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Mas quando vocé orar, va para seu
quarto, feche a porta e ore a seu Pali,
que estd no secreto. Entao seu Pai,

que vé no secreto, o recompensara.

Mateus 6:6
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RESUMO

O adenocarcinoma pulmonar é um problema mundial na saude publica e
representa uma das maiores causa de morte por cancer no mundo. Os microRNAs
sao grandes reguladores e tém sido propostos como biomarcadores em diversos tipos
de canceres. O objetivo desta pesquisa é encontrar possiveis microRNAs para melho-
rar a classificagdo dos tecidos (normal ou tumoral) e a sobrevivéncia dos pacientes.
Utilizou-se o banco de dados do projeto Atlas do Genoma do Cancer (TCGA) para
pacientes com adenocarcinoma pulmonar (LUAD). A anédlise estatistica empregada
foi baseada na construgao de arvores de classificacao, que encontrou o miR-21-5p,
miR-133a-3p, miR-1287-3p e let-7g-3p estatisticamente significativos, e arvore de
regressao para a sobrevivéncia dos pacientes, que encontrou o miR-887-3p, miR-

1271-5p, miR~128-1-5p, miR-493-3p e miR-4999-5p estatisticamente significativos.



STATISTICAL ANALYSIS BASED ON THE CONSTRUCTION OF
CLASSIFICATION TREES AND REGRESSION OF MICRORNAS
FROM PATIENTS WITH PULMONARY ADENOCARCINOMA

Author: BETHINA DA ROCHA CAMARGO
Adviser: Prof. Dr. ROGERIO ANTONIO DE OLIVEIRA
Coadviser: Prof.2 Dr.2 PATRICIA PINTOR DOS REIS

ABSTRACT

Pulmonary adenocarcinoma is a worldwide public health problem and re-
presents one of the biggest causes of cancer death in the world. MicroRNAs are
strong regulators and have been proposed as biomarkers in several types of cancer.
The objective of this research is to find possible microRNAs to improve the classi-
fication of tissues (normal or tumor) and patient survival. We used the database of
the Atlas of Cancer Genome project (TCGA) for patients with pulmonary adeno-
carcinoma (LUAD). A statistical analysis employed was based on the construction
of classification trees, which found miR-21-5p, miR-133a-3p, miR-1287-3p and let-
Tg-3p, with statistical classification, and regression tree for the situation of patients,
who found miR-887-3p, miR-1271-5p, miR-128-1-5p, miR-493-3p and miR-4999-5p

are statistically used.



1 INTRODUCAO

O pulmao é o érgao do sistema respiratorio responsavel pelas trocas gasosas
entre o sangue e o ambiente. Sua principal funcao é oxigenar o sangue e eliminar o
di6éxido de carbono (C'O3) do corpo. Os seres humanos possuem dois pulmdes que
estao localizados na cavidade toracica e sao cobertos por uma membrana protetora
chama pleura. Cada pulmao, direito ou esquerdo, é dividido em partes ou lobos, o
pulmao direito é maior e possui trés lobos e o esquerdo possui apenas dois.

A Figura 1 ilustra a anatomia e a funcao dos pulmoes humano, pode-se

ressaltar que o 6rgao tem o formato piramidal, cor rosada e consisténcia esponjosa.

Laringe

Traqueia

Lobo superior
esquerdo

Lobo superior direito

animil

Arvore brénquica

& Bronquio
N /45%
Lobo intermediario i %ﬁ\‘l

"P‘i) Pleura

Lobo inferior direito iobo infetior

esquerdo
Diafragma

Figura 1: Anatomia e funcao dos pulmoes humano.

Fonte: https://www.infoescola.com/anatomia-humana/pulmoes/



1.1 Cancer de pulmao

O cancer de pulmao é um dos canceres mais populares e lider em mortali-
dade, com aproximadamente 1,8 milhoes de casos novos e cerca de 1,6 milhoes de
6bitos por ano, mundialmente (Globocan, 2018). No Brasil, as estimativas de in-
cidéncia para os anos de 2018 e 2019 apontaram o cancer de pulmao como o segundo
mais frequente, com ocorréncia de aproximadamente 31 mil casos novos, sendo a
maioria em homens (18.740 homens e 12.530 mulheres). No sudeste do Brasil a in-
cidéncia de carcinomas de pulmao em 2018 foi a terceira mais frequente com 19,22
casos a cada cem mil homens e 12,72 casos a cada cem mil mulheres (INCA, 2018).

