hairpin (miRNAS primitivos ou
pri-microRNAS); os pri-miRNAs sao processados no nucleo, pela RNAse Il
Drosha, em estruturas precursoras ou pré-microRNAs, de ~70 a 100 nucleotideos
de comprimento. Os miRNAs precursores sao exportados para o citoplasma, por
um mecanismo mediado pela proteina de transporte Exportina 5, onde, em um
passo seguinte, mediado pela RNAse Dicer, gera a estrutura de RNA dupla fita
(dsRNA), de aproximadamente 19-22 nucleotideos, denominada 3p/5p ou miRNA.
A molécula de miRNA é depois incorporada ao complexo de silenciamento
induzido por RNA (da sigla em inglés RISC - RNA-induced silencing complex),
engquanto que a outra cadeia € sujeita a degradacdo. Neste complexo, 0 miRNA
maduro é capaz de regular a expressdao génica em nivel pds-transcricional. Na
maioria das vezes, ocorre o pareamento parcial ou total da fita funcional do
MiRNA maduro com a por¢cdo 3’ ndo traduzida (3’'UTR) do RNA mensageiro
(mRNA) alvo, resultando na inibicAo da traducdo ou degradacdo do RNA

mensageiro alvo (60).
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Véarios mecanismos podem levar a alteracdes na expressao de miRNAs,
incluindo alteragdes gendmicas como amplificacdes e dele¢cdes, mutacgoes,
polimorfismos, alteracdes epigenéticas e alteracbes na maquinaria de biogénese
de miRNAs. Essas alteracdes sao responsaveis pela desregulacéo dos niveis de
expressdo de miRNAs ou por alteragbes nos genes-alvo dos miRNAs em células
tumorais (65).

Notavelmente, a descoberta dos miRNAs como importantes moduladores
da expressdo génica e envolvidos em doencas cronico-degenerativas como o
cancer tem sugerido que estas moléculas podem constituir biomarcadores
clinicamente aplicaveis, com valor diagnéstico, prognéstico e preditivo, bem como

apresentarem utilidade como moléculas terapéuticas no cancer (65).

Uma caracteristica dos miRNAs, a qual torna essas moléculas atrativas
para estudos moleculares, é a sua estabilidade; de fato, os miRNAs sé&o
moléculas mais estaveis quando comparados a molécula de RNA mensageiro
(mRNA). Devido a essa caracteristica, a sua expressao pode ser mais facilmente
guantificada em amostras clinicamente relevantes, tais como tecidos obtidos de
cirurgias ou bidpsias, tecidos fixados em formalina e embebidos em parafina para
andlise anatomo-patoldgica. Adicionalmente, os miRNAs podem ser detectados
em fluidos corporais como o plasma e o soro e tém sido considerados como
biomarcadores sensiveis e minimamente invasivos para a deteccdo de células

tumorais circulantes (66).

Perfis de expresséo global de miRNAs foram identificados como Uteis para
distinguir tecido normal de tumoral, como também para identificar o tecido
primario de uma metastase, discriminar diferentes subtipos histoldégicos de
tumores ou associados a anormalidades genéticas especificas. Um conjunto
especifico de miRNAs, por exemplo, foi identificado como diferencialmente
expresso entre os subtipos de cancer de mama basal e luminal e foi utilizado para
classificar, com alta especificidade, tumores positivos para o0s receptores de

estrogeno (ER), progesterona (PR) e/ou HER2/neu (65).

Em 2013, foram identificados 2.588 miRNAs no genoma humano (67). Um
estudo de 2015 sugere que deve existir um numero ainda maior (~6 mil) de

mMiRNAs tecido-especificos no genoma humano (68).
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Devido ao menor nimero de miRNAs comparado ao numero de mRNAs
(genes) expressos em nosso genoma, uma vantagem da andlise de miRNAs em
amostras clinicas é a utilizacdo de um menor nimero de amostras para se
alcancar um poder estatistico adequado, quando comparado a analise de
expressao global do transcritoma (MRNA). A andlise de expressdo de miRNAS,
integrada a predicdo dos genes-alvo regulados por miRNAs, pode levar a

elucidacao de vias moleculares desreguladas no cancer.

