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Resumo

Introducao: O tumor carcinoide do pulmao pertence ao tipo neuroenddcrino das neoplasias
pulmonares. Devido a sua baixa incidéncia (~2%), pouco se conhece sobre suas alteracdes
moleculares. Os microRNAs (miRNAs) tém importante papel na regulacdo génica e tém sido
associados ao cancer como biomarcadores diagndsticos, progndésticos e preditivos. Objetivos:
Determinar o perfil global de expressdo de miRNAs em tumores carcinoides do pulméo e
identificar (in silico) vias moleculares envolvendo os miRNAs desregulados e genes-alvo
preditos. Material e Métodos: Dois fragmentos de um tumor carcinoide tipico e sua
metastase correspondente foram obtidos, o RNA extraido de cada amostra e analisado na
plataforma TagMan Low Density Array (TLDA), a qual contém sondas para 384 miRNAs. Os
dados foram analisados no Expression Suite software. Adicionalmente, 7 tumores (5
carcinoides tipicos e 2 atipicos) foram utilizados para analise de expressdo de 2,578 miRNAs
na plataforma GeneChip™ miRNA 4.0 ¢ os dados analisados utilizando o Transcriptome
Analysis Console software. A analise estatistica dos dados foi realizada para identificacdo dos
miRNAs significativamente (p<0,05) alterados. Métodos de andlise in silico incluiram a
identificacdo de mRNAs-alvo dos miRNAs e vias moleculares de tumorigénese. Resultados e
Discussdo: No tumor carcinoide tipico e metastase (TLDA), 15 miRNAs estavam com
expressao comumente diminuida, os quais regulam genes associados a vias de resposta imune
adaptativa. Adicionalmente, a comparagdo dos carcinoides tipicos ou atipicos vs. normal
(GeneChip arrays) resultou na identificagdo de 9 miRNAs desregulados em tumores tipicos e
21 miRNAs em atipicos (p<0.01 and FDR<0.05). Em tumores tipicos, os miRNAs modulam
genes-alvo envolvidos na regulacdo do receptor FCERI, PDGF e NGF via TRKA. Nos
tumores atipicos, os miRNAs alterados regulam genes associados a resposta imune inata e
adaptativa e mecanismos de desenvolvimento e diferenciacdo neuronal. Conclus@es: (1) a
expressao diminuida de um conjunto especifico de 15 miRNAs deve modular mecanismos de
resposta imune e invasdo associados ao desenvolvimento e progressao de um caso raro de
carcinoide tipico metastatico; (2) os carcinoides tipicos e atipicos apresentam diferentes perfis
de expressdo de miRNAs e vias moleculares de tumorigénese. Esses dados contribuem para o
melhor entendimento de alteragdes em miRNAS e vias moleculares associadas aos tumores

carcinoides de pulméo.

Palavras-chave: tumor carcinoide de pulmdo, microRNAs, sistema imune, invasdo, vias
neuronais.



Abstract

Introduction: Lung carcinoid tumors are a type of neuroendocrine lung neoplasia. Due to its
low incidence (~2%), little is known about the molecular alterations associated with these
tumors. microRNAs (miRNASs) have an important role in gene regulation and have been
associated with cancer as diagnostic, prognostic and predictive biomarkers. Objectives: To
determine the global expression miRNA profiles of lung carcinoid tumors and to identify (in
silico) molecular pathways including deregulated miRNAs and predicted target-genes.
Material and Methods: Two fragments of a typical carcinoid tumor and its corresponding
metastasis were obtained, the RNA extracted and analyzed using the TagMan Low Density
Array (TLDA) platform containing 384 miRNAs. Data were analyzed using Expression Suite
software. Additionally, 7 tumors (5 typical and 2 atypical carcinoids) were used for
expression analysis of 2,578 miRNAs in the GeneChip™ miRNA 4.0 platform and data were
analyzed using the Transcriptome Analysis Console software. Statistical analysis was
performed to identify the significantly (p<0,05) deregulated miRNAs. In silico analyses
methods included the identification of miRNA target genes (and enriched pathways. Results
and Discussion: In the typical carcinoid tumor and metastasis (TLDA data), 15 miRNAs
were commonly down-regulated and these modulate genes associated with the adaptive
immune system pathway. Additionally, the comparison of typical carcinoids or atypical vs.
normal (GeneChip arrays) showed 9 deregulated miRNAs in typical tumors and 21 miRNAs
in atypical (p<0.01 and FDR<0.05).In typical tumors, identified miRNAs modulate the
expression of target genes involved in the regulation of receptor FCERI, PDGF e NGF via
TRKA. In the atypical tumors, altered miRNAs regulate genes with roles in adaptive and
immune response and neuronal development and differentiation. Conclusions: (1) the 15
down-regulated miRNA subset may modulate mechanisms of immune response and invasion,
associated with the development and progression in a rare case of metastatic carcinoid typical
tumor; (2) typical and atypical lung carcinoids have different miRNA expression profiles and
tumorigenesis pathways. These data contribute to our better understanding of miRNA