O carcinoma pulmonar é geralmente diagnosticado em estdgio avancado da
doenga, principalmente porque os sintomas nao sao percebidos nas fases iniciais de
seu desenvolvimento, o diagndstico tardio é apontado como responsavel pela baixa
sobrevivéncia dos pacientes, de 10% a 15% dos pacientes diagnosticados (INCA,
2018).

O tabagismo esta relacionado como a principal causa de cancer de pulmao,
na maioria da populacao os casos tabaco-relacionados representam cerca de 85%
dos casos desse cancer (Ferlay et al., 2013). Além disso, hd outros fatores de risco
para este carcinoma, como a radiacao e exposicao a carcindgenos ocupacionais, como
agentes quimicos, e ambientais como, a polui¢do do ar, por exemplo (Schmid et al.,
2010). Desta forma, esta doenga pode ocorrer em individuos fumantes, ex-fumantes
e nao fumantes.

O cancer pulmonar é uma preocupante doenca da satde piblica, assim deve
ser priorizado a prevenc¢ao da doenga e o desenvolvimento de melhores estratégias de
tratamento.

Para decisoes referentes a possiveis tratamentos do cancer de pulmao deve-
se atentar aos subtipos histolégicos' envolvidos neste tipo de carcinoma, que pode
ser dividido em dois principais grupos: o carcinoma pulmonar de células pequenas

(SCC, em inglés small cell carcinoma) e o carcinoma pulmonar de células nao pe-

IEstudos da estrutura microscépica, composicao e funcio dos tecidos vivos.
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quenas (NSCLC, em inglés non-small cell lung carcinoma). O primeiro ocorre em
15% dos pacientes, caracteriza-se por tumores mais agressivos e estd associado a um
prognostico pobre com baixa sobrevivéncia. O segundo, é o tipo histoldgico mais
comum, com 85% dos casos, é subdividido em vérios subtipos histoldgicos, sendo o
adenocarcinoma (AD, em inglés adenocarcinoma) o mais frequentemente diagnosti-
cado (Herbst et al., 2008).

O AD é um problema mundial na satde publica, representa um dos grandes
motivos para as causas de morte por cancer no mundo, forma-se na periferia dos
pulmoes e é o subtipo mais encontrado de cancer de pulmao entre os nao-fumantes,
principalmente em mulheres (Chang et al., 2015).

Os pacientes diagnosticados com NSCLC podem fazer o tratamento da
doencga por meio de cirurgia, quimioterapia, radioterapia e, atualmente por meio de
terapias com alvos moleculares, que nos ultimos anos obtiveram varios marcadores
moleculares e modelos propostos pelo mundo. Entretanto, devido a heterogeneidade
observada nos pacientes com AD, o desenvolvimento de tratamentos aprimorados,
como, por exemplo biomarcadores para o prognodstico da doenca e para a prevencao
do aparecimento da doenga, ainda ¢ um grande problema devido a complexidade
biologia do cancer (Souza, 2016).

Estudos tém sido realizados com a intencao de identificar novas mutagoes
ou alteracoes no carcinoma pulmonar e tais estudos tém identificado mutacoes em
NSCLC. As alteracoes moleculares responsaveis pelo processo de formacao do car-
cinoma pulmonar, especialmente o subtipo AD, ainda nao sao muito conhecidas.
Considerando, entao, que as terapias com alvos moleculares tém beneficiado poucos
pacientes, ainda é necessaria a identificacao de novos alvos moleculares relacionados
a este carcinoma (Chang et al., 2015).

O estudo sobre os microRNAs serve como base para o esclarecimento das
causas de doencgas e dos mecanismos que atuam sobre o organismo, também tem
propiciado utilizagao para diagndstico, prognéstico e terapia do cancer (Chamorro

et al., 2016).
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Nos ultimos anos, confirmou-se que a desregulacao na expressao dos micro-

RNAs esté relacionada a varias enfermidades em humanos, como problemas cardiacos
e em canceres.

A colaboragao entre o Instituto Nacional do Cancer (NCI, em inglés National

Cancer Institute) e o Instituto Nacional de Pesquisa do Genoma Humano (NHGRI,

em inglés National Human Genome Research Institute) gerou a caracterizacao do

perfil mutacional do pulmao, inclusive da expressao dos microRNAs. Nomeado de

Atlas do Genoma do Cancer (TCGA, em inglés The Cancer Genome Atlas), é um

banco de dados online, esta publicamente disponivel e tem sido vastamente utilizado

pela comunidade de pesquisa, para realizagao de estudos sobre a desregularizagao da

expressao dos microRNAs em varios tipos de canceres.

1.2 MicroRNAs e o cancer

O primeiro microRNA encontrado em pesquisas foi por Lee et al. (1993). O
microRNA lin-4, foi relacionado com o tempo de progresso do nematdide Caenorhab-
ditis elegans, por meio da modulacao da proteina lin-14.