1.5.MicroRNAs: aplicacéo terapéutica potencial

Os tumores sélidos humanos sdo doencas heterogéneas de alta
complexidade quanto as alteracBes genéticas e epigenéticas associadas ao seu
desenvolvimento e progressdo. Portanto, drogas que modulam ou inibem um
Gnico alvo molecular, apesar de promissoras, geralmente ndo apresentam
sucesso na resposta terapéutica (69, 70). Considerando que os miRNAs regulam
a expressdo de mdultiplos genes-alvo e estdo associados a mecanismos
moleculares desregulados no cancer humano, tais moléculas podem constituir
estratégias promissoras de tratamento do cancer (21). Desse modo, dependendo
da funcdo do miRNA no tecido e de sua expressao no tumor, ha duas abordagens
para o desenvolvimento de terapias baseadas em miRNAs: antagonistas ou
mimetizadores de miRNAs (21). Moléculas antagonistas sdo aplicadas para inibir
ou sequestrar miRNAs com expressdao aumentada e moléculas miméticas séo

aplicadas para restaurar miRNAs com perda de fungéo (71).

Existem estudos mostrando o potencial terapéutico dos miRNAs em
doencas ndo neoplasicas. Uma descoberta recente indicou que o hsa-miR-122
esta altamente expresso no figado e é essencial para a estabilidade e propagacéo
do RNA viral da Hepatite C (HCV). O uso de antagonistas do miRNA-122 em
chimpanzés infectados cronicamente pelo HCV mostrou uma redugéo na carga
viral nos animais (72). Posteriormente, em um estudo clinico de fase lla,
pacientes portadores de infeccdo cronica pelo HCV foram randomizados para
receberem semanalmente, por cinco semanas, o inibidor especifico anti-miRNA-

122 ou placebo. O anti-miRNA-122 tem como objetivo sequestrar as moléculas de
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miRNA-122, bloqueando sua acdo no gendtipo viral (HCV) e assim interferindo
com a propagacdo do virus. A andlise de seguimento dos pacientes que
receberam o anti-miR-122 mostrou reducao da carga viral por 18 meses com bom
perfil de seguranca e baixa toxicidade (73). Em um estudo com ratos da linhagem
C57BL/6, o uso do anti-miRNA levou ao silenciamento especifico (~80%) do
mMiRNA-122 no figado, acompanhado pela regulacdo da expressdo génica e

levando a reducéo dos niveis séricos de colesterol no plasma (74).

1.6.MicroRNAs em Cancer de Pulmao

Perfis diferenciais de expressdao de miRNAs foram encontrados entre
NSCLC dos subtipos AdenoCa e SCC e a expressao anormal de 5 miRNAs (miR-
25, miR-191, miR-let7e, miR-34c-5p, miR-34a) foi correlacionada com uma baixa
sobrevida de pacientes com SCC (75). A expressao do miR-205 foi capaz de
classificar tumores do tipo AdenoCa vs. SCC (76). Uma correlacdo entre
tabagismo e a alta expressao do miR-100 foi relatada em pacientes com AdenoCa
pulmonar; esse mesmo estudo demonstrou que a expressao de miR125a-5p e let-
7e estava significativamente diminuida em tumores comparado com amostras de
tecido histologicamente normal de pacientes com AdenoCa. Adicionalmente, a
expressdo dos miRNAs, miR-93, miR-201 e miR-221 estava significativamente
aumentada no tumor, quando comparado com o tecido pulmonar histologicamente
normal de pacientes com SCC (77). Em outro estudo, perfis distintos de
expressdo de miRNAs foram utilizados como biomarcadores de recorréncia em
NSCLC de estadiamento | da doenca (78). Estudos de expressdo de miRNAs
também tém identificado miRNAs como marcadores prognésticos em NSCLC. A
expressdo aumentada dos miRNAs miR-146b e miR-155 foi associada a uma
menor sobrevida de pacientes com SCC pulmonar (79). Recentemente, a
expressdo diminuida do miR-99a foi associada ao aumento da expressdo de
MTOR/FGFR3 em carcinomas pulmonares; este estudo demonstrou que a
restituicdo da expressdo do miR-99a suprimiu a tumorigenicidade das células,
sugerindo que a via molecular regulada pelo miR-99a seja importante no controle

do crescimento celular tumoral (80). Interessantemente, a expressao do miRNA-
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138 foi inversamente correlacionada com a expressdo de ERCC1 em linhagem

celular de AdenoCa de pulmao resistente a cisplatina (81).

Adicionalmente, defeitos na maquinaria de biogénese dos miRNAs podem
estar intimamente relacionados com a oncogénese. A delecdo da enzima Dicer
revoga a produgcdo de miRNAs maduros. Em um modelo animal de carcinoma
pulmonar contendo mutagdes em K-RAS, foi demonstrado que a delecdo de Dicer
1 aumenta o crescimento celular do tumor (82). A expressao reduzida de Dicer foi
associada a menor sobrevida em um estudo com 67 pacientes com NSCLC (82).
Notavelmente, em carcinomas de ovario, mama e pulmao, a alta expresséo de

Dicer e Drosha foi associada a melhor sobrevida livre de doenca (75).

