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RESUMO

O Cancer de pulmdo é uma doenca silenciosa e invasiva, com
elevada taxa de mortalidade. Malignidade que esta associada a exposicéo ao
tabaco e derivados, assim sendo, individuos tabagistas tém maior risco em
desenvolver a doenca quando comparados a ndo fumantes. Devido a
auséncia de sintomas iniciais o diagndstico ocorre geralmente em fases
tardias, limitando a abordagem terapéutica e diminuindo as taxas de
sobrevida dos pacientes. Neste sentido, torna-se imprescindivel a busca por
novas ferramentas diagndsticas que possam auxiliar na deteccdo do cancer
de pulmdo de células ndo pequenas (CPCNP), monitorar a evolucdo da
doenga, bem como rastrear individuos em risco. Os microRNAS (miRNAS)
sdo pequenas sequéncias de RNA que regulam a expressdo de genes, com
elevada estabilidade em fluidos bioldgicos tais como soro, plasma, urina,
entre outros. Diversos estudos j& demonstraram que a expressdo de miRNAs
ocorre de forma distinta entre individuos saudaveis e doentes, ou seja,
podem diferenciar pacientes com CPCNP de individuos livres da neoplasia.
Neste contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar a expressdo de miRNAs
em amostras de soro de pacientes com CPCNP em relagdo aos individuos
controles (fumantes e ndao fumantes) e selecionar alguns miRNAs como
possiveis biomarcadores diagndsticos para esta neoplasia. Sendo assim, 0
RNA total das amostras foi extraido e por meio da técnica de microarranjo
0os miRNAs diferencialmente expressos foram identificados. Nesta etapa,
foram avaliadas 21 amostras de pacientes com CPCNP e 13 de individuos
saudaveis ndo fumantes. Entre os miRNAs alterados nas comparacfes
realizadas (Pacientes com CPCNP fumantes x individuos saudaveis ndo
fumantes; Adenocarcinoma x Carcinoma escamoso; Adenocarcinoma
estadio inicial x Adenocarcinoma estadio avancgado; Pacientes com CPCNP
fumantes x individuos saudaveis ndo fumantes) o0s seguintes foram
selecionados para a etapa de validagdo pela técnica de transcricdo reversa —
reacdo em cadeia da polimerase quantitativa (RT-qPCR): hsa-miR-16-5p,
hsa-miR-20a-5p, hsa-miR-21-5p, hsa-miR-24-3p, hsa-miR-572, hsa-miR-
6867-5p, hsa-miR-5006-5p e 0 hsa-miR-6807-5p. A etapa de validacdo foi
composta por 3 grupos amostrais, pacientes com CPCNP (n = 36),
individuos saudaveis ndo fumantes (n = 15) e individuos saudaveis
fumantes (n = 15). Os resultados mostraram que 0s niveis séricos dos
miRNAs hsa-miR-21-5p (P < 0,0001), hsa-miR-572(P = 0,0004), hsa-miR-
5006-5p (P = 0,0006), hsa-miR-6807-5p (P = 0,0002) e 0 hsa-miR-6867-5p
(P = 0,0005) estavam significativamente elevados nos pacientes com
CPCNP em relacéo aos individuos saudaveis nao fumantes. Na comparacao
entre os pacientes com CPCNP em relagdo aos individuos fumantes, os
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niveis de expressdo dos seguintes mMiRNAs estavam significativamente
elevados, hsa-miR-20a-5p (P = 0,0277), hsa-miR-21-5p (P < 0,0001), hsa-
miR-24-3p (P = 0,0062), hsa-miR-5006-5p (P = 0,0343), hsa-miR-6807-5p
(P < 0,0001) e hsa-miR-6867-5p (P < 0,0001). Além disso, por meio da
andlise da curva ROC a maioria dos miRNAs alterados mostraram boa
sensibilidade e especificidade quanto ao poder diagndstico para o CPCNP.
Na comparagéo entre pacientes com CPCNP e individuos saudaveis ndo
fumantes a AUC para 0os miRNAs hsa-miR-21-5p, hsa-miR-572, hsa-miR-
5006-5p, hsa-miR-6807-5p e o0 hsa-miR-6867-5p foram, respectivamente,
0,887 (sensibilidade: 75%; especificidade: 69%; P < 0,001), 0,843
(sensibilidade: 88%; especificidade: 66%; P < 0,001), 0,811 (sensibilidade:
80%; especificidade: 80%; P < 0,001), 0,385 (sensibilidade: 92%;
especificidade: 66%; P < 0,001) e 0,854 (sensibilidade: 80%;
especificidade: 72%; P < 0,001). Na comparagdo entre pacientes com
CPCNP e individuos saudaveis fumantes a AUC para os miRNAs hsa-miR-
20a-5p, hsa-miR-21-5p, hsa-miR-24-3p, hsa-miR-5006-5p, hsa-miR-6807-
5p e hsa-miR-6867-5p foram, respectivamente, 0,699 (sensibilidade: 65%;
especificidade: 86%; P = 0,026), 0,851 (sensibilidade: 83%; especificidade:
80%; P < 0,001), 0,749 (sensibilidade: 75%; especificidade: 66%; P =
0,006), 0,691 (sensibilidade: 74%; especificidade: 66%; P = 0,033), 0,957
(sensibilidade: 86%; especificidade: 66%; P < 0,001) e 0,954 (sensibilidade:
94%; especificidade: 91%; P < 0,001). A andlise de bioinforméatica mostrou
que a elevada expressdo do hsa-miR-5006-5p pode contribuir com a baixa
expressao do gene FOXO3 (Forkhead box O3), tornando-se um
biomarcador relacionado ao desenvolvimento do céncer de pulmdo. A
desregulacdo do hsa-miR-6807-5p pode ser uma indicacdo da expresséo
alterada de alguns fatores de transcricdo da familia ZNF (Zinc finger
family), que, por sua vez, pode aumentar a progressdo e o desenvolvimento
do céncer. Sendo assim, os resultados apresentados neste trabalho sugerem
que os sete miRNAs podem ser promissores candidatos a biomarcadores e
serem Uteis como uma nova estratégia pra auxiliar no diagndstico do
CPCNP, monitorar a progressao da doenca e rastrear individuos em risco.

Palavras chave: miRNA, biomarcador, soro, diagnoéstico, CPCNP,
exposicao ao tabaco.



ABSTRACT

Lung cancer is a silent and invasive disease, with a high mortality rate. This
malignancy is associated with tobacco exposure and its derivatives,
therefore, smokers have a higher risk of developing the disease when
compared to nonsmokers. Due to the absence of initial symptoms, the
diagnosis usually occurs in later stages, limiting the therapeutic approach
and decreasing the patients' survival rates. Therefore, it is imperative to
search for new diagnostic tools that can help the detection of hon-small cell
lung cancer (NSCLC), monitor disease progression, and track individuals at
risk. MicroRNAs (miRNAs) are small RNA sequences that regulate gene
expression, with high stability in biological fluids such as serum, plasma,
urine, among others. Several studies have demonstrated that the expression
of miRNAs occurs differently between healthy and sick individuals, i.e.,
they can differentiate patients with NSCLC from free neoplasm individuals.
The aim of this study was to evaluate the miRNAs expression in serum
samples of patients with NSCLC in relation to control individuals (smokers
and nonsmokers) and to select the miRNAs as possible diagnostic
biomarkers for the disease. Thus, total RNA of serum samples was
extracted and by microarray technique, the differentially expressed miRNAs
were identified. Samples from 21 patients with NSCLC and 13 healthy non-
smokers were evaluated in this step. Among altered miRNAs in the
performed comparisons (NSCLC patients vs healthy non-smokers
individuals;  Adenocarcinoma  vs  Squamous cell  carcinoma;
Adenocarcinoma initial stage vs Adenocarcinoma advanced stage; smoker
NSCLC patients vs healthy non-smokers individuals) the following
miRNAs were selected for the validation set by the reverse transcription -
guantitative polymerase chain reaction (RT-gPCR): hsa-miR-16-5p, hsa-
miR-20a-5p, hsa-miR-21-5p, hsa-miR-24-3p, hsa-miR-572, hsa-miR-6867-
5p, hsa-miR-5006-5p e 0 hsa-miR-6807-5p. The validation set was
composed of three serum sample groups, 36 NSCLC cases, 15 healthy non-
smokers, and 15 healthy smokers.The results showed that serum levels of
miRNAs hsa-miR-21-5p (P < 0,0001), hsa-miR-572(P = 0.0004), hsa-miR-
5006-5p (P = 0.0006), hsa-miR-6807-5p (P = 0.0002) e 0 hsa-miR-6867-5p
(P = 0.0005) were significantly high in NSCLC patients in relation to
healthy non-smokers individuals. In the comparison between NSCLC
patients and healthy smokers individuals, the expression levels of the
following miRNAs were significantly high hsa-miR-20a-5p (P = 0.0277),
hsa-miR-21-5p (P < 0.0001), hsa-miR-24-3p (P = 0.0062), hsa-miR-5006-
5p (P = 0.0343), hsa-miR-6807-5p (P < 0.0001), and hsa-miR-6867-5p (P <
0.0001). Besides that, by ROC curve analysis, the most of altered miRNAs
showed a great sensitivity and specificity in relation to NSCLC diagnostic.
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In the comparison between NSCLC patients and healthy non-smokers
individuals the AUC for miRNAS hsa-miR-21-5p, hsa-miR-572, hsa-miR-
5006-5p, hsa-miR-6807-5p e 0 hsa-miR-6867-5p were, respectively, 0.887
(sensibility: 75%; specificity: 69%; P < 0.001), 0.843 (sensibility: 88%;
specificity: 66%; P < 0.001), 0.811 (sensibility: 80%; specificity: 80%; P <
0.001), 0.835 (sensibility: 92%; specificity: 66%; P < 0.001), and 0.854
(sensibility: 80%; specificity: 72%; P < 0.001). In the comparison between
NSCLC patients and healthy smokers individuals the AUC for the miRNAs
hsa-miR-20a-5p, hsa-miR-21-5p, hsa-miR-24-3p, hsa-miR-5006-5p, hsa-
miR-6807-5p, and hsa-miR-6867-5p were, respectively, 0.699 (sensibility:
65%; specificity: 86%; P = 0.026), 0.851 (sensibility: 83%; specificity:
80%; P < 0.001), 0.749 (sensibility: 75%; specificity: 66%; P = 0.006),
0.691 (sensibility: 74%; specificity: 66%; P = 0.033), 0.957 (sensibilility:
86%; especificity: 66%; P < 0.001), and 0.954 (sensibilility: 94%;
especificity: 91%; P < 0.001). The bioinformatic analysis showed that the
high expression level of hsa-miR-5006-5p may contribute for the down-
regulation of FOXO3 gene, becoming an early biomarker of cancer
development. The deregulation of hsa-miR-6807-5p may be an indication of
altered expression of some transcription factors like ZNF family, which in
turn may increase the progression and development of cancer. Thus, the
results presented in this study suggest that these seven altered miRNAs
might be promising biomarkers for auxiliary diagnosis of NSCLC, monitor
disease progression, and track individuals at risk.

Keywords: miRNA, biomarker, serum, diagnosis, CPCNP, tobacco
exposition.
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1. INTRODUGAO GERAL

O céancer de pulméo foi considerado uma doenga rara até o inicio
do século XX. Atualmente é uma das mais frequentes neoplasias
malignas na populacdo mundial, tornando-se a segunda causa mais
importante de morte por cancer no mundo (SIEGEL et al., 2018). O
cancer de pulmdo é altamente letal e estd associado a exposicdo de
varios agentes externos como o tabaco e seus derivados. Portanto,
individuos tabagistas tém um risco maior de desenvolver a doenca
guando comparados a ndo fumantes. O cancer de pulméo de células ndo
pequenas (CPCNP) é o tipo histoldgico mais frequente, representa
aproximadamente 85% dos casos, e compreende trés subtipos
histologicos principais, o adenocarcinoma, 0 carcinoma escamoso e 0
carcinoma de grandes células, distribuidos tanto em homens quanto em
mulheres (INCA, 2018b; WHO, 2018).