alterations and pathways associated to lung carcinoid tumors.

Key-words: lung carcinoid tumor, microRNAs, immune system, invasion, neuronal
pathways.
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1 Introducéo
De acordo com dados do GLOBOCAN (2018), o cancer de pulmdo é o mais

incidente e 0 maior em numero de mortes em todo o mundo. O cancer de pulmao de células
ndo pequenas representa a maioria dos casos (~85%), enquanto que o de células pequenas
representa ~15%. O céncer de pulmdo é mais comumente diagnosticado em pacientes com
idade igual ou maior a 65 anos, sendo que 0 consumo excessivo de tabaco € um dos principais
fatores de risco (1).

Os tumores neuroenddcrinos compreendem um grupo heterogéneo de neoplasias
que se originam de células neuroendocrinas, acometendo mais comumente os pulmdes,
intestino liso e reto (2). Os tumores neuroenddcrinos pulmonares que ocorrem como células
individuais ou pequenos clusters, também denominados de corpos neuroepiteliais (3),
compreendem aproximadamente 25% das neoplasias pulmonares primérias (4).

Os tumores neuroenddcrinos pulmonares compreendem quatro subtipos: (a)
carcinoide tipico bem diferenciado de baixo grau (2% das neoplasias pulmonares); (b)
carcinoide atipico bem diferenciado de grau intermediario (<1%), (c) carcinoma de grandes
células pobremente diferenciado de alto grau (3%) e (d) carcinoma de células pequenas
pobremente diferenciado de alto grau (20%) (4,5).

Os subtipos carcinoide tipico e atipico de tumores neuroendécrinos do pulméo séo
o0 foco da nossa pesquisa.

Ao contrario dos outros tipos de cancer de pulmdo, os tumores neuroenddcrinos
s80 mais comuns em pacientes jovens e ndo estdo na sua maioria associados ao tabagismo (5).
Mesmo sendo considerados tumores menos frequentes, sua incidéncia vem aumentando nos
Gltimos anos (6). Entretanto, ainda hd um baixo reconhecimento desses tumores pelos
especialistas 0s quais estdo diretamente envolvidos no diagndstico e tratamento dos pacientes.
Este é um fator importante a ser considerado, visto que o diagnostico corretamente aplicado e
realizado precocemente estd associado a implementacdo de estratégias de tratamento
adequadas e tem impacto prognostico (7).

Aproximadamente 2/3 dos tumores carcinoides se desenvolvem nos brénquios
principais. Dessa forma, os sintomas clinicos mais comuns associados com 0
desenvolvimento desses tumores incluem dor toracica, dispneia, tosse, a qual pode ou ndo ser
acompanhada de sangue e pneumonia obstrutiva (8).

O diagndstico é feito com base nas caracteristicas histopatoldgicas dos tumores,

contagem do nimero mitoses, presenca ou auséncia de necrose e positividade para
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marcadores de imunohistoquimica especificos para células neuroenddcrinas, como
sinaptofisina e cromogranina A (9,10).

