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Resumo 
 

Introdução: O tumor carcinoide do pulmão pertence ao tipo neuroendócrino das neoplasias 

pulmonares. Devido à sua baixa incidência (~2%), pouco se conhece sobre suas alterações 

moleculares. Os microRNAs (miRNAs) têm importante papel na regulação gênica e têm sido 

associados ao câncer como biomarcadores diagnósticos, prognósticos e preditivos. Objetivos: 

Determinar o perfil global de expressão de miRNAs em tumores carcinoides do pulmão e 

identificar (in silico) vias moleculares envolvendo os miRNAs desregulados e genes-alvo 

preditos. Material e Métodos: Dois fragmentos de um tumor carcinoide típico e sua 

metástase correspondente foram obtidos, o RNA extraído de cada amostra e analisado na 

plataforma TaqMan Low Density Array (TLDA), a qual contém sondas para 384 miRNAs. Os 

dados foram analisados no Expression Suite software. Adicionalmente, 7 tumores (5 

carcinoides típicos e 2 atípicos) foram utilizados para análise de expressão de 2,578 miRNAs 

na plataforma GeneChip™ miRNA 4.0 e os dados analisados utilizando o Transcriptome 

Analysis Console software. A análise estatística dos dados foi realizada para identificação dos 

miRNAs significativamente (p<0,05) alterados. Métodos de análise in silico incluíram a 

identificação de mRNAs-alvo dos miRNAs e vias moleculares de tumorigênese. Resultados e 

Discussão: No tumor carcinoide típico e metástase (TLDA), 15 miRNAs estavam com 

expressão comumente diminuída, os quais regulam genes associados a vias de resposta imune 

adaptativa. Adicionalmente, a comparação dos carcinoides típicos ou atípicos vs. normal 

(GeneChip arrays) resultou na identificação de 9 miRNAs desregulados em tumores típicos e 

21 miRNAs em atípicos (p<0.01 and FDR<0.05). Em tumores típicos, os miRNAs modulam 

genes-alvo envolvidos na regulação do receptor FCƐRI, PDGF e NGF via TRKA. Nos 

tumores atípicos, os miRNAs alterados regulam genes associados à resposta imune inata e 

adaptativa e mecanismos de desenvolvimento e diferenciação neuronal. Conclusões: (1) a 

expressão diminuída de um conjunto específico de 15 miRNAs deve modular mecanismos de 

resposta imune e invasão associados ao desenvolvimento e progressão de um caso raro de 

carcinoide típico metastático; (2) os carcinoides típicos e atípicos apresentam diferentes perfis 

de expressão de miRNAs e vias moleculares de tumorigênese. Esses dados contribuem para o 

melhor entendimento de alterações em miRNAs e vias moleculares associadas aos tumores 

carcinoides de pulmão. 

 

 

Palavras-chave: tumor carcinoide de pulmão, microRNAs, sistema imune, invasão, vias 

neuronais. 
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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 (miRNAs) 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 TaqMan 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 FCƐRI, 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 Introdução  
De acordo com dados do GLOBOCAN (2018), o câncer de pulmão é o mais 

incidente e o maior em número de mortes em todo o mundo. O câncer de pulmão de células 

não pequenas representa a maioria dos casos (~85%), enquanto que o de células pequenas 

representa ~15%. O câncer de pulmão é mais comumente diagnosticado em pacientes com 

idade igual ou maior a 65 anos, sendo que o consumo excessivo de tabaco é um dos principais 

fatores de risco (1). 
 

Os tumores neuroendócrinos compreendem um grupo heterogêneo de neoplasias 

que se originam de células neuroendócrinas, acometendo mais comumente os pulmões, 

intestino liso e reto (2). Os tumores neuroendócrinos pulmonares que ocorrem como células 

individuais ou pequenos clusters, também denominados de corpos neuroepiteliais (3), 

compreendem aproximadamente 25% das neoplasias pulmonares primárias (4). 
 

Os tumores neuroendócrinos pulmonares compreendem quatro subtipos: (a) 

carcinoide típico bem diferenciado de baixo grau (2% das neoplasias pulmonares); (b) 

carcinoide atípico bem diferenciado de grau intermediário (<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 típico e atípico de tumores neuroendócrinos do pulmão são 

o foco da nossa pesquisa. 
 

Ao contrário dos outros tipos de câncer de pulmão, os tumores neuroendócrinos 

são mais comuns em pacientes jovens e não estão na sua maioria associados ao tabagismo (5). 

Mesmo sendo considerados tumores menos frequentes, sua incidência vem aumentando nos 

últimos anos (6). Entretanto, ainda há um baixo reconhecimento desses tumores pelos 

especialistas os quais estão diretamente envolvidos no diagnóstico e tratamento dos pacientes. 