Devido a auséncia de sintomas clinicos e programas efetivos de
rastreamento, a maioria dos casos € diagnosticada em fases avancadas
da doenca, quando a localizagdo do tumor ndo estd restrita ao sitio
inicial, tendo metastatizado para outros 6rgdos, limitando a conduta
terapéutica (GRIDELLI et al.,, 2015). Além disso, levando em
consideracdo a baixa sobrevida e a alta taxa de mortalidade dos
pacientes com cancer de pulméo (WHO, 2018) torna-se imprescindivel a
busca por novos métodos diagnosticos que possam auxiliar na
descoberta da doenca em fases iniciais objetivando 0 sucesso
terapéutico. Por estas razdes, o0 desenvolvimento de ferramentas
diagndsticas minimamente invasivas, répidas e confidveis sdo
clinicamente importantes para auxiliar na deteccdo desta neoplasia.

Os microRNAs (miRNAs) sdo pequenas sequéncias de RNA
(~22 nucleotideos) reguladores da expressdo génica pos-transcricional
que vém sendo amplamente estudados como biomarcadores promissores
para auxiliar no diagndstico e monitoramento do cancer, inclusive o de
pulméo. Devido a atuacdo destes pequenos RNAs na regulacdo de
grande parte dos genes codificadores de proteinas, participam também
da regulacdo de varios processos biol6gicos celulares, como
desenvolvimento de tecidos, func¢fes do sistema imune, diferenciacao,
proliferacdo e morte celular (BARTEL, 2009). Uma vez desregulados,
estdo frequentemente associados com a patogénese das doencgas
humanas como o cancer (LAGOS-QUINTANA et al, 2001;
YANAIHARA et al., 2006).
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Diversos estudos ja demonstraram que a expressdo de miRNAs
em fluidos bioldgicos ocorre de forma diferente em condi¢fes normais e
patogénicas, ou seja, podem diferenciar pacientes acometidos pelo
CPCNP de individuos sem a neoplasia (LE et al., 2012; ZHANG et al.,
2016). Nesse sentido, os miRNAs circulantes sdo extremamente
promissores e podem ser (teis como uma potente ferramenta diagndstica
e prognostica para 0 CPCNP, uma vez que sdo detectados por meio de
técnicas minimamente invasivas.

O presente estudo buscou avaliar a expressdo de miRNAs em
amostras de soro de pacientes com CPCNP em relaco & individuos sem
a doenca, fumantes e ndo fumantes. Por meio deste trabalho espera-se
gue os miRNAs alterados possam contribuir para o futuro diagndstico e
prognostico dos pacientes acometidos pelo CPCNP, bem como, serem
Uteis em programas de rastreamento para individuos que fazem parte dos
grupos de risco.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1  Cancer de pulmao

O céancer caracteriza-se pelo crescimento de células anormais que
dividem-se de forma acelerada, podem invadir o tecido circundante e
atingir locais distantes do d6rgéo afetado (INCA, 2018a; WHO, 2018).
Entre todos os tipos de cancer, o de pulméo caracteriza-se por ser uma
doenca silenciosa, altamente invasiva e na maioria dos casos 0
diagnostico ocorre em fases tardias, limitando a abordagem terapéutica e
diminuindo as taxas de sobrevida dos pacientes (GRIDELLI et al.,
2015).

O pulmdo é um o6rgdo complexo, composto por Vvarios tipos
celulares com fungBes distintas que suportam a troca gasosa. Com
membranas alveolares extremamente finas, a passagem de oxigénio e
dioxido de carbono entre o sangue e o ambiente ocorre frente a
exposicdo a gases toxicos e contaminantes com particulas finas, bem
como os agentes infecciosos. As grandes particulas inaladas séao
eliminadas pela acdo ciliar nas vias aéreas superiores, enquanto que 0s
agentes infecciosos sdo eliminados por células do sistema imune. Além
disso, esta populacdo de células variadas podem sofrer alteracBes que
modificam o equilibrio de divisdo e apoptose, podendo ocasionar o
cancer de pulmdo (WEIBEL, 2009). Neste sentido, o acimulo de
alteragdes que levam a esta neoplasia surge frequentemente da
exposicdo prolongada a varios fatores externos e ambientais como o
tabaco. Uma série de modificacbes morfolégicas ocorre no epitélio
brénquico progredindo de hiperplasia de células basais para metaplasia,
displasia grave ao carcinoma in situ e finalmente o cancer de pulméo
(KERR, K., 2001).

2.1.1 Epidemiologia e fatores de risco

O cancer ¢ uma das principais causas de morte em todo
mundo, responsavel por 8.8 milhdes de 6bitos no ano de 2015, e para o
ano de 2018 é estimado 9,6 milhdes de 6bitos. O cancer de pulmao esta
relacionado com elevadas taxas de mortalidade conforme demonstrado
na ultima estatistica mundial, em que 1,69 milhdes de casos foram
relacionados com 6bito no ano de 2015 (WHO, 2018).
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Para o Brasil, no ano de 2018 foram estimados 31.270 novos
casos, sendo 18.740 entre homens e 12.530 entre mulheres. E para o
estado de Santa Catarina foi estimado o aparecimento de 1.730 novos
casos. Como pode ser observado na Tabela 1, o cancer de pulméo esta
entre os 10 tipos de cancer mais incidentes, tanto para homens, quanto
para mulheres, conforme estimado pelo Instituto Nacional do Cancer
(INCA) para 0 ano de 2018 (INCA, 2018d).

Tabela 1 — Distribuicdo proporcional dos dez tipos de céncer mais
incidentes estimados para 2018, por sexo (exceto pele ndo melanoma).

Homens Mulheres

Localizacéo Casos %  Localizagdo Casos %

priméria primaria

Prostata 68.220 31,7 Mama 59.700 295

Traqueia, Bronquio, 18.740 8,7 Colon e Reto 18.980 9,4

Pulmao

Célon e Reto 17.380 8,1 Colo do utero 16.370 8,1

Estdmago 13.540 6,3 Traqueia, Bronquio, 12.530 6,2
Pulméo

Cavidade Oral 11.200 5,2 Glandula Tireoide 8.040 4,0

Esofago 8.240 3,8 Estdmago 7.750 38

Bexiga 6.690 3,1 Corpo do Utero 6.600 3,3

Laringe 6.390 3,0 Ovirio 6.150 3,0

Leucemias 5.940 2,8 Sistema Nervoso 4.860 2,7
Central

Sistema Nervoso 5.810 2,7 Leucemias 4.860 2,4

Central

Fonte: INCA (2018d).

O cancer de pulmdo é caracterizado por ser uma doenca
relacionada a senescéncia, com o continuo encurtamento dos telémeros
durante ciclos repetidos de replicacdo celular e maiores chances de
danos no DNA levando em consideragdo o fator “tempo”(GROOT e
MUNDEN, 2012). Embora o cancer de pulméo possa manifestar-se em
individuos com idade abaixo dos 50 anos, continua sendo incomum o
aparecimento da doenga neste grupo etario (DELA CRUZ et al., 2011).
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A incidéncia de cancer de pulmdo bem como a mortalidade
relacionada estdo muito proximas, devido a baixa sobrevida dos
pacientes. Apesar dos avangos tecnoldgicos quanto ao diagnostico e ao
tratamento é importante salientar que a taxa de sobrevida média em
cinco anos para o sexo masculino é de 15% e para o feminino é de 21%.
Somente 16% dos casos de cancer de pulmado sdo diagnosticados em
estagios em que o tumor ainda esta localizado (sem metastases), nestes a
taxa de sobrevida é de 55% (ACS, 2018).

Segundo dados da Organizacdo Mundial da Saide (OMS), entre
30% e 50% das mortes por cancer poderiam ser evitadas, por meio da
identificacdo dos fatores de risco e dessa maneira desenvolver fatores de
prevencdo (WHO, 2018). Entre os principais fatores de risco para o
cancer de pulmdo sdo destacados os fatores genéticos, a exposi¢do
ocupacional a agentes quimicos (ashesto, urénio, arsénico, cromo,
cadmio) e o tabaco e seus derivados que estdo associados a 90% dos
casos diagnosticados (TRAVIS et al., 2004; FISS, 2016).

O tabaco tornou-se amplamente disponivel na forma de cigarros
na metade do século XI1X e o consumo nos Estados Unidos manteve-se
modesto até o inicio da primeira Guerra Mundial. Foi estimado por
Wynder e Grahan (1950) que um adulto consumia em média 100
cigarros por ano em 1900, época em que o tabaco ja era evidenciado
como um possivel agente etiologico para o cancer de pulméo. Cinquenta
anos depois, 0 consumo subiu para 3.500 cigarros ano/pessoa e atingiu o
pico méximo de consumo na década de 60 com aproximadamente 4.400
cigarros ano/pessoa, e desde a década de 80 até o ano 2000 houve um
grande declinio no consumo per capita (WARNER e MENDEZ, 2010).
Com relacdo a realidade brasileira, foi demonstrado que a prevaléncia de
individuos fumantes reduziu de 15,7% no ano de 2006 para 10,1% no ano
de 2017 (INCA, 2018e). O Brasil estad em oitavo lugar no ranking mundial
guanto ao nimero de fumantes, no entanto, estd em primeiro lugar quando
se trata da reducdo do nimero de pessoas que consomem tabaco (GBD,
2017). E importante salientar que o risco de cancer de pulméo aumenta
de forma proporcional conforme o nimero de cigarros fumados por dia,
0 tempo de duracdo do habito de fumar, grau de inalacdo, tabagismo
precoce e 0 conteldo de nicotina, enquanto que, ao cessar 0 habito de
fumar o risco diminui proporcionalmente (HOWLADER N et al., 2014;
FISS, 2016). Mong e colaboradores (2011) enfatizam que o risco de
cancer de pulmdo em ex-fumantes que ha 15 anos cessaram 0 uso de
tabaco reduz para 50%.
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Além do risco para individuos fumantes, o tabagismo passivo tem
gerado grande preocupacdo por ter sido relacionado com
aproximadamente 30% dos casos de cancer de pulmdo em individuos
que ndo possuem o hébito de fumar. E importante enfatizar que
fumantes secundarios sdo inalantes passivos das particulas geradas pelo
tabaco que por sinal penetram facilmente na arvore brénquica, fator que
aumenta o risco de cancer de pulmao (STELIGA e DRESLER, 2011;
FISS, 2016). Outro dado alarmante foi elucidado pelo estudo de
Greemberg e colaboradores (1984) no qual foi observada a presenca de
nicotina e seu maior metabolito, a cotinina na urina e saliva de criancas
em que as babas eram fumantes. As concentragdes dessas substancias
foram significativamente maiores quando comparadas ao grupo que nao
estava exposto.

Conforme mencionado, o tabaco é o principal fator de risco para
0 cancer de pulmdo e esta associado ao aumento da exposicdo sistémica
a agentes carcinogénicos, radicais livres, acimulo de mutacdes, estresse
oxidativo sistémico e inflamag&o. A fumaca liberada pelo tabaco contém
mais de 7.000 componentes ja identificados, sendo que mais de 70 séo
agentes carcinogénicos. Estas substancias promovem dano ao DNA e a
capacidade de reparo é significativamente menor em individuos com
cancer de pulmdo do que em individuos ndo portadores desta neoplasia
(WYNDER e HOFFMANN, 1994; WEI et al., 1996; BABIZHAYEV et
al., 2011; LOURENCO e KIRCHENCHTEJN, 2016).