Embora existam varios relatos de expressdo de miRNAs em carcinomas
pulmonares (75, 76, 78-80) ndo ha dados na literatura de caracterizacdo dos
perfis globais de expressdo de miRNAs e seus genes-alvo em NSCLC de
pacientes brasileiros. Adicionalmente, a maioria dos estudos utilizaram a analise
de um subgrupo seleto de miRNAs e os dados ainda ndo tém sido aplicados, na
pratica, para melhorar o prognéstico ou para o desenvolvimento de novos

tratamentos para pacientes com NSCLC.

Portanto, a andlise global de perfis de expressdo de miRNAs, bem como a
integracdo dos dados de expressdo de miRNAs com genes-alvo potencialmente
regulados pelos miRNAs, constituem analises necessarias para a identificacéo de
vias moleculares desreguladas e que podem ter valor no desenvolvimento de

novas estratégias de tratamento.

1.7.MicroRNAs e alvos moleculares terapéuticos em cancer de pulméo

Mutacbes no gene que codifica o receptor do fator de crescimento
epidérmico (EGFR) e alteragbes nos mecanismos de sinalizacdo deste gene tém
sido o foco principal de varios estudos de identificacdo de alteragbes genéticas
em carcinomas pulmonares nos ultimos 5 anos. Adicionalmente, mutagdes em K-
RAS, um efetor downstream da via de sinalizacdo do EGFR, sdo comuns em

tumores de pacientes com cancer de pulmao e historia de consumo excessivo de
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tabaco, sendo encontradas em 20% a 30% dos NSCLC. Mutacdes em EGFR e K-
RAS sdo mutualmente exclusivas e a presenca de mutacbes em K-RAS esta
associada a resisténcia ao tratamento com inibidores do EGFR, porém parece

nao afetar os efeitos terapéuticos da quimioterapia convencional (83, 84).

O desenvolvimento de drogas inibidoras do dominio TK do EGFR levou a
uma melhoria (embora nado significativa) na sobrevida e qualidade de vida de
pacientes com adenocarcinoma pulmonar (30, 49), sendo que a presenca de
mutacBes neste gene distingue pacientes responsivos e nao-responsivos ao
tratamento com essas drogas (28). Muta¢cdes em EGFR foram relatadas em 16/39
(41%) dos pacientes com NSCLC (85). Entretanto, estas terapias com alvos
moleculares tem beneficiado uma fracdo muito pequena dos pacientes, sendo
ainda necesséria a identificacdo de novos biomarcadores com valor prognéstico e

preditivo nessa doenca (10).

Estudos recentes tém apontado uma associagdo entre o mecanismo de
sinalizacdo celular do EGFR e a expressdo alterada de miRNAs. A perda de
heterozigose no l6cus do gene que codifica o0 miR-128b foi correlacionada com
resposta clinica e sobrevida de pacientes com NSCLC apés o tratamento com
Gefitinibe, um inibidor TKI do EGFR (86). Outro estudo demonstrou que a
restituicdo da expressdao do miR-145 inibia o crescimento celular de
adenocarcinoma pulmonar em pacientes com mutac¢des ativadoras no EGFR. O
miR-7, que esta com expressao diminuida em carcinomas pulmonares, também
foi implicado como regulador negativo da via do EGFR (87). Finalmente,
expressédo aumentada do miR-21 foi correlacionada com ativagdo do mecanismo
de sinalizacdo do EGFR, especialmente na presenca de mutacdes neste gene
(88).

Ainda nesta linha, um namero crescente de estudos indica a sensibilidade
ou resisténcia ao tratamento sistémico. Jiayu Li et al estudou 66 pacientes com
NSCLC avancado e mostrou que pacientes com alta expressao do miR-200c,
EGFR selvagem (sem mutacfes no dominio TK) e em uso de Gefitinibe tiveram
maior sobrevida e maior taxa de resposta quando comparados com pacientes
com baixa expressdo do miR-200c; esses dados sugerem que o miR-200c pode

ser um marcador preditivo de sensibilidade aos inibidores TK em pacientes com
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NSCLC e EGFR selvagem (89). Finalmente, uma assinatura genética composta
pelos miRNAs miR-1290, miR-196b e miR-135, em pacientes com
adenocarcinoma de pulmao recidivado, mostrou uma maior predicdo de resposta

a esquemas de quimioterapia a base de platina com alta acuracia (90).
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