Em seguida, definiu-se que sequéncias de pequenos RNAs, nao codificado-
res, de 19 a 22 nucleotideos de extensao estavam, também, expressas em outros
tipos de organismos, como em Homo sapiens. Estas sequéncias foram nomeadas de
microRNAs, sdao encontradas em diferentes espécies e cada espécie apresenta sua
particularidade a respeito da expressao do microRNA (Iorio & Croce, 2009).

A nomenclatura do microRNA é composta pela espécie e o niimero do mi-
croRNA | nesta ordem, de acordo com a sua descoberta. Assim, o hsa-miR-21 refere-se
ao microRNA 21 em Homo sapiens.

Encontrar a expressao dos microRNAs em canceres humanos nao criou ex-
pectativas para possiveis tratamentos até Calin et al. (2002) clonarem os miR-15a e
miR-16-1, que inibiam a expressao de um gene anti apoptotico, em pacientes com leu-
cemia linfocitica cronica. Os microRNAs agiam como supressores tumorais e estavam

com a expressao diminuida em 70%.
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Apos este fato, outros estudos surgiram descrevendo diferentes perfis da
expressao dos microRNAs em outras categorias de cancer, entre eles, o cancer de
pulmao, colon, préstata, entre outros. Além disso, também pode haver outras doencas
relacionadas a diminui¢ao ou aumento da expressao dos microRNAs. E importante o
reconhecimento da funcao regulatéria destes, para assim, obter clareza em seu papel
no desenvolvimento das doengas (Liu et al., 2012).

Evidenciou-se a expressao alterada dos microRNAs ao comparar tecidos nor-
mais e tumorais e, também, em alguns canceres especificos os microRNAs mostraram
expressoes diferentes nas fases da doenca, ou seja, desde a formacao do cancer até a
metdstase (Medina & Slack, 2008).

As expressoes dos microRNAs podem ser alteradas em relagao as variagoes
do cancer, condicoes clinicas, estagio e perfil genético do paciente. Percebe-se, de um
modo geral, que ha uma reducao significativa da expressao de microRNAs na presenga
do cancer, ainda assim, existem muitos microRNAs que podem estar superexpres-
sos, ou seja, com a expressao do microRNA aumentada em relacao as expressoes
consideradas normais. Cada tecido possui um valor referéncia para a expressao dos
microRNA, logo a expressao do microRNA é capaz de estar aumentada ou diminuida
em um tipo de cancer e o oposto em outro (Lee & Dutta, 2009).

Em alguns casos, o aparecimento e crescimento de tumores esté relacionado a
superexpressao dos microRNAs, tem-se como exemplos o miR-221 em glioblastomas?,
miR-372 e miR-373 em neoplasias do testiculo e miR-221, miR-222 ¢ miR-146 em
tumores de tireoide (Lee & Dutta, 2009).

A literatura mostra que os microRNAs podem ser responsaveis pelos pro-
cessos de invasao e migracao de tecidos tumorais, caracterizando tumores malignos.
Pesquisas encontraram superexpressao, do miR-21 em canceres. O miR-21 é carac-
terizado por promover a mobilidade e invasao de tecidos tumorais, pois liga-se e
bloqueia os genes supressores de tumor (Lee & Dutta, 2009).

Um estudo clinico sobre o papel do let-7 (let-7a ao let-7i) em cancer de

2Tipo mais comum e agressivo de tumor maligno cerebral que acomete os seres humanos.
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pulmao, mostrou um diagndstico ruim quando este estd subexpresso, ou seja, com a
expressao do microRNAs diminuida em relacao as expressoes consideradas normais,
e a introducao do let-7 como um supressor tumoral (Takamizawa et al., 2004).

Outras pesquisas discutiram a importancia da expressao dos microRNAs
para o processo de formacao do cancer e para o desenvolvimento do cancer de mama,
ja que os hormonios podem apresentar expressoes diferentes nestas fases da doenca
(Nakano et al., 2013). Diferentes expressoes de microRNAs tém sido retratadas ao
comparar tecidos tumorais e normais em varios os tipos de canceres (Yin et al.,
2014).

Tsunoda et al. (2011) em sua pesquisa constatou que a inibigdo da morte
celular programada estd ligada com a superexpressao do miR-221 e miR-222 em
pacientes com cancer colorretal.

Com a grande quantidade de informacoes a respeito dos microRNAs, surgiu
a necessidade de organizar as informagoes em banco de dados. Hoje, existem varios
bancos de dados virtuais que fornecem informacoes sobre os microRNAs. O miR-
base, foi criado em 2002, representa o principal depdsito online que contém todas as

informacoes sobre os microRNAs publicados pelo mundo.