Os agentes carcinogénicos do tabaco podem levar ao
desenvolvimento do céncer de pulmido em “um” em cada “nove”
fumantes (DELA CRUZ et al., 2011). Estas substancias podem ser
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAHS), aminas aromaticas, N-
nitrosaminas, outros compostos organicos e inorganicos tais como o
benzeno, cloreto de vinila, arsénico, poldnio e cromo. Entre estes, as N-
nitrosaminas parecem estar fortemente ligadas ao cancer de pulmédo. Na
carcinogénese induzida pelo tabaco as nitrosaminas podem ligar-se ao
DNA e formar adutos, ou seja, 0 DNA ligado covalentemente a um
composto quimico que pode causar cancer em individuos fumantes.
Sendo assim, em uma situagcdo normal durante o processo de reparo do
DNA estes adutos podem ser removidos e ocorrer a reparagdo, ou entéo
as células com DNA danificado podem sofrer apoptose. Por outro lado,
nos casos em que ocorre falha nos mecanismos normais de reparo para a
remocdo dos adutos, as nitrosaminas podem mediar a ativacdo de vias
de sinalizacdo que incluem a modulacdo de oncogenes e supressores
tumorais, resultando em mutagdes permanentes. Se esta mutagdo ocorrer
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na regido critica de um oncogene, como KRAS ou em um gene supressor
tumoral como o TP53, ocorre perda dos mecanismos de controle
levando a proliferacdo celular exacerbada e por fim o cancer de pulméo
(WYNDER e HOFFMANN, 1994; AKOPYAN e BONAVIDA, 2006;
HECHT, 2012) (Figura 1).

Figura 1 — Carcinogénese induzida pelo tabaco.

Erros de
codificagcdo

Nlthfmma > | Adutos de 5> | Modulagdo .| Mutagdes
DNA genes permanentes
DNA
Reparo
DNA _
normal
I,
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Pulmao

Fonte: Figura adaptada de: HECHT (2012).

O aclmulo de alteragBes regulatdrias que levam ao cancer de
pulm&o pode surgir a partir de anos de exposi¢do a fumaga do tabaco,
resultando em danos estruturais que se manifestam como doenca
pulmonar obstrutiva cronica e enfisema. A exposi¢cdo ao fumo pode
levar a uma série bem caracterizada de alteragbes morfoldgicas do
epitélio brénquico, progredindo de hiperplasia basocelular para
metaplasia, displasia severa a carcinoma in situ e, finalmente, o cancer
de pulmdo (KERR, K. M., 2001; GRIDELLI et al., 2015).

2.1.2 Classificacdo histoldgica e estadiamento

Baseado na histologia, o cancer de pulmao é classificado em dois
tipos principais: o cancer de pulméo de células pequenas (CPCP) e o
cancer de pulmdo de células ndo pequenas (CPCNP). O CPCP
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compreende 15% dos casos, enquanto que o0 CPCNP é responsavel por
aproximadamente 85% dos casos de céncer de pulmdo. O CPCNP
divide-se histologicamente em trés subtipos: adenocarcinoma,
carcinoma escamoso ou epiderméide e carcinoma de grandes células
(TRAVIS et al., 2015; INCA, 2018c). Entre estes, o adenocarcinoma
caracteriza-se pela histologia glandular e/ou producdo de mucina
intracitoplasmatica, localiza-se com frequéncia nas regibes periféricas,
no espaco alveolar, € o subtipo histoldgico mais frequente entre todos os
tipos de cancer de pulméo, representando aproximadamente 40% dos
casos. O carcinoma escamoso possui frequéncia de aproximadamente
20%, é caracterizado pela diferenciacdo escamosa, com a presenca de
queratina e/ou desmossomos intercelulares, similar ao epitélio colunar
pseudoestratificado da traqueia e vias aéreas superiores e localiza-se
classicamente nas porgdes proximais da arvore traqueobrdnquica. O
carcinoma de grandes células é responsavel por aproximadamente 3%
de todos os carcinomas pulmonares, localiza-se frequentemente no
parénquima pulmonar periférico e apresenta-se tipicamente como
grandes tumores necréticos (DAVIDSON et al., 2013; TRAVIS et al.,
2015).

Embora o cancer de pulméo possa ser dividido em subtipos, a
distingdo mais importante esta entre CPCP e CPCNP, isto ocorre devido
as principais diferencas clinicas dos pacientes como exemplo a
disseminacdo metastatica e resposta a terapia. Neste contexto, a
classificacdo histolégica contribui para a abordagem terapéutica, uma
vez que cada tipo de tumor possui um direcionamento diferente
(TRAVIS e REKHTMAN, 2011).

Além da definicdo histologica dos tumores primarios de pulmao,
0 sistema de estadiamento TNM (do inglés Tumor — Node — Metastasis)
fornece um conjunto maior de dados relacionados a doenca. Baseia-se
na extensao anatémica da neoplasia com informagdes mais precisas que
se correlacionam com a evolugdo e o prognéstico dos pacientes. Como a
localizagdo do tumor, se houve disseminac¢do tumoral linfodonal e/ou
metastases em outras estruturas do organismo. Ainda, é importante
salientar que os principais 6rgdos relacionados com metéastases
pulmonares séo cérebro, 0ssos, supra-renais e figado (GOLDSTRAW et
al., 2011; YOUNES, 2016). O sistema TNM é empregado para todos os
tipos de cancer de pulmdo e além de determinar a extensdo tumoral
auxilia na escolha da melhor estratégia terapéutica para cada caso. Além
disso, o baixo estadio da doenca estd associado a um melhor
progndstico, no entanto, nenhum profissional pode prever exatamente o
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tempo de vida do paciente, uma vez que cada individuo responde de
forma diferente ao tratamento (NEGRI, 2016).

Com base nas defini¢cdes da IASLC (International Association for
the Study of Lung Cancer) (2018) os descritores do sistema TNM podem
ser visualizados no Quadro 1, o estadiamento por grupos na Tabela 2 e
os estadios do cancer de pulmao com os descritores no Quadro 2.
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Quadro 1 — Estadiamento do cancer de pulmdo com a definicdo dos
descritores.

Descritor T (Tumor primario)

Tx — tumor primario ndo pode ser visualizado ou tumor caracterizado por citologia
de escarro ou lavado brénquico.

TO — sem evidéncia de tumor

Tis — carcinoma in situ

T1mi — Adenocarcinoma minimamente invasivo
T1 — tumor < 3 no maior diametro
Tla—tumor<1cm

Tlb —tumor>1cme<2cm
Tlc—tumor>2cme<3cm

T2 — Tumor > 3 cm e < 7 cm ou envolvimento do bronquio principal a mais de 2
cm da carina principal, invasdo da pleura visceral, atelectasia ou pneumonia
obstrutiva sem envolvimento de todo o pulméo:

T2a—-tumor>3cme<5cm
T2b —tumor>5cm<7cm

T3 — tumor > 7 cm ou tumor de qualquer tamanho que invade a parede toracica,
diafragma, nervo frénico, pleura mediastinal, pericardio parietal ou tumor do
brénquio principal

T4 — tumor de qualquer tamanho que invade mediastino, coracdo, grandes vasos,
traqueia, nervo laringeo recorrente, esdfago Carina, corpo vertebral ou nddulos
tumorais em diferentes lobos ipsilaterais

Descritor N (Linfonodos)

Nx — linfonodos ndo podem ser avaliados
NO — auséncia de metastases linfonoidais

N1 — metastases em linfonodos peribronquicos e/ou hilares ipsilaterais e/ou
linfonodos intrapulmonares

N2 — metastases em mediastino ipsilateral e/ou linfonodos subcarinais

N3 — metastases em mediastino contralateral, hilo contralateral, escaleno ipsilateral
ou contralateral, ou linfonodos supraclaviculares

Descritor M (Metéastase)

MO — auséncia de metastase a distancia
M1 — metastase a distancia:

M1a — nédulo tumoral em lobo contralateral, nédulo pleural, derrame pleural ou
pericardio maligno

M1b - unica metéstase extratoracica em um Unico 6rgdo

M1c — multiplas metastases extratoracicas em varios 6rgaos

Fonte: IASLC (2018) e INCA (2018c).
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Tabela 2 — Estadiamento por grupos de cancer de pulmao.

NO N1 N2 N3
Tla 1A A 1A 1B
Tlb 1A A A 1B
Tlc 1A A 1A 1B
T2a IB A A 1B
T2b A 11B A 1B
T3 11B A A 1B
T4 (nédulos 11B A A 1B
mesmo lobo)
T4 (extensdo A A 1B 1B
mediastinal)
Mila v v v v
M1b v v v v
Milc v v v v

Fonte: IASLC (2018) e INCA (2018c).

Quadro 2 — Classificagdo dos estadios do cancer de pulmdo com os
descritores TNM.

Estadio IA (T1a, T1b, Tic, NO, MO)

Estadio IB (T2a, NO, M0)

Estadio I1A (T1a/T1b/T1c, N1, MO; T2a, N1, MO; T2b, NO, M0)
Estadio 11B (T2b, N1, MO; T3, NO, M0)

Estadio 1A (T1 a T4, N2, MO; T3, N1, MO; T4, NO ou N1, M0);
Estadio I11B (Qualquer T, N3, MO; T4, N2, M0)

Estadio IV (Qualquer T, qualquer N, M1a, M1b e/ou M1c)

Fonte: IASLC (2018) e INCA (2018c).

Conforme dados expostos no Quadro 2 os estadios clinicos do
cancer de pulmao podem ser classificados resumidamente em estadio I,
I, 111 e IV. Nos estadios clinicos | e Il a chance de cura é maior e 0
tratamento cirtrgico ainda é considerado terapia de escolha. Nos casos
em que o tumor encontra-se localizado (estadio | e Il) a taxa de
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sobrevida mundial em cinco anos varia de 50 a 80% (ABRAO, 2016;
SARDENBERG, 2016). Em contrapartida, nos estadios Il os pacientes
geralmente sdo encaminhados para a quimioterapia e/ou radioterapia, e
em raras situagdes podem ser submetidos ao tratamento cirirgico, uma
vez que a doenga estd localmente avancada pelo extenso acometimento
de linfonodos regionais e possivel invasdo mediastinal. A taxa de
sobrevida em cinco anos é estimada em aproximadamente 35% (Figura
2) (HANRIOT, 2016; TERRA, 2016).

Figura 2 — Estadios do cancer de pulmao (I, II, Il e 1V).

Estadiol Estadioll Estadio llIA
Presencaou
ausénciade
Metastases
/Linfonodais

Tumor
Linfonodos ndo
acometidos

Presencade
Metastases
Linfonodais
pulmonares

)2 —Cérebro
/ )\
o

EstadiollIB Estadio IV
Metastases (Metastases
Linfonodais adistancia)
(pulmio, traquéiae
mediastino) _

Tumores

Estadio I: Tumor ndo superior a 3 cm para o estagio IA, até 5 cm para o
estagio 1B, sem acometimento linfonodal; Estadio Il: Tumor de até 7cm de
diametro, pode ou ndo acometer linfonodos pulmonares. Estadio 111 111A)
Acometimento de estruturas circundantes, com elevada disseminacao
linfonodal no mesmo lado do tumor. I1IB) Mais tumores podem estar
presentes com disseminacdo para os linfonodos e lobo pulmonar oposto,
traqueia e mediastino. Estadio 1V: Presencga de metastases a distancia, como
cérebro, ossos, figado e supra-renais. Fonte: Adaptado de: Moore (2016).



37

E por fim, o estadio IV, no qual mais de 50% dos pacientes séo
diagnosticados, a sobrevida em cinco anos ndo atinge 5%. Nestes casos
em que as metastases a distancia fazem parte do quadro clinico o
tratamento sistémico representa o foco principal da abordagem
terapéutica (Figura 2) (CRUZ et al., 2016).