Quanto as caracteristicas histopatologicas desses tumores, 0s carcinoides tipicos
sdo de baixo grau e os atipicos sdo de grau intermediario. Embora esses tumores possam ser
diagnosticados em analises citoldgicas a partir de lavado bronquico ou por meio de bidpsia, €
dificil distinguir histologicamente os tumores tipicos dos atipicos. O diagndstico preciso
geralmente requer analise histoldgica de um fragmento tumoral retirado por meio de bidpsia
ou cirurgia. A morfologia dos tumores carcinoides tipicos e atipicos é similar com uma
populacdo uniforme de células tumorais organizadas em nichos organoides com uma
quantidade moderada de citoplasma com tonalidade eosinofilica. Existe uma variedade de
padrdes histolégicos predominantes desses tumores, incluindo células fusiformes, padrédo
oncocitico, glandular, folicular, células claras e melanocitico. Os carcinoides tipicos
apresentam menos de 2 mitoses por 2 mm?2 e auséncia de necrose, enquanto os atipicos
mostram um ndmero aumentado de mitoses (2-10 mitoses por 2 mm?) e necrose, sendo que a
presenca de um grande numero de figuras mitdticas é a caracteristica mais importante para
distincdo dos subtipos tipico e atipico (4,9,10).

Entretanto, a classificacdo e diagnostico dos tumores carcinoides tipicos e atipicos
ainda sdo complexas, devido a fatores etioldgicos ndo bem estabelecidos e sintomas
inespecificos da doenca (7).

Os carcinoides atipicos tém maior probabilidade de recorréncia ou aparecimento
de metastases quando comparados com 0s tumores tipicos, nos quais os pacientes tém melhor
prognostico (11,12). Dos tumores carcinoides, 10-30% s&o atipicos (8).

O estadiamento dos tumores carcinoides pulmonares primarios é realizado de
acordo com a classificagio TNM (Tumor, Nédulo, Metéstase). A Associacdo Internacional
para 0 Estudo do Cancer de Pulméo (IASLC) aprovou essa classificacdo em 2009 quando foi
determinado que o sistema de estadiamento TNM era Util para predizer o prognostico de
pacientes com tumores carcinoides (13). A aplicacdo desse sistema de estadiamento a casos
registrados no Instituto Nacional do Cancer (Surveillance, Epidemiology and End Results
Program — banco de dados SEER) determinou que a sobrevida de 5 anos dos pacientes com
doenca de estadiamento | é de 93%, estadiamento Il de 74%, estadiamento Il de 67-75% e
estadiamento 1V de 57% (13). Varios estudos indicam que a maioria dos pacientes com
carcinoides tipicos apresentam estadiamento | de doenca (até 90% dos casos) enquanto 0s

pacientes com carcinoides atipicos apresentam doenca em estadiamento avancgado (8).
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A sobrevida é significativamente melhor para os pacientes com tumores tipicos
comparado com atipicos. Para pacientes com carcinoides tipicos, a sobrevida de 5 e 10 anos ¢
estimada em 87% e 86%, respectivamente e para aqueles com carcinoides atipicos, de 56% e
35%, respectivamente (14). Os fatores preditivos de sobrevida incluem o estadiamento,
tamanho do tumor, presenca de altos indices mitéticos (no subtipo atipico) e idade superior a
60 anos (11,13).

A cirurgia é a modalidade de tratamento priméario e até o0 momento constitui a
Unica opg¢do curativa para pacientes com tumores carcinoides tipicos e atipicos. Devido a
localizagdo central dos tumores, na maioria dos casos, a pneumonectomia ou bilobectomia é
frequente, entretanto a maioria dos pacientes € submetida a lobectomia (15). Ha um consenso
na literatura que recomenda a disseccdo completa de linfonodos no mediastino e, quando
possivel, a resseccdo de linfonodos metastaticos (12), sendo associada a diminuicdo de
recorréncia local e melhoria da sobrevida (16). Entretanto, alguns autores consideram que ha
falta de consenso entre os protocolos de tratamento e manejo adequados de pacientes com
tumores pulmonares neuroenddcrinos, principalmente no contexto de doenca nao ressecavel
cirurgicamente e ou metastatica, devido a falta de evidéncia clinica (7).