Este é um fator importante a ser considerado, visto que o diagnóstico corretamente aplicado e 

realizado precocemente está associado à implementação de estratégias de tratamento 

adequadas e tem impacto prognóstico (7). 
 

Aproximadamente 2/3 dos tumores carcinoides se desenvolvem nos brônquios 

principais. Dessa forma, os sintomas clínicos mais comuns associados com o 

desenvolvimento desses tumores incluem dor torácica, dispnéia, tosse, a qual pode ou não ser 

acompanhada de sangue e pneumonia obstrutiva (8). 
 

O diagnóstico é feito com base nas características histopatológicas dos tumores, 

contagem do número mitoses, presença ou ausência de necrose e positividade para 
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marcadores de imunohistoquímica específicos para células neuroendócrinas, como 

sinaptofisina e cromogranina A (9,10). 
 

Quanto às características histopatológicas desses tumores, os carcinoides típicos 

são de baixo grau e os atípicos são de grau intermediário. Embora esses tumores possam ser 

diagnosticados em análises citológicas a partir de lavado brônquico ou por meio de biópsia, é 

difícil distinguir histologicamente os tumores típicos dos atípicos. O diagnóstico preciso 

geralmente requer análise histológica de um fragmento tumoral retirado por meio de biópsia 

ou cirurgia. A morfologia dos tumores carcinoides típicos e atípicos é similar com uma 

população uniforme de células tumorais organizadas em nichos organoides com uma 

quantidade moderada de citoplasma com tonalidade eosinofílica. Existe uma variedade de 

padrões histológicos predominantes desses tumores, incluindo células fusiformes, padrão 

oncocítico, glandular, folicular, células claras e melanocítico. Os carcinoides típicos 

apresentam menos de 2 mitoses por 2 mm² e ausência de necrose, enquanto os atípicos 

mostram um número aumentado de mitoses (2-10 mitoses por 2 mm²) e necrose, sendo que a 

presença de um grande número de figuras mitóticas é a característica mais importante para 

distinção dos subtipos típico e atípico (4,9,10). 
 

Entretanto, a classificação e diagnóstico dos tumores carcinoides típicos e atípicos 

ainda são complexas, devido a fatores etiológicos não bem estabelecidos e sintomas 

inespecíficos da doença (7). 
 

Os carcinoides atípicos têm maior probabilidade de recorrência ou aparecimento 

de metástases quando comparados com os tumores típicos, nos quais os pacientes têm melhor 

prognóstico (11,12). Dos tumores carcinoides, 10-30% são atípicos (8). 
 

O estadiamento dos tumores carcinoides pulmonares primários é realizado de 

acordo com a classificação TNM (Tumor, Nódulo, Metástase). A Associação Internacional 

para o Estudo do Câncer de Pulmão (IASLC) aprovou essa classificação em 2009 quando foi 

determinado que o sistema de estadiamento TNM era útil para predizer o prognóstico de 

pacientes com tumores carcinoides (13). A aplicação desse sistema de estadiamento a casos 

registrados no Instituto Nacional do Câncer (Surveillance, Epidemiology and End Results 

Program – banco de dados SEER) determinou que a sobrevida de 5 anos dos pacientes com 

doença de estadiamento I é de 93%, estadiamento II de 74%, estadiamento III de 67-75% e 

estadiamento IV de 57% (13). Vários estudos indicam que a maioria dos pacientes com 

carcinoides típicos apresentam estadiamento I de doença (até 90% dos casos) enquanto os 

pacientes com carcinoides atípicos apresentam doença em estadiamento avançado (8). 
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A sobrevida é significativamente melhor para os pacientes com tumores típicos 

comparado com atípicos. Para pacientes com carcinoides típicos, a sobrevida de 5 e 10 anos é 

estimada em 87% e 86%, respectivamente e para aqueles com carcinoides atípicos, de 56% e 

35%, respectivamente (14). Os fatores preditivos de sobrevida incluem o estadiamento, 

tamanho do tumor, presença de altos índices mitóticos (no subtipo atípico) e idade superior a 

60 anos (11,13). 
 