2.1.3  AlteracGes moleculares no CPCNP

O cancer de pulmao é uma doenca heterogénea, com importancia
ndo somente das células epiteliais, mas também do microambiente
tumoral. As células de cancer de pulmao estdo intimamente associadas a
matriz celular, células mesenquimais tais como fibroblastos, células do
sistema imune e a estrutura vascular (DUPAGE et al., 2011; QUAIL e
JOYCE, 2013). O microambiente tumoral possui um importante papel
em determinar as caracteristicas dos tumores de CPCNP. Existe a
probabilidade que alteracbes genéticas e fatores microambientais
contribuam para a identidade dos tumores pulmonares (CHEN et al.,
2014). Nos ultimos anos, varios estudos tém evidenciado as vias que
contribuem para a carcinogénese pulmonar e 0s principais genes
envolvidos no CPCNP de individuos fumantes e ndo fumantes séo:
EGFR, KRAS e TP53 (SUN et al., 2007; TRAVIS et al., 2015;
PASTORKOVA et al., 2016) Figura 3.

Figura 3 — Principais mutagdes encontradas no CPCNP.
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Fonte: Figura adaptada de: Sun et. al. (2007)



38

Via de sinalizacdo EGFR (epidermal growth factor): As proteinas
EGFR pertencem a familia de receptores tirosina cinase e estdo
superexpressas em muitos tipos de cancer inclusive em 50% dos
casos de cancer de pulméo. Ao unirem-se a ligantes especificos, as
proteinas EGFR iniciam a cascata de sinalizacdo desencadeando 0s
eventos de proliferacdo celular, angiogénese, invasao e metastases.
Estes eventos sdo iniciados pela ativacdo de trés principais vias:
Akt (sobrevivéncia celular por meio da inibicdo da apoptose), a
MAPK (proliferacdo aumentada) e a STAT (oncogénese)
(SHEPHERD et al., 2005; SHARMA et al., 2007). As mutacGes
EGFR ocorrem especificamente nos casos de adenocarcinomas em
individuos ndo expostos ao tabaco, sendo a primeira mutacdo
associada a ndo fumantes (KOSAKA et al., 2004; PHAM et al.,
2006).

Mutacbes KRAS (Kirsten Rat Sarcoma viral oncogene): As
proteinas Ras na forma ativa estdo envolvidas no processo de
proliferacdo celular. As mutacfes oncogénicas KRAS resultam na
perda da atividade das GTPases que sdo enzimas requeridas para
desativar as proteinas Ras. Na auséncia das GTPases, as proteinas
mutadas permanecem constitutivamente ativadas permitindo a
proliferacdo de células cancerigenas (DOWNWARD, 2003). As
mutagBes KRAS no cancer de pulmédo estdo limitadas aos casos de
CPCNP, com maior predominio em adenocarcinomas, raramente
estdo presentes no carcinoma escamoso (TAM et al., 2006). Além
disso, as mutaces KRAS ocorrem mais frequentemente em
individuos com CPCNP expostos ao tabaco e estdo relacionadas
com sobrevida baixa (MASCAUX et al., 2004).

Gene TP53: O gene TP53 é codificador da proteina p53. O gene
supressor tumoral TP53 é o0 que apresenta mutagdes mais
frequentemente nos casos de cancer de pulmdo, ocorrendo em
aproximadamente 50% dos casos de CPCNP, tanto em individuos
fumantes quanto em ndo-fumantes e mais comumente nos casos de
carcinoma escamoso quando comparado aos adenocarcinomas
(CHENG et al., 2003; SENGUPTA e HARRIS, 2005). Este gene é
responsavel pela regulacdo do ciclo celular na interface G1-S e
possui papel importante na inducdo da apoptose nas células com
dano no DNA. Ainda, a proteina p53 na forma selvagem ¢é
reguladora do crescimento celular e mutagdes no gene TP53 podem
anular a producdo da proteina ou entdo produzi-la de forma
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ineficaz. A funcdo desta proteina é extremamente relevante no
processo de supressdo tumoral, cuja auséncia implica
significativamente no risco de carcinogénese (STEELS et al., 2001;
LE CALVEZ et al., 2005).

Além das alteragcdes acima mencionadas, outras mutagdes que
podem contribuir com a patogénese do CPCNP tém sido descritas. O
gene ALK (Anaplastic limphoma kinase), um receptor tirosina cinase, foi
descrito por estar envolvido no inicio e na progressdo de varios tipos de
cancer, inclusive no CPCNP. Uma variedade de alteracdes no gene ALK
tais como mutagOes, expressdo aumentada, amplificacdo, translocacGes
ou outros rearranjos estruturais tém sido implicadas na tumorigénese do
CPCNP (SODA et al., 2007; HALLBERG e PALMER, 2013).
Adicionalmente, é ressaltado que no CPCNP, a translocacdo de ALK
parece definir um subgrupo de pacientes com caracteristicas clinicas,
patolégicas e moleculares especificas. A alteracdo ocorre com maior
frequéncia em individuos jovens, do sexo feminino, ndo-fumantes que
apresentam o sub-tipo histolégico adenocarcinoma (INAMURA et al.,
2009; SHAW et al., 2009). Uma pequena percentagem (menos de 7%)
dos pacientes com CPCNP possuem o rearranjo ALK. Comparando com
a populacéo geral portadora de CPCNP este pequeno grupo distingue o
aparecimento da doenca em individuos jovens, com idade inferior & 50
anos (ZAAROUR et al., 2016).

O gene PIK3CA (Phosphatidylinositol 3-kinases) envolvido no
crescimento celular, proliferacdo, diferenciacdo e sobrevivéncia quando
mutado também pode induzir ha uma transformagéo celular oncogénica
(ZHU et al., 2007). Mutagdes neste gene sdo encontradas em apenas 2 a
4% dos casos de CPCNP, com maior frequéncia no carcinoma escamoso
do que no adenocarcinoma (KAWANO et al., 2006). O supressor
tumoral PTEN (Phosphatase and tensin homolog) também esta
associado ao CPCNP. Este gene desempenha um papel importante na
progressdao do ciclo celular e/ou apoptose, deste modo, alteragdes
genéticas e a perda de expressdo deste gene resultam na sobrevivéncia e
continua proliferacdo celular (HAMMOND et al., 2001). A perda da
funcdo de PTEN leva a superativacdo de Akt. Sendo assim, a funcdo
supressora de PTEN é exercida por meio da regulacdo negativa da via
Akt, resultando na sobrevivéncia e continua proliferacdo celular (HA e
KIM, 2014).
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2.1.4 Diagnéstico do cancer de pulmao

Segundo o Ministério da Salde (MS, 2014), de acordo com as
diretrizes aprovadas pela Portaria n® 957 de 26 de setembro de 2014, o
diagnostico presuntivo do cancer de pulmédo baseia-se na investigacao
de sintomas respiratorios (tosse, dispneia, dor toracica, hemoptise),
fatores constitucionais (fadiga e emagrecimento) ou por achados
radiologicos atipicos em exame realizado com outro proposito. No
entanto, o diagndstico definitivo é firmado pelo exame histolégico e/ou
citolégico de espécime tumoral obtido por broncoscopia,
mediastinoscopia, bidpsia pleural ou bidpsia pleuropulmonar a céu
aberto ou video-assistida. Ocasionalmente, o diagnostico podera ser
feito ap6s estudo anatomopatoldgico de pega cirdrgica (segmento, lobo
pulmonar ou pulmdo). Também é ressaltado que a citologia de escarro
pode ser Gtil no diagnostico de tumores de localizagdo central. Além de
radiografias de térax, outros exames de imagem estdo disponiveis como
a tomografia computadorizada e a ressonancia magnética que
geralmente sdo utilizadas no estadiamento clinico dos pacientes. Outra
abordagem diagndstica recomendada pelo Ministério da Saude (MS,
2014) ¢ a diferenciacdo por meio do subtipo histologico e caracteristicas
moleculares. Nos casos de CPCNP ¢ importante diferenciar o carcinoma
escamoso do adenocarcinoma, identificando a presenca da mutacdo
EGFR para fins terapéuticos e progndsticos.

Além dos recursos diagndsticos disponiveis, pesquisas recentes
tém investigado novos marcadores para a detecgdo precoce do cancer de
pulmdo. Em muitos casos de céncer, as concentracbes de certas
moléculas tanto no tumor quanto em fluidos corporais sofrem
alteracdes. Essas moléculas podem ser enzimas, proteinas, acidos
nucleicos ou pequenas moléculas que podem ser detectadas em um
determinado tipo de céncer e sdo chamadas de biomarcadores (VAN
DER VAART e PRETORIUS, 2010). Esses marcadores podem ser
detectados em diversos fluidos bioldgicos, como no soro, plasma, urina,
saliva, sémen, liquido amnidtico entre outros. No caso do céncer de
pulmdo também podem ser detectados no escarro e no lavado
broncoalveolar (ALTINTAS e TOTHILL, 2013). Tem sido salientado
que o “biomarcador ideal” deve preencher varios critérios, como, ser
acessivel por meio de métodos pouco invasivos, de baixo custo para
quantificacdo, especifico para a patologia de interesse, indicar sinais
antes que a doencga apareca e que possam ser Uteis no progndstico e na
terapéutica do paciente (ETHERIDGE et al., 2011).
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Nos ultimos anos, a busca por biomarcadores que sejam aptos em
detectar o cancer de pulméo, classificar o tipo histoldgico, auxiliar no
progndstico ou predizer a resposta ao tratamento estdo em ascenséo.
Diversos estudos salientaram que com o diagndstico em fases iniciais do
cancer de pulmao a sobrevida em cinco anos pode aumentar cerca de 60-
70%, contra taxas atuais de 5%, quando o diagndstico é realizado em
estadios avangados da doenca (VESCOVO e DENTI, 2015; CRUZ et
al., 2016). Neste cenario, os microRNAs (miRNASs) circulantes vém
despertando interesse da comunidade cientifica como potenciais
biomarcadores diagndsticos e prognésticos de alguns tipos de cancer,
inclusive o de pulmdo, uma vez que preenchem varios requisitos para
exercer tal funcdo (LU et al., 2005).

2.2  microRNAs (miRNAS)

Os miRNAs sdo pequenas sequéncias de RNAs enddgenos, ndo
codificantes com aproximadamente 22 nucleotideos, que atuam como
reguladores pdés-transcricionais da expressdo génica por intermédio da
ligacdo que ocorre na regido ndo traduzida 3’ (3°’UTR) do mRNA (RNA
mensageiro) (LAGOS-QUINTANA et al., 2001; AMBROS, 2004).
Estdo localizados geralmente nos introns ou éxons, podem estar isolados
ou agrupados e diversos miRNAs podem ser encontrados em uma
célula, com uma estimativa de aproximadamente 10.000
moléculas/célula (OSADA e TAKAHASHI, 2007).

A biogénese dos miRNAs envolve vérias etapas e pontos
regulatorios. Inicialmente, sdo transcritos pela RNA polimerase Il
produzindo os miRNAs primarios (pri-miRNA) no nucleo da célula
(LEE et al., 2004), em seguida, sdo processados pela enzima RNAse Il
— Drosha para formar o pre-miRNA (precursor do miRNA) de
aproximadamente 70 nucleotideos (HAN et al., 2006). O pre-miRNA é
exportado para o citoplasma pelo fator nuclear de exportacdo (exportina-
5) e processado em aproximadamente 22 nucleotideos pela enzima
RNAse Il — Dicer em um miRNA de dupla fita (HUTVAGNER et al.,
2001; KETTING et al., 2001). Uma das fitas (fita passageira) pode ser
degradada e a outra (fita madura) pode ser incorporada ao complexo de
silenciamento induzido por RNA (RISC — composto principalmente por
proteinas argonauta), condicdo em que pode regular a expressdo de
RNAs mensageiros (HAMMOND et al., 2001; HA e KIM, 2014) Figura
4.
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Figura 4 — Biogénese dos miRNAs.
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Os miRNAs sdo transcritos pela RNA polimerase em miRNAs primarios e
processados pela Drosha ainda no nucleo. O precursor pré-miRNA é
exportado para o citoplasma via exportina-5 e em seguida é processado pela
Dicer em um miRNA de dupla fita. Uma das fitas é degradada e a outra
incorporada ao complexo RISC que pode regular a expressdao de RNAs
mensageiros por meio da inibigdo da traducdo (ligagdo do miRNA a regido
3"UTR do mRNA por meio do pareamento incompleto de bases); clivagem
do mRNA (ligacdo do miRNA & regido 3’'UTR do mRNA por meio do
pareamento completo de bases); e ativacdo da traducdo (ligacdo do miRNA
aregido 5'UTR do mRNA). Os miRNAs podem ser exportados da célula de
forma ativa (englobados por microvesiculas ou exossomos, outros podem
ligar-se a proteinas como a argonauta, ou lipoproteinas como HDL) ou
passiva (serem exportados por meio de corpos apoptoticos).