1.3 MicroRNAs e alvos moleculares terapéuticos

No decorrer dos anos, tem-se percebido crescimento nas pesquisas e no de-
senvolvimento de técnicas de biologia molecular, mostrando uma tendéncia em cada
vez mais entender e desenvolver terapias-alvos especificas, com o objetivo de bloquear
vias moleculares desreguladas nos tecidos tumorais.

Desde que os microRNAs foram descobertos, ampliou-se as possibilidades
de té-los como biomarcadores para o diagndstico e prognodstico de canceres, princi-
palmente nas fases iniciais, em que nao é possivel detectar a doenca com exames
convencionais. Esses tratamentos tém como objetivo atuar seletivamente nas células
tumorais que contém alteragoes moleculares (Cinegaglia, 2015).

A maioria dos estudos utilizam do soro para a identificacao dos niveis de
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expressao dos microRNAs, entretanto, outros estudos relatam que a identificacao
destes niveis pode ser realizada por meio da urina, saliva, suco pancreatico ou fluido
cistico. Encontrar os microRNAs nestes tipos de fluidos corporais sao fundamentais
para deteccao de possiveis biomarcadores e representam uma forma nao-invasiva para
o diagndstico da doenga, principalmente em pacientes com a satude mais fraca (Wang
et al., 2014).

Algumas pesquisas a respeito de terapias baseadas em microRNAs possuem
a intengao de restaurar ou inibir a fun¢ao dos microRNAs usando microRNAs mimics
ou antagomirs, que sao como uma imitacao dos microRNAs. Estudos in vitro e in
vivo tem mostrado a eficacia do uso de microRNAs mimics contra o desenvolvimento
tumoral (Ulivi et al., 2013). Porém pesquisas estdo sendo desenvolvidas para definir
a seguranca na utilizacao dos microRNAs para este fim. Primeiramente sao identi-
ficados os microRNAs relacionados ao tipo de cancer e posteriormente estudadas as
necessidades biologicas para a acao.

A compreensao sobre os processos associados a formagao do cancer humano,
a caracterizacao do perfil genético, as alteracoes na expressao e mutacoes de mi-
croRNAs em adenocarcinoma, podera contribuir para o desenvolvimento de biomar-
cadores com potencial aplicagoes clinicas. Biomarcadores moleculares serao tteis na
evolucgao de estratégias para identificagao precoce de doenca, diagnostico, prognéstico

e terapéuticas mais precisas para o tratamento de pacientes.

1.4 Arvore de classificacao e regressao

A aplicagao de técnicas com segmentacao ou agrupamentos na construcao
de arvores foi desenvolvida para solucionar os problemas complexos que envolvem
conjunto de dados de dimensao elevada, composto por muitas varidaveis qualitativas
e quantitativas.

O método de arvores de classificacao e regressao apareceu inicialmente no
trabalho de Morgan & Sonquist (1963). Posteriormente nos trabalhos de Hunt et al.
(1966), Messenger & Mandell (1972) e Morgan & Messenger (1973), que apresenta-
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ram este método para problemas de classificacao. Entretanto, as modificacoes tiveram
uma grande contribuicao para a popularizacao de arvores binarias em problemas de
classificagdo por meio dos trabalhos realizados por Quinlan (1986) e também nos
seus trabalhos dos anos 1979 e 1983, e na mesma época por Breiman et al. (1984).

Os problemas de regressao utilizaram a arvore primeiramente no trabalho de
Morgan & Sonquist (1963) com o programa AID (Automatic Interaction Detection) e
posteriormente apareceram generalizagoes como em Sonquist (1970), Sonquist et al.
(1973) e em Van Eck (1980).

O algoritmo para arvores de classificacao e regressao (CART, em inglés Clas-
sification and Regression Trees) foi apresentado por Breiman et al. (1984) e hoje estd
implementado em muitos programas estatisticos, como o software R. O algoritmo é
uma técnica nao-paramétrica que gera arvores de classificacao ou de regressao, de
acordo variavel, qualitativa ou quantitativa, respectivamente.

O CART apresenta algumas vantagens em sua utilizagao, como: capacidade
de encontrar relagoes entre os dados; os resultados sao gerados no formato de arvore
de decisao, implicando em facilidade, legibilidade e simplicidade com a interpretacao
dos resultados (Fonseca, 1994). As arvores de decisao que o algoritmo CART gera
possuem respostas binarias e podem ser percorridas do né pai até os nods finais,
respondendo a perguntas com respostas de “sim” ou “nao”.