A terapia adjuvante para o tratamento dos tumores carcinoides ainda é
questionavel, principalmente devido a falta de dados. Outro fator importante é que,
normalmente, eles apresentam resisténcia tanto a quimio- quanto a radioterapia. Ainda assim,
a terapia adjuvante € indicada em casos de resseccdo incompleta dos tumores ou quando ha
envolvimento de linfonodos do mediastino e das margens teciduais (17).

Alguns estudos tém sido realizados com o objetivo de encontrar novas terapias.
Yao et al mostraram que a terapia com everolimus foi capaz de reduzir o risco de progressao
da doenca (18). Outro estudo, utilizando linhagens celulares de tumores carcinoides, mostrou
que a combinacdo de octreotide, cabergolina e inibidores de mTOR foi capaz de reduzir a
viabilidade celular e a fosforilagdo de Akt e ERK (19).

A maioria dos estudos sobre as bases moleculares do cancer de pulméo tem sido
realizada em carcinomas de células ndo pequenas e levaram a identificacdo principalmente de
mutacdes em genes condutores da tumorigénese (20). Muitos dos genes identificados levaram
ao desenvolvimento de terapias mais precisas para 0s pacientes diagnosticados com o subtipo
adenocarcinoma pulmonar, tais como os inibidores tirosina-quinase para mutagdes no receptor

do fator de crescimento epidérmico (EGFR) (21).
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Embora as caracteristicas histopatologicas dos tumores carcinoides estejam bem
descritas, a literatura € escassa em relacdo as alteracdes moleculares (8,22-30). Alguns
estudos ainda mostram que essas alteragdes ndo sdo as mesmas encontradas em outros tipos
de cancer de pulmaéo (26,28,31). Da mesma forma, os dados sobre microRNAs (miRNAS) em
tumores carcinoides também sdo escassos (32—38).

A literatura evidencia que € necessaria a realizacdo de estudos sobre os
mecanismos moleculares associados aos tumores carcinoides. Tais estudos devem levar a
elucidacdo das vias moleculares implicadas no desenvolvimento e progressdo neoplésica.
Adicionalmente, podem contribuir para a identificacdo de biomarcadores para melhorar o
valor diagndstico, progndstico ou tratamento dos pacientes.

Os miRNAs tém sido amplamente associados com processos de desenvolvimento
e progressdo de inumeros tipos de cancer. Os miRNAs sdo RNAs pequenos, de ~18 a 22
nucleotideos de comprimento, ndo codificam proteinas e sdo potentes reguladores da
expressdo génica. O mecanismo de acdo dos miRNAs é principalmente pela ligacdo a
extremidades 3’ ndo traduzida (3° UTR) do RNA mensageiro (mRNA), geralmente levando a
inibicdo da traducdo ou a degradacdo do mRNA (39).

Os miRNAs estdo envolvidos em muitos processos bioldgicos importantes, tais
como o desenvolvimento embrionario, diferenciagéo, apoptose e proliferacéo celular (40-42)
e em mecanismos de oncogénese (43-45). Os miRNAs tém sido indicados como candidatos
ideais a biomarcadores diagnésticos, prognésticos e como alvos terapéuticos potenciais no
cancer (46-51).
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2 Justificativa
O presente estudo faz-se necessario devido a escassez de dados sobre alteracfes
geneéticas e epigenéticas associadas ao desenvolvimento e progressdo de tumores carcinoides

do pulméo. Considerando que a identificagdo de vias moleculares condutoras da tumorigénese

é de fundamental importancia para determinar terapéuticas mais precisas para pacientes com
cancer, a realizagdo dessa pesquisa é plenamente justificada.

3 Objetivos

Objetivo 1. Determinar o perfil global de expressdo de miRNAsem tumores carcinoides do
pulmao;

Objetivo 2. Identificar (in silico) os mMRNAs-alvo regulados pelos miRNAs e vias

moleculares potencialmente condutoras da tumorigénese em tumores carcinoides do pulmao.

O presente trabalho de Dissertagdo de Mestrado esta dividido em dois Capitulos, os quais

compreendem os artigos cientificos:

Capitulo 1: microRNA downregulation is associated with pathways of adaptive immune
response and invasion in a rare metastatic typical lung carcinoid.

Capitulo 2: microRNA expression profiles and prognostic value in typical and atypical lung
carcinoid tumors
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