Fonte: Figura adaptada de: DO AMARAL (2018).

Os miRNAs podem ser carreados para a circulacdo por meio de
microvesiculas ou exossomos, proteinas (argonauta), lipoproteinas
(high density lipoproteins — HDL) ou serem exportados por meio da
incorporacao em corpos apoptdticos (CREEMERS et al., 2012).
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Os primeiros miRNAS descobertos foram identificados em um
nematddeo da espécie Caenorhabditis elegans no ano de 1993 (LEE et
al., 1993). Desde entdo, diversos miRNAs foram descritos. Segundo a
base de dados miRBase 2018 versdo 22, até 0 momento foram descritos
2.654 miRNAs maduros na espécie humana. A nomenclatura dos
pequenos RNAs para o termo “miRNA” foi estabelecida somente em
2001, e no ano seguinte (2002) com a criagdo da miRBase, a
nomenclatura destes pequenos RNAs foi padronizada. Para nomear um
miRNA utiliza-se um prefixo que determina a espécie, para 0s humanos
usa-se “hsa” (homo sapiens), exemplo, hsa-miR-21. O uso de “miR” ¢é
para designar se a sequéncia é madura e “mir” para os pre-microRNAS.
Para 0os miRNAs que originam sequéncias maduras idénticas é
acrescentado mais um hifen e mais um nimero (exemplo: hsa-miR-7-1).
Para os casos de genes de miRNAS que expressam sequéncias nao-
idénticas, mas muito similares, usa-se 0 mesmo numero e adiciona-se
uma letra mindscula (exemplo: hsa-miR-146a e hsa-miR-146b). E
guando dois miRNAs maduros séo originados do mesmo pre-miRNA
adiciona-se o sufixo -5p ou -3p para indicar a fita correspondente (fita
da regido 5’ ou 3’) (GRIFFITHS-JONES et al., 2006).

O mecanismo bioldgico e fisiopatolégico do modo de a¢do dos
miRNAs ainda ndo estd totalmente esclarecido, sabe-se que estas
moléculas sdo altamente estaveis devido as pequenas dimensdes e por
resistirem a degradac&o pelas ribonucleases. Esta grande estabilidade se
deve provavelmente ao fato de estarem englobados por microvesiculas
como 0s exossomos. Os exossomos sdo formados dentro das células e
em seguida liberados na circulacdo ao fundirem-se com a membrana
plasmatica. O fator mais importante é que as células tumorais parecem
ser a fonte primaria dos exossomos e, portanto, dos miRNAs circulantes.
Além disso, estudos revelaram que os miRNAs circulantes também
podem estar ligados & proteinas como a argonauta, HDL ou serem
liberados para a circulacdo por meio de corpos apoptéticos (VALADI et
al., 2007; XIE et al., 2010; ARROYO et al., 2011; CREEMERS et al.,
2012).

Os miRNAs controlam vérias funcdes biolégicas como a
proliferacdo celular, diferenciacdo e apoptose (LAGOS-QUINTANA et
al., 2001) e uma vez desregulados podem estar envolvidos no
desenvolvimento e progressdo de vérias doencas, inclusive do céncer.
Estes pequenos RNAs podem atuar como oncogenes (suprimindo genes
supressores tumorais) ou supressores tumorais (suprimindo oncogenes)
(YANAIHARA et al., 2006). Como exemplo, a superexpressdo do hsa-
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miR-504 em células de linfoma de Burkitt regula negativamente a
expressdo de p53, e a reducdo nos niveis deste gene levam a diminuicdo
da apoptose contribuindo para o inicio e progressdo do cancer (HU et
al., 2010). Por outro lado, a baixa expressdo dos miRNAs da familia let-
7 no CPCNP regula o oncogene KRAS, levando a proliferacdo
descontrolada de células e consequentemente o cancer (JOHNSON, S.
M. et al., 2005). Adicionalmente, sabe-se que a expressdo de miRNAs
no cancer pode ser especifica para cada tipo de tecido, bem como o
estagio da doenca e alteragdes clinicas do paciente. Neste contexto,
muitos estudos ja foram realizados demonstrando que 0os miRNAs sédo
expressos de forma distinta em condi¢Bes normais e/ou na presencga de
doencas (XIE et al., 2010).

Os miRNAs também estdo presentes em diversos fluidos
biologicos, surgindo como uma nova ferramenta diagndstica
minimamente ou ndo invasiva para a detecgdo do cancer (CHEN et al.,
2008). Estudos tém demonstrado diferencas na expressdo de miRNAs
em varios tipos de cancer inclusive no de pulmdo, os quais foram
comparados com amostras biolégicas que ndo apresentavam
malignidade (ZAGRYAZHSKAYA e ZHIVOTOVSKY). Desta forma,
além de auxiliar no diagnostico, os miRNAs podem ser Uteis no
progndstico dos pacientes, como exemplo, podem contribuir em casos
pos-cirdrgicos para identificar casos suscetiveis a recidiva e direcionar a
melhor conduta terapéutica (PATNAIK et al., 2010). Na ultima década,
a andlise de miRNAs em amostras de tumores ou em amostras de
aspirados citolégicos emergiram como provaveis biomarcadores
expressivos para o diagndstico, prognostico e resposta ao tratamento do
cancer de pulmdo, devido a facilidade de detecgdo, estabilidade e
extrema especificidade. Além disso, miRNAs presentes no soro, plasma,
escarro ou sangue total tem sido explorados em um ritmo acelerado por
serem biomarcadores menos invasivos na deteccdo das alteragBes que
levam ao cancer de pulméao (VESCOVO e DENTI, 2015).

A descoberta dos miRNAs abriu um novo campo na area dos
diagndsticos moleculares. Os métodos de analises moleculares sédo
ferramentas importantes para compreeender o papel dos miRNAs na
regulacdo dos processos bioldgicos. A abordagem experimental por
meio de técnicas para avaliacdo da expressdo génica enfoca inicialmente
0 isolamento seguido da deteccdo dos miRNAs, como a reagdo em
cadeia da polimerase quantitativa (QPCR) que é uma técnica
relativamente simples e apresenta alta sensibilidade (KORBES, 2015).
Além disso, para o melhor entendimento da funcdo dos miRNAs é
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importante a identificacdo dos respectivos genes alvo. A fungdo de um
miRNA ¢ definida pelos genes que o mesmo regula bem como os efeitos
da respectiva expressdo (CORREA et al., 2015).

A abordagem computacional utiliza algoritmos para realizar a
predicdo de possiveis alvos de um deteminado miRNA em bancos de
microRNAs. Estas analises podem aumentar o entendimento da funcéo
dos miRNAs e conduzir estudos com o intuito de auxiliar na
compreensdo dos mecanismos da tumorigénese (SONG et al., 2018).
Desde a descoberta dos miRNAs varios programas para predicdo de
alvos foram desenvolvidos, como exemplo o0 Targetscan
(www.targetscan.org), Diana-microT (www.microrna.gr/microT-CDS),
miRDB (www.mirdb.org). Os programas Targetscan (AGARWAL et
al., 2015) e o miRDB (WONG e WANG, 2015) requerem pareamento
completo na regido seed do miRNA com a regido 3’UTR do alvo
predito, ja o programa Diana-microT aceita pareamento parcial nesta
regido (PARASKEVOPOULOU et al., 2013). A regido seed é onde
ocorre a ligagdo do miRNA ao mRNA e esta localizada entre o segundo
e oitavo nucleotideos da extremidade 5° do miRNA (MOHAMMED et
al., 2014). Esta sequéncia é altamente conservada e considerada a
unidade responsavel pela especificidade e funcionalidade de um miRNA
sobre o respectivo mRNA-alvo (WHEELER et al., 2009). Além disso,
0 programa Diana-micro-T ndo restringe as analises as regides 3’UTR
dos transcritos-alvos. A analise também ¢ direcionada para regibes
codificantes, como a CDS (regides codificantes de proteinas) nos casos
em que a regido 3’UTR ¢ mais curta (< 500nt), hipotetizando que a
sele¢do evolutiva pode reforcar a presenca de locais adicionais nesta
regido codificante quando o espaco é restrito na 3’UTR (RECZKO et
al., 2012).

2.2.1  Perfil de miRNAs circulantes associados ao CPCNP

A andlise de marcadores moleculares em fluidos bioldgicos
tem sido proposta como uma potente ferramenta para o diagnostico do
cancer (XIE et al., 2010). Como é o caso dos miRNAs, que podem ser
Uteis para diferenciar pacientes com cancer de pulmédo de pacientes
saudaveis, de forma minimamente ou ndo invasiva por meio da
expressdo destas moléculas nos fluidos bioldgicos (LORENZI e
ZANETTE, 2015). Com base na literatura, foi verificado que diferentes
miRNAs circulantes mostraram-se alterados no CPCNP e muitos deles
estdo associados a um prognaostico ruim.
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A superexpressao do hsa-miR-21 ja foi associada ao CPCNP por
meio de vérios estudos. Este miRNA foi encontrado alterado no soro e
plasma de pacientes como CPCNP e associado com a progressdo do
tumor e a um mau prognostico (LIU et al., 2012; JIANG et al., 2013;
YANG et al., 2018). O hsa-miR-21 esta bem estabelecido na literatura e
tem sido descrito como um oncomir (miRNA envolvido na patogénese
do cancer expresso em altos niveis) (MARKOU et al., 2016). Foi
reportado que o hsa-miR-21 regula a expressdo do supressor tumoral
PTEN (Phosphatase and tensin homolog) e consequentemente ativa o
crescimento e invasdo no CPCNP (ZHANG et al., 2010). O gene
PDCD4 (Programmed cell death protein 4) também foi relatado como
alvo do hsa-miR-21. Atuando como um supressor tumoral o PDCD4
esta implicado na progressdo do cancer por meio do crescimento e
invasdo do tumor (KETTING et al., 2001).

Outro miRNA relacionado ao CPCNP, o hsa-miR-20a-5p é um
dos membros do cluster hsa-miRNA-17-92. Estes miRNAs encontram-
se agrupados e sdo responsaveis pelo desenvolvimento e homeostase
pulmonar (EBI et al., 2009; ROGERS et al., 2015). O hsa-miR-20a-5p
tem sido relatado com expressdo aumentada no plasma de pacientes com
CPCNP (ZHANG et al., 2016). Além disso, um dos genes que
possivelmente é regulado pelo cluster 17-92 é o PTEN e quando mutado
esta relacionado com cancer. Neste sentido, a expressdo do hsa-miR-
20a-5p no CPCNP ¢ inversamente correlacionada com a expresséo de
PTEN (XIAO et al., 2008). O hsa-miR-24 também foi relacionado com
CPCNP demonstrando altos niveis de expressdo no soro de pacientes
com CPCNP (LE et al, 2012; RECZKO et al, 2012).
Surpreendentemente apds a remocao cirdrgica dos tumores os niveis de
expressdo deste miRNA estava significativamente reduzido (LE et al.,
2012).