Com o intuito de encontrar microRNAs como potenciais biomarcadores
utiliza-se como método estatistico a construcao de arvores de classificagao e regressao,
por ser uma técnica que gera resultados de facil interpretacao conforme descrito no

Capitulo 3.



5 CONCLUSOES

O banco de dados analisado neste trabalho continha dados demograficos,
fatores de risco, caracteristicas clinico-patoldgicas e 709 variaveis de microRNAs,
para 508 amostras histopatologicas de tecidos normais e 45 tumorais.

O trabalho teve como objetivos especificos analisar o banco de dados por
meio de quatro métodos estatisticos: teste de Mann-Whitney, regressao logistica,
andlise de sobrevivéncia e arvores de classificagao e regressao, o qual, foi realizado
por meio do algoritmo CART. Depois de realizar as anélises pode-se tirar algumas

conclusoes a respeito de cada método, como:

e Comparando os testes de regressao logistica, que testa o efeito da probabilidade
do tecido ser tumoral, e teste de Wilcoxon-Mann-Whitney, que compara as
medianas em relacao ao tecido normal as variaveis clinico-histopatolégicas nao
apresentaram significancia estatistica. O teste Mann-Whitney apresentou 25
microRNAs estatisticamente significativos, a regressao logistica apresentou 18
microRNAs, e destes tem-se 13 microRNAs concordaram (miR-143-3p, miR-
144-5p, miR-20a-3p, miR-21-5p, miR-28-5p, miR-30a-5p, miR-320d, miR-33b-
5p, miR-409-5p, miR-429, miR~486-5p, miR-490-3p e miR-629-3p).

e Na analise do tempo de seguimento do paciente encontrou-se as variaveis es-
tagio do tumor, etnia, miR-34b-3p, miR-185-3p, miR-200b-5p, miR-331-5p,
miR-1247-3p, miR-4661-5p e miR-5187-5p.

e Para a arvore de classificacao restaram apenas 4 microRNAs: miR-21-5p, miR-
133a-3p, miR-1287-3p e let-7g-3p. O miR-21-5p também aparece tanto no teste

de Wilcoxon-Mann-Whitney quanto na regressao logistica.
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e A arvore de regressao para a sobrevivéncia pés poda apresentou 5 microRNAs:
miR-887-3p, miR-1271-5p, miR-128-1-5p, miR-493-3p e miR-4999-5p. Na re-

gressao logistica apareceu o miR-493-5p, da familia do miR-493.

Para arvore de sobrevivéncia sem poda apareceu o miR-4661-5p, que também
apareceu no teste de Wilcoxon-Mann-Whitney e analise do tempo de seguimento, o
miR-~378a-3p, apareceu no teste de Wilcoxon-Mann-Whitney, e a familia do miR-20,
que apareceu o miR-20b-5p na arvore de sobrevivéncia sem poda e o miR-20a-3p no
teste de Wilcoxon-Mann-Whitney e na regressao logistica.

Nesse trabalho, foi encontrou-se o miR-21-5p superexpresso no tecido tumo-
ral, da familia dos miR-21. O miR-21 promove a mobilidade e a invasao de tecidos
tumorais, ao se ligar e bloquear genes supressores (Lee & Dutta, 2009).

Takamizawa et al. (2004) mostram a influéncia das familias do let-7 associa-
se na diminui¢ao deste microRNAs com um pior prognéstico. E a introducao dele
indica a potencialidade de supressor tumoral. No trabalho, o let-7g-3p também foi
estatisticamente significativo no processo de discriminagao dos tecidos histologica-
mente normais ou tumorais dos pacientes com o adenocarcinoma pulmonar, conforme
resultado obtido pela construcao da arvore de classificacao.

A analise bioldgica foi feita com a intencao de averiguar se as vias moleculares
que estes microRNAs regulam, estavam ligadas ao surgimento do cancer, pode-se
observar que ha ligagao, ou seja, os microRNAs encontrados neste trabalho possuem
ligacoes e podem ser potenciais biomarcadores para o adenocarcinoma pulmonar.

Baseando-se nos resultados encontrados nas andlises estatisticas e nas
analises bioldgicas, realizadas com o intuito de responder o objetivo principal do
trabalho, sobre os microRNAs relacionados ao cancer pulmonar, pode-se concluir
que os microRNAs encontrados possuem potencial para serem biomarcadores do
adenocarcinoma pulmonar e, apds a investigacao mais profundas destes microRNAs,
estes poderiam ser futuramente utilizados em terapéuticas biolégicas no tratamento

do cancer pulmonar.
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