A cirurgia é a modalidade de tratamento primário e até o momento constitui a 

única opção curativa para pacientes com tumores carcinoides típicos e atípicos. Devido à 

localização central dos tumores, na maioria dos casos, a pneumonectomia ou bilobectomia é 

frequente, entretanto a maioria dos pacientes é submetida à lobectomia (15). Há um consenso 

na literatura que recomenda a dissecção completa de linfonodos no mediastino e, quando 

possível, a ressecção de linfonodos metastáticos (12), sendo associada à diminuição de 

recorrência local e melhoria da sobrevida (16). Entretanto, alguns autores consideram que há 

falta de consenso entre os protocolos de tratamento e manejo adequados de pacientes com 

tumores pulmonares neuroendócrinos, principalmente no contexto de doença não ressecável 

cirurgicamente e ou metastática, devido à falta de evidência clínica (7). 
 

A terapia adjuvante para o tratamento dos tumores carcinoides ainda é 

questionável, principalmente devido à falta de dados. Outro fator importante é que, 

normalmente, eles apresentam resistência tanto à quimio- quanto à radioterapia. Ainda assim, 

a terapia adjuvante é indicada em casos de ressecção incompleta dos tumores ou quando há 

envolvimento de linfonodos do mediastino e das margens teciduais (17). 
 

Alguns estudos têm 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 progressão 

da doença (18). Outro estudo, utilizando linhagens celulares de tumores carcinoides, mostrou 

que a combinação de octreotide, cabergolina e inibidores de mTOR foi capaz de reduzir a 

viabilidade celular e a fosforilação de Akt e ERK (19). 
 

A maioria dos estudos sobre as bases moleculares do câncer de pulmão tem sido 

realizada em carcinomas de células não pequenas e levaram à identificação principalmente de 

mutações em genes condutores da tumorigênese (20). Muitos dos genes identificados levaram 

ao desenvolvimento de terapias mais precisas para os pacientes diagnosticados com o subtipo 

adenocarcinoma pulmonar, tais como os inibidores tirosina-quinase para mutações no receptor 

do fator de crescimento epidérmico (EGFR) (21). 
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Embora as características histopatológicas dos tumores carcinoides estejam bem 

descritas, a literatura é escassa em relação às alterações moleculares (8,22–30). Alguns 

estudos ainda mostram que essas alterações não são as mesmas encontradas em outros tipos 

de câncer de pulmão (26,28,31). Da mesma forma, os dados sobre microRNAs (miRNAs) em 

tumores carcinoides também são escassos (32–38). 
 

A literatura evidencia que é necessária a realização de estudos sobre os 

mecanismos moleculares associados aos tumores carcinoides. Tais estudos devem levar à 

elucidação das vias moleculares implicadas no desenvolvimento e progressão neoplásica. 

Adicionalmente, podem contribuir para a identificação de biomarcadores para melhorar o 

valor diagnóstico, prognóstico ou tratamento dos pacientes. 
 

Os miRNAs têm sido amplamente associados com processos de desenvolvimento 

e progressão de inúmeros tipos de câncer. Os miRNAs são RNAs pequenos, de ~18 a 22 

nucleotídeos de comprimento, não codificam proteínas e são potentes reguladores da 

expressão gênica. O mecanismo de ação dos miRNAs é principalmente pela ligação à 

extremidades 3’ não traduzida (3’ UTR) do RNA mensageiro (mRNA), geralmente levando à 

inibição da tradução ou à degradação do mRNA (39). 
 

Os miRNAs estão envolvidos em muitos processos biológicos importantes, tais 

como o desenvolvimento embrionário, diferenciação, apoptose e proliferação celular (40–42) 

e em mecanismos de oncogênese (43–45). Os miRNAs têm sido indicados como candidatos 

ideais a biomarcadores diagnósticos, prognósticos e como alvos terapêuticos potenciais no 

câncer (46–51). 
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2 Justificativa 
 

O presente estudo faz-se necessário devido à escassez de dados sobre alterações 

genéticas e epigenéticas associadas ao desenvolvimento e progressão de tumores carcinoides 

do pulmão. Considerando que a identificação de vias moleculares condutoras da tumorigênese 
 

é de fundamental importância para determinar terapêuticas mais precisas para pacientes com 

câncer, a realização dessa pesquisa é plenamente justificada. 

 
 
 
 
 
 
 

 

3 Objetivos 
 

 

Objetivo 1. Determinar o perfil global de expressão de miRNAsem tumores carcinoides do 

pulmão; 

 

 

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

moleculares potencialmente condutoras da tumorigênese em tumores carcinoides do pulmão. 

 
 
 
 
 
 

 

O presente trabalho de Dissertação de Mestrado está dividido em dois Capítulos, os quais 

compreendem os artigos científicos: 

 

 

Capítulo 1: microRNA downregulation is associated with pathways of adaptive immune 

response and invasion in a rare metastatic typical lung carcinoid. 

 
 
 

 

Capítulo 2: microRNA expression profiles and prognostic value in typical and atypical lung 

carcinoid tumors 
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