Os miRNAs da familia let-7 desempenham um papel importante
no CPCNP. Esta familia de miRNAs é composta por 10 membros (let-
7a, let-7b, let-7c, let-7d, let-7e, let-7f, let-7g, let-7i, miR-98 and miR-
202) e uma vez desregulados podem estar associados ao cancer de
pulmdo (ROUSH e SLACK, 2008). A expressdo reduzida destes
miRNAs tem sido implicada na patogénese do CPCNP (HAURA et al.,
2010). Heegaard e colaboradores (2012) demonstraram que 0s miRNAs
da familia let-7 (let-7a, let-7b) estavam downregulated no soro de 220
pacientes com CPCNP em relacdo ao grupo controle livre da neoplasia
(220 individuos). Os miRNAs let-7 foram os primeiros a serem
relatados com a expressao desregulada no cancer de pulmédo humano e



47

associados a uma baixa sobrevida (TAKAMIZAWA et al., 2004).
Contudo, um dos genes que os miRNAs let-7 regulam diretamente é o
oncogene KRAS. As proteinas Ras sdo associadas a membrana
plasmatica, ou seja, transmitem informacGes da membrana celular para o
nucleo e sdo responsaveis por promover o crescimento e a diferenciacdo
celular. Aproximadamente 30% de todos 0s tumores humanos possuem
mutacdes em RAS (ESQUELA-KERSCHER e SLACK, 2006). Neste
contexto, a regido ndo traduzida 3’(3’UTR) de KRAS contém multiplos
sitios complementares dos miRNAs let-7, estes por sua vez, regulam a
expressdao do gene. No cancer de pulmdo, conforme ja relatado os
miRNAs let-7 possuem expressdo reduzida em comparacao a individuos
livres da neoplasia. E em resposta a expressao reduzida destes miRNAS
a expressdo do gene KRAS é aumentada, levando a proliferacéo
descontrolada de células e consequentemente ao desenvolvimento do
cancer (JOHNSON, STEVEN M. et al., 2005).

Outro miRNA associado ao CPCNP é o hsa-miR-205-5p, que
no estudo de Jiang et. al., (2013) apresentou expressdao aumentada no
soro de individuos com CPCNP em comparacdo aos seguintes grupos:
individuos saudaveis, sem a neoplasia e pacientes com diagnostico de
doencas pulmonares benignas, como pneumonia, tuberculose, doenga
pulmonar obstrutiva crbnica ou pneumonia intersticial. E de forma
surpreendente no estudo de Aushev et. al. (2013) foi demonstrado que
0s niveis de expressdo plasmaticos do hsa-miR-205 estavam diminuidos
apos o tratamento cirlrgico para remogdo do tumor em pacientes com
CPCNP do tipo carcinoma escamoso. Neste contexto, com base nos
estudos relatados o hsa-miR-205 vem sendo sugerido como potencial
biomarcador diagndstico e prognostico desta neoplasia. Halvorsen e
colaboradores (2016), também verificaram que o hsa-miR-205 estava
alterado no soro de pacientes com cancer de pulmdo. Os pacientes
selecionados para o estudo eram portadores de CPCNP nos estadios | e
Il. Com base nas andlises realizadas o0 hsa-miR-205 estava
“upregulated” em comparagdo ao grupo controle (individuos saudaveis),
e por meio da alta sensibilidade e especificidade foi observado que este
miRNA ¢é capaz de detectar a neoplasia em fases iniciais, elevando o
potencial de cura e/ou a sobrevida dos pacientes.

O hsa-miR-125b também foi relatado com expressao alterada no
cancer de pulméo. Foi demonstrado que niveis elevados deste miRNA
foram encontrados no soro de pacientes com CPCNP e associados a um
prognostico ruim (YUXIA et al., 2012). Conforme relatado por Le et
al.,, (2009), o hsa-miR-125b liga-se a regidao 3’UTR do mRNA e
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reprime a expressao da proteina p53. Estes achados indicam que o hsa-
miR-125b modula a atividade da p53 reduzindo apoptose, contribuindo
para o inicio e progressao do cancer.

Em outro estudo, Yang e colaboradores (2015) verificaram que
0S niveis séricos do hsa-miR-148a, hsa-miR-148b e 0 hsa-miR-152
encontravam-se  significativamente diminuidos em pacientes com
CPCNP em comparacdo ao grupo controle (individuos saudaveis). As
analises indicaram que o baixo nivel do hsa-miR-148a estava associado
a grandes tumores e metastases linfonodais, enquanto que 0s niveis
reduzidos do hsa-miR-148b e do hsa-miR-152 foram correlacionados
com o estadio avancado da doenca.

Com base no exposto, os mMIRNAs sdo biomarcadores
promissores para auxiliar no diagnéstico do CPCNP, pois conforme
relatos da literatura sabe-se que a expressdo diferencial de alguns
miRNAs esta associada ao desenvolvimento, invasdo e metastase desta
neoplasia. Além disso, a identificacdo de miRNAs pode contribuir com
a descoberta do CPCNP em fases iniciais, bem como, ser (til no
prognostico dos pacientes, atuando como uma ferramenta robusta e
personalizada para orientar a decisdo clinica na escolha da melhor
abordagem terapéutica.



3. OBJETIVOS

3.1

Objetivo geral

Avaliar a expressdo de mMiRNAs em amostras de soro de

pacientes com cancer de pulmao de células ndo pequenas (CPCNP) e
individuos controle, e selecionar potenciais biomarcadores diagnosticos
e prognosticos.

3.2

a)

b)

c)

d)

9)

Objetivos especificos

Avaliar o perfil de expressdo de miRNAs nas amostras de soro
de pacientes com CPCNP e do grupo controle (individuos
saudaveis ndo fumantes) por meio da técnica de microarranjo;

Analisar o perfil de expressdo de miRNAs em relagdo as
caracteriticas clinicas dos pacientes com CPCNP;

Com base na anélise de microarranjo selecionar miRNAs
diferencialmente expressos para validagdo por meio da técnica
de RT-gPCR;

Analisar os miRNAs selecionados por meio da técnica de RT-
gPCR;

Comparar a expressao relativa dos miRNAS nos pacientes com
CPCNP em relacdo aos dois grupos controle (individuos
saudaveis fumantes e ndo fumantes);

Comparar a expressdo relativa dos miRNAs em relacdo as
caracteristicas clinicas dos pacientes com CPCNP;

Verificar genes alvos de miRNAs alterados no CPCNP por
meio de andlise de bioinformatica.






4. MATERIAIS E METODOS

4.1  Aspecto ético

Este estudo foi apreciado e aprovado pelo comité de ética em
pesquisa com seres humanos (CEPSH) da Universidade Federal de
Santa Catarina (UFSC), sob o nimero de parecer 1.231.419. O termo de
consentimento livre e esclarecido (Anexo 1) foi aplicado para todos 0s
participantes desta pesquisa e a coleta foi realizada somente apds a
assinatura do mesmo. Os dados de todos os participantes foram
mantidos em sigilo de acordo com as normas legais.

4.2  Amostras

4.2.1 Aquisicdo e selecdo das amostras

Para a realizacdo deste estudo foram selecionados trés grupos
amostrais (n = 66): pacientes com cancer de pulmdo de células nédo
pequenas (CPCNP) (n = 36) e dois grupos controle, individuos
saudaveis ndo fumantes (n = 15) e individuos saudaveis fumantes (n =
15). As amostras de soro dos casos confirmados de CPCNP foram
coletadas sob a responsabilidade da equipe de cirurgia toracica do
Imperial Hospital de Caridade, Florianépolis, (SC), no periodo de
setembro de 2014 a junho de 2016. As amostras de soro de todos os
pacientes com CPCNP foram coletadas antes de qualquer terapia, como
quimioterapia, radioterapia ou cirurgia. As amostras de soro dos grupos
controle foram coletadas de individuos da comunidade universitaria da
UFSC no periodo de fevereiro de 2015 a junho de 2016 (Figura 5).
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Figura 5 — Fluxograma representando 0s grupos amostrais do presente
estudo.

[ 66 amostras soro
I

[ Grupo CPCNP ] Grupos Controle
( 15 15
36 paCientes Individuos Individuos
saudaveis ndo saudaveis
L fumantes fumantes
Equipe cirurgia tordcica Individuos comunidade
Hospital de Caridade universitaria

4.2.2  Critérios de inclusédo da populacéo de estudo

Grupo de pacientes com CPCNP: Foram elegiveis para este
estudo pacientes portadores de CPCNP confirmados pela anatomia
patoldgica.

Grupo de individuos saudaveis ndo fumantes: Foram
selecionados individuos com faixa etaria acima de 50 anos.

Grupo de individuos saudaveis fumantes: Foram selecionados
individuos com faixa etaria entre 20 e 35 anos.

4.2.3  Critérios de exclusédo da populacao de estudo

Grupo de pacientes com CPCNP: Os pacientes com diagndstico
prévio de cancer de pulmdo que foram submetidos a algum tratamento
como quimioterapia, radioterapia ou cirurgia ndo foram alvos deste
estudo.
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Grupo de individuos saudaveis ndo fumantes: N&o foram
incluidos neste grupo individuos fumantes e portadores de neoplasias ou
qualquer outra doenca.

Grupo de individuos saudaveis fumantes: Nao foram incluidos
neste grupo individuos ndo fumantes e portadores de neoplasias ou
qualquer outra doenca.

4.2.4 Coleta e Processamento das amostras

Ap0s assinatura do termo de consentimento pelo participante e/ou
responsavel legal, o sangue foi coletado, centrifugado por 10 minutos a
820 x g e aliquotas de soro foram devidamente separadas. Ap0Gs este
processo foram armazenadas a — 80 °C. Amostras com hemolise nédo
foram incluidas neste estudo, pois podem interferir nos niveis de
mMiRNAs circulantes presentes no soro (KIRSCHNER et al., 2013).
Como segunda etapa, as respectivas amostras foram novamente
centrifugadas para remog¢do de fragmentos celulares e crioprecipitados
para posterior extragdo do RNA.

4.3  Extracdo de RNA total

A extracdo do RNA total foi realizada utilizando o kit mirvana™
Paris™ - AM1556 (Ambion — Life Technologies, Austin, TX, USA), o
qual permite a extracdo de RNA de forma rapida e de alta qualidade. E
um sistema constituido por uma fase organica e por uma fase de
purificacdo em coluna que contém uma membrana de silica a qual
preserva o RNA total. Este método possibilita a separacdo de RNAs de
alto e baixo peso molecular incluindo os microRNAs (~18-24 nt).
Inicialmente, as amostras de soro foram centrifugadas para remocéo de
fragmentos celulares, crioprecipitados e seguiu-se o protocolo conforme
a recomendacdo do fabricante. Em seguida iniciou-se 0 processo de
extracdo com 500 pL de soro com adi¢do do mesmo volume de uma
solucdo desnaturante. Apds esta etapa foi adicionado 0 miRNA sintético
cel-miR-238 como controle de qualidade para a etapa futura de
transcricdo reversa. Posteriormente, foi realizada a etapa organica para
separacdo do RNA seguida das etapas de lavagem na coluna de
purificagdo. Ao finalizar o processo o RNA total foi eluido em agua
livre de RNase (tratada com DEPC — Sigma Aldrich Brasil Ltda, Sdo
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Paulo, Brasil) e estocado a uma temperatura de — 80 °C para posterior
utilizacdo.

4.4 Quantificacdo do RNA total

Apls a etapa de extracdo, utilizou-se o espectrofotbmetro
NanoVue Plus® (GE Healthcare Life Sciences, Little Chalfont, UK) para
avaliar a quantidade do RNA total. Esta determinacdo permite utilizar
um baixo volume de amostra (2 pL) e foi realizada por meio de leituras
das absorbancias nos comprimentos de onda de 230, 260, 280 e 320 nm.
Com relacdo a quantificacdo, salienta-se que o pico de absorbéncia do
RNA ocorre em 260 nm e uma leitura igual a 1 nesta absorbancia
equivale a 40 pug de RNA/mL.

45 Integridade do RNA total

Para avaliacdo da integridade do RNA total utilizou-se o Agilent
RNA 6000 Pico kit (5067-1513, Agilent Technologies, Califérnia, EUA)
no equipamento 2100 Bioanalyzer (G2947CA, Agilent Technologies,
Califérnia, EUA). Inicialmente, os componentes do kit a serem
utilizados foram deixados em temperatura ambiente por 30 minutos. Em
seguida realizou-se o procedimento conforme protocolo preconizado
pelo fabricante. Ap6s a adicdo dos reagentes do kit e das amostras no
chip RNA 6000 Pico, o mesmo foi inserido no equipamento Bioanalyzer
para a leitura. Ao término da corrida eletroforética os resultados foram
obtidos por meio do Software Agilent 2100 Expert. E um bom método
de escolha, pois apresenta alta sensibilidade com baixos limites de
detecgdo para RNA (50-5000 pg/uL), utiliza apenas 1 UL de amostra e a
corrida eletroforética ocorre em 30 minutos.

4.6  Andlise de Microarranjo

A andlise do perfil de expressdo dos miRNAs foi realizada por
meio da técnica de microarranjo. Para isto, foram utilizadas laminas de
vidro G3 Human miRNA Microarray, Release 21 (G4870C, Agilent
Technologies, Califérnia, EUA) com capacidade de analise para 8
amostras, contendo 2.549 sequéncias de miRNAs e 21 controles
internos. O protocolo foi seguido conforme instru¢bes recomendadas
pelo fabricante. Inicialmente, as amostras de RNA total (30 uL) que


https://www.google.com.br/search?q=ge+healthcare+&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MM6OT0pTAjONjDKMLLS0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQBUVLR7RAAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjp4_bEq7zQAhUrq1QKHXGhB4gQmxMIlQEoATAP
https://www.google.com.br/search?q=Santa+Clara+Calif%C3%B3rnia&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MDTNMbBQ4gAxi8ySK7S0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQA2Z0dpQwAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwi9_cKbwMbQAhVBFpAKHXxuBNQQmxMIlwEoATAS
https://www.google.com.br/search?q=Santa+Clara+Calif%C3%B3rnia&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MDTNMbBQ4gAxi8ySK7S0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQA2Z0dpQwAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwi9_cKbwMbQAhVBFpAKHXxuBNQQmxMIlwEoATAS
https://www.google.com.br/search?q=Santa+Clara+Calif%C3%B3rnia&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MDTNMbBQ4gAxi8ySK7S0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQA2Z0dpQwAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwi9_cKbwMbQAhVBFpAKHXxuBNQQmxMIlwEoATAS
https://www.google.com.br/search?q=Santa+Clara+Calif%C3%B3rnia&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MDTNMbBQ4gAxi8ySK7S0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQA2Z0dpQwAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwi9_cKbwMbQAhVBFpAKHXxuBNQQmxMIlwEoATAS
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estavam armazenadas a — 80 °C foram submetidas ao processo de
concentracdo no equipamento SpeedVac™ Concentrator Savant
(SPD1010, ThermoFisher Scientific) e ao finalizar o processo foi
adicionado agua livre de RNase. Apds esta etapa iniciou-se 0 processo
de marcacdo das amostras com a diluicdo do Spike-In, seguido da
preparacdo do CIP (Calf Intestinal Phosphatase) Master Mix que
continha: 10x Calf Intestinal Phosphatase Buffer, a terceira dilui¢cdo do
Spike-In e Calf Intestinal Phosphatase, o qual foi adicionado as
amostras para posterior defosforilagdo em termobloco. Em seguida foi
adicionado DMSO para a desnaturacdo das amostras, as quais foram
incubadas e mantidas em um banho de gelo e dgua. A préxima etapa
envolveu o processo de ligacdo das amostras, seguido da preparacéo do
Ligation Master Mix, que continha: 10 x T4 RNA Ligase Buffer,
Cyanine 3-pCp e T4 RNA Ligase. Apds adicdo do mix, as amostras
foram incubadas, em seguida submetidas ao SpeedVac™ Concentrator
até a completa secagem para remocdo de residuos de DMSO e
armazenadas a — 80 °C. O passo seguinte foi estabelecido pelo processo
de hibridizago. As amostras foram resuspensas em agua livre de RNase
e foi adicionado o Hybridization Mix que continha: Hyb Spike-In
solution, 10 x Gene Expression Blocking Agent e 0 2 x Hi-RPM
Hybridization Buffer. Ap6s o periodo de incubacdo e banho de gelo, a
cadmara com as amostras pipetadas na lamina foi montada e levada
imediatamente para o forno de hibridiza¢do a uma temperatura de 55 °C,
com rotacdo de 20 rpm por 20 h. Ao finalizar a etapa de hibridizacao,
iniciou-se 0 processo de lavagem da lamina de microarranjo. Foram
utilizados dois tampdes de forma ordenada, 0 GE Wash Bufferl seguido
do GE Wash Buffer2. Em seguida, a l&mina foi inserida no equipamento
SureScan Microarray Scanner (G4900DA, Agilent Technologies,
Califérnia, EUA) para o processo de leitura. Os dados foram adquiridos
por meio do Feature Extraction Software (G4460-90053 - Agilent
Technologies, California, EUA) para posterior analise dos miRNAs no
Genepring (G5886AA- Agilent Technologies, Califérnia, EUA). Apds
esta etapa, alguns miRNAs diferencialmente expressos foram
selecionados para valida¢do por meio da técnica de RT-qPCR.
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4.7 Transcricdo reversa — reacdo em cadeia da polimerase
guantitativa (RT-gPCR)

As reacdes de poliadenilagdo e transcrigdo reversa (RT) foram
realizadas utilizado o kit 1st-Strand cDNA Synthesis (600036, Agilent
Technologies, California, USA). Para a reagdo em cadeia da polimerase
guantitativa (qPCR) foi utilizado o kit miRNA QPCR Master Mix
(600583, Agilent Technologies, California, USA). Inicialmente 30 uL do
RNA total foi concentrado no equipamento Speed Vac™ Concentrator
por 1 h em temperatura ambiente. Em seguida 0 RNA total liofilizado
foi ressuspendido em 14 pL de &gua livre de RNase e a reacdo de
poliadenilacdo foi realizada conforme as instrugbes do fabricante,
utilizando o termociclador Veriti'™ (Applied Biosystems, Califérnia,
EUA). Em seguida, para a sintese de cDNA utilizou-se 4 uL do RNA
poliadenilado e o protocolo foi seguido conforme preconizado pelo
fabricante, e as amostras foram novamente incubadas no termociclador.
AplOs estas etapas, as amostras de cDNA foram mantidas em
temperatura de — 80 °C até o0 momento da reacdo de qPCR. A reacdo de
gPCR foi realizada utilizando 1 pL de cDNA (dilui¢do 1:6) seguindo a
recomendacdo do protocolo estabelecido pelo fabricante. Para esta
reacdo utilizou-se o termociclador StepOnePlus Real-Time PCR System
(Applied Biosystems, Califérnia, EUA) com a seguinte programacao: 40
ciclos de 95 °C por 10 s (desnaturagdo), temperatura de anelamento por
15 s (anelamento) e 72 °C por 20 s (extensdo). Por fim, foi realizada
uma curva de dissociacdo a 95 °C por 1 min; temperatura de anelamento
por 30 s e 95 °C por 1 min. Os niveis de expressdo dos miRNAs foram
calculados pelo comparative cycle threshold (Cy) utilizando o SDS 2.4
software (Applied Biosystems, Califérnia, EUA) e foi considerado C; <
35. Os valores de C; dos miRNAs alvos foram normalizados em relagdo
ao controle enddgeno hsa-miR-1273g-3p e a expressdo relativa foi
determinada pela equagdo 2" conforme previamente descrito por
Livak e Schmittgen (2001). A eficiéncia das reacGes de gPCR foram
determinadas utilizando o LinRegPCR software, versao 2015.4.

4.8  Primers utlizados na reagédo de gPCR

Para a realizacdo das reacBes de qPCR os seguintes primers
foram desenhados, hsa-miR-1273g-3p, hsa-miR-16-5p, hsa-miR-20a-
5p, hsa-miR-21-5p, hsa-miR-24-3p, hsa-miR-572, hsa-miR-5006-5p,
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hsa-miR-6807-5p, hsa-miR-6867-5p, 0s quais podem ser visualizados
no quadro Quadro 3 juntamente com a sequéncia especifica de cada um.

Quadro 3 — Primers utilizados na reacdo de qPCR.

Primers Sequéncias 5°- 3°
hsa-miR-1273g-3p CACGCACTCCAGCCTGAG
hsa-miR-16-5p TAGCAGCACGTAAATATTGGCG
hsa-miR-20a-5p TAAAGTGCTTATAGTGCAGGTAG
hsa-miR-21-5p GTAGCTTATCAGACTGATGTTGA
hsa-miR-24-3p GCTCAGTTCAGCAGGAACAG
hsa-miR-572 GCTCGGCGGTGGCCCA
hsa-miR-5006-5p CCAGGGCAGGAGGTGGAA
hsa-miR-6807-5p AGCCAGTGGAATGGAGAGG
hsa-miR-6867-5p TGTGTGTGTAGAGGAAGAAGGGA

Os primers para a analise dos niveis de expressdo de todos os
mMiRNAs utlizados neste estudo foram desenhados seguindo o guia on
line gue esta disponivel em:
www.genomics.agilent.com/files/Litltems/miRNA_primer_design_gui
delines.pdf., confome recomendacéo preconizada pelo protocolo do kit
Agilent (600583, Agilent Technologies, California, EUA).

49  Andlise de bioinforméatica

A analise de bioinformatica do presente estudo foi realizada em
colaboragdo com o doutorando da Universidade de Trento, Italia,
Simone Detassis no periodo de estagio no Brasil. Para a realizacdo desta
analise dois miRNAs foram selecionados, o hsa-miR-5006-5p e o hsa-
miR-6807-5p. Os alvos preditos para ambos os miRNAs foram gerados
por meio dos programas de predicdo de alvos miRDB (WONG e
WANG, 2015), TargetScan (versdo 7.2) (AGARWAL et al., 2015) e
DIANA (versdo 5.0) (PARASKEVOPOULOQU et al., 2013). Os genes
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alvos em comum nas trés bases de dados foram analisados nos
programas GeneOntology e GeneXplain (versdo 4.9). A mesma analise
foi realizada com os genes alvos validados adquiridos na base de dados
TarBase.

4.10 Anadlise estatistica

A andlise de normalidade dos dados foi realizada utilizando o
teste de Shapiro-Wilk por meio do software GraphPad Prism 5.0.
(California, EUA). A anélise de expressdao dos miRNAs alterados na
técnica de microarranjo foi realizada com o auxilio do software
Genespring GX (G5886AA- Agilent Technologies, California, EUA)
utilizando o teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney com corre¢do de
Westfall-Young ou sem correcdo, considerando miRNAs detectados em
pelo menos 70% das amostras, Fold Change (FC) > 2 e valores de p <
0,05. As andlises estatisticas dos resultados da técnica de RT-gPCR e
curva ROC foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism 5.0.
(California, EUA). As comparac@es entre os grupos foram realizadas
utilizando o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney U, considerando
valores de p <0,05.
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5. RESULTADOS

Voluntariamente participaram deste estudo 66 individuos,
divididos em trés grupos amostrais. O estudo foi dividido em duas
etapas, andlise de microarranjo que compreendeu a avaliacdo de
miRNASs no soro de pacientes com CPCNP em comparagdo ao grupo
controle (Individuos saudaveis ndo fumantes), bem como a validacdo
destes resultados por RT-qPCR no soro de pacientes com CPCNP e dos
grupos controle (individuos saudaveis ndo fumantes e individuos
saudaveis fumantes).

5.1 Identificacdo de miRNAs diferencialmente expressos no soro
de pacientes com CPCNP por meio da técnica de
microarranjo

5.1.1 Caracteristicas dos individuos participantes da analise de
microarranjo

Participaram desta etapa 34 individuos, incluindo 21 pacientes
com CPCNP e 13 individuos saudaveis ndo fumantes como controle,
com média de idade de 63,5 e 55,1 anos, respectivamente (variando de
52 a 80 e 50 a 61 anos, respectivamente). O grupo dos pacientes foi
composto por seis individuos do sexo feminino e por 15 do masculino, e
0 grupo controle por nove individuos do sexo feminino e por quatro do
masculino. Entre os pacientes com CPCNP cinco individuos
apresentaram o subtipo histolégico carcinoma escamoso (CE), enquanto
que 16 individuos foram diagnosticados com adenocarcinoma (AD),
cujos casos estavam distribuidos em diferentes estadios da doenca.
Baseado na classificagdo TNM os estadios | e Il foram considerados
iniciais, os quais referem-se aos pacientes passiveis ao tratamento
cirdrgico. Os estadios 11l e 1V foram considerados como avangados, 0s
quais referem-se aos pacientes com neoplasia localmente avancada e
metastases a distdncia. Sendo assim, foi possivel observar que
aproximadamente 29% dos pacientes encontravam-se nas fases iniciais,
ao passo que 71% estavam em fases tardias da doenca. Nesta etapa, 0s
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fumantes representaram o maior grupo totalizando 15 pacientes em
comparacdo aos ex-fumantes (05) e nao fumantes (01) Tabela 3. As
caracteristcas detalhadas de cada participante desta fase da pesquisa
podem ser visualizadas nos Apéndices A (pacientes 1 ao 21) e B
(Pacientes 1 ao 13).

Tabela 3 — Caracteristicas dos grupos utilizados na analise de microarranjo.

Pacientes com Controle
CPCNP (Individuos saudaveis
ndo fumantes)
(n=21) (n=13)

Idade (anos), média + DP 63,5+8,9 55,1+£3,2
Sexo, n (%)

Feminino 6 (28,5) 9 (69,2)

Masculino 15 (71,5) 4 (30,8)
Exposi¢do ao tabaco, n (%)

Fumantes 15 (71,5)

N&o fumantes 1(4,7)

Ex-fumantes 5 (23,8)

Fumantes Passivos 0
Estadio TNM

| 4 (19,1)

I 2(9,5)

I 7 (33,3)

\Y 8(38,1)
Subtipos histolégicos

AD 16 (76,2)

CE 5(23,8)

AD, adenocarcinoma; CE, carcinoma escamoso, CPCNP, cancer de
pulmao de células ndo pequenas; DP, desvio padréo.
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Para melhor visualizagdo, a Figura 6 mostra as caracteristicas dos
pacientes com CPCNP participantes da etapa de microarranjo em
relacdo ao subtipo histoldgico, estadios da doenca e exposi¢do ao
tabaco.

Figura 6 - Caracteristicas dos pacientes com CPCNP participantes da etapa
de microarranjo. (A) Porcentagem de casos relacionados & exposi¢do ao
tabaco; (B) Porcentagem de casos relacionados ao sub-tipo histologico; (C)
Porcentagem de casos relacionados aos estadios da doenca.

A B C

Exposicdo ao tabaco Sub-tipos histolégicos Estadios da doenga

M Fumante N&o-Fumante ® Adenocarcinoma Estadio inicial

Ex-Fumante Carcinoma escamoso M Estadio avangado

5.1.2 Andlise da integridade do RNA total

As amostras de RNA total foram submetidas ao teste de
integridade, realizado por meio da técnica de eletroforese microfluidica
utilizando o equipamento Bioanalyzer. Na Figura 7 é possivel observar
um eletroferograma de umas das amostras de RNA total deste estudo. O
pico dos pequenos RNAs encontra-se na regido entre 25 a 200
nucleotideos (nt). Os eletroferogramas de todas as amostras deste estudo
seguiram o mesmo perfil da Figura 7 e podem ser visualizados no
Apéndice C. Importante salientar que nas analises de integridade que
empregam RNA de amostras como soro ou plasma os picos de RNA
ribossomal (rRNA) 18S e 28S estdo ausentes, como pode ser observado
neste caso. Os picos de RNA ribossomal aparecem na regido entre 2000
e 4000 nt, ausentes no caso. Segundo dados da literatura, a presenca de
altos picos ribossomais em analises com soro ou plasma normalmente
indica contaminagdo por células ou debris (QIAGEN, 2017; SIGMA-
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ALDRICH, 2017). Com base nestes resultados é possivel assegurar que
as amostras de RNA total estdo integras e com qualidade suficiente para
a etapa seguinte, avaliacdo de miRNAs por microarranjo.

Figura 7 — Eletroferograma (amostra P13).

[FUJ

T T T T 1
25 200 1000 4000 [t]

FU: unidade de fluorescéncia; [nt]: nucleotideo; P: paciente.

5.1.3 miRNAs diferencialmente expressos no CPCNP em relagéo
ao grupo controle (individuos saudaveis ndo fumantes)

Neste estudo, as analises de microarranjo foram realizadas
mediante uso de laminas Release 21 provenientes da plataforma Agilent
(Agilent Technologies, Califérnia, EUA). Conforme mencionado, foram
avaliadas 21 amostras de pacientes com CPCNP bem como 13 amostras
controle de individuos saudaveis ndo fumantes. Ap6s a obtencdo dos
resultados, os dados foram submetidos ao teste de normalidade
(Shapiro-Wilk) e verificou-se que as amostras ndo apresentaram
distribuicdo normal. Sendo assim, as analises estatisticas foram
realizadas utilizando o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney com
correcdo de Westfall-Young ou sem correcéo, considerando um valor de
p<0,05 e Fold Change >2. Baseando-se nisso, a analise inicial foi
realizada comparando o perfil de expressdo dos miRNAs entre 0s
pacientes com CPCNP e os individuos do grupo controle por meio do
teste de Mann-Whitney com correcdo de Westfall-Young, (p<0,05 e
FC>2). A Figura 8 mostra a matriz de expressdo com os MiRNAs
diferencialmente expressos nos pacientes com CPCNP em relagdo ao
grupo controle.
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Figura 8 — Matriz de expressao dos 53 mIRNAs diferencialmente expressos
em pacientes com CPCNP em comparagdo ao grupo controle.

Controle CPCNP

hea-letTb-Sp
hs a-let T g-5p
hsa-let7i5p
hsa-miR-1032-3p
hea-mif- 108 b-5p
he a-mif-122-5p
hs &-mif-1227-5p
hs a-mifi-126-3p
hs a-mif-1260a
hsa-mif-1352-2p
hs a-mifi-142-3p
hs &-miR-144-3p
hz 3-miR-1471

he a-mif-15b-5p
hs 3-miR-16-5p

hs &-mif-17-5p

he a-mif-181-3p
hsa-mif-18a-3p
hs a-miR-19b-3p
Rsa-miR-20a-5p
hs a-miR-21-5p
hsa-miR-22-3p
hsa-miR-223-3p
hsa-miR-23a-3p
he 3 miR-24-3p
hsa-mik-26-3p
hsa-miR-27 a-3p
hsa-miR-20a-2p
hsa-miR-200-3p
he3-miR-30e-5p
he 3 miFe- 3510
hsa-mif- 26548

he 3-miF-3687-5p
hsa-miR-3811
hsa-miF-4286
hsa-miF-4313

hs a-mif-4429

he a-mif-451a
hsa- miF-5006-5p
hs a-mif-5100

hs a-mif-5185-3p
he 3 miR-572
hsa-mif- 6088
hsa-mif-8026

he 3-miR-5671-5p
hsa-miR-6226-5p
hsa-miF-6805-5p
hsa-mif-7546-3p
hsa-mif-TE7S
hea-miF- 777
hsa- miFi-G089
hsa-mif-8072

hs a-miR-33-5p

-4.0 49

A cor verde indica alta intensidade, a preta intensidade média e a vermelha
baixa intensidade de expressdo. CPCNP, cancer de pulméo de células nao
pequenas. Controle, grupo de individuos saudaveis ndo fumantes.
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Os quadrados da matriz representam as amostras e as cores
representam o grau de intensidade da expressdo. Neste sentido, a cor
verde indica alta intensidade, a preta intensidade média e a vermelha
baixa intensidade de expressdo. Com base na matriz foi observado que
grande parte dos mMiRNAs estdo subexpressos nos pacientes com
CPCNP quando comparados aos individuos do grupo controle (Figura
8).

Para complementar a Figura 8, a Tabela 4, mostra os 53 miRNAs
alterados, valor de p, FC e regulacdo. Nesta analise, 15 miRNAs
estavam com expressdo aumentada (upregulated), enquanto que 38
miRNAs estavam com expressdo diminuida (downregulated). Os
valores de FC variaram de 3 a 149 e os valores de p ficaram entre <
0,0001 e 0,0303. Os miRNAs hsa-let-7b-5p, hsa-let-7g-5p, hsa-let-7i-5p,
hsa-miR-103a-3p, hsa-miR-106b-5p, hsa-miR-122-5p, hsa-miR-1260a,
hsa-miR-15b-5p, hsa-miR-16-5p, hsa-miR-17-5p, hsa-miR-19a-3p, hsa-
miR-19b-3p, hsa-miR-20a-5p, hsa-miR-23a-3p, hsa-miR-24-3p, hsa-
miR-27a-3p, hsa-miR-29a-3p e hsa-miR-30e-5p, hsa-miR-3648, hsa-
mMiR-4286, hsa-miR-572, hsa-miR-7975 e hsa-miR-7977 apresentaram
valores de FC que variaram de 30 a 149 e valor de p <0,0001, mostrando
uma diferenca extremamente significativa quando comparados ao grupo
controle.

Tabela 4 — miRNAs diferencialmente expressos em pacientes com CPCNP
em relacdo ao grupo controle.

miRNA Valor-p FC Regulacao
hsa-let-7b-5p <0,0001 45 Down
hsa-let-7g-5p <0,0001 75 Down
hsa-let-7i-5p <0,0001 32 Down
hsa-miR-103a-3p <0,0001 63 Down
hsa-miR-106b-5p <0,0001 30 Down
hsa-miR-122-5p <0,0001 64 Down
hsa-miR-1227-5p 0,0202 25 Down
hsa-miR-126-3p <0,0001 23 Down
hsa-miR-1260a <0,0001 51 Down
hsa-miR-135a-3p <0,0001 9 Up
hsa-miR-142-3p <0,0001 16 Down

hsa-miR-144-3p <0,0001 21 Down
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hsa-miR-1471
hsa-miR-15b-5p
hsa-miR-16-5p
hsa-miR-17-5p
hsa-miR-191-3p
hsa-miR-19a-3p
hsa-miR-19b-3p
hsa-miR-20a-5p
hsa-miR-21-5p
hsa-miR-22-3p
hsa-miR-223-3p
hsa-miR-23a-3p
hsa-miR-24-3p
hsa-miR-25-3p
hsa-miR-27a-3p
hsa-miR-29a-3p
hsa-miR-29¢c-3p
hsa-miR-30e-5p
hsa-miR-3610
hsa-miR-3648
hsa-miR-3667-5p
hsa-miR-3911
hsa-miR-4286
hsa-miR-4313
hsa-miR-4429
hsa-miR-451a
hsa-miR-5006-5p
hsa-miR-5100
hsa-miR-5195-3p
hsa-miR-572
hsa-miR-6068
hsa-miR-6086
hsa-miR-671-5p

<0,0001
<0,0001
<0,0001
<0,0001
0,0202

<0,0001
<0,0001
<0,0001
0,0202

<0,0001
<0,0001
<0,0001
<0,0001
<0,0001
<0,0001
<0,0001
<0,0001
<0,0001
<0,0001
<0,0001
<0,0001
0,0303

<0,0001
0,0303

<0,0001
<0,0001
<0,0001
0,0202

0,0202

<0,0001
0,0202

0,0202

<0,0001

4
90
49
10

144
45
44

26
27
30
62
25
38
58
47
70

35

144

12

10

27

11

34
27

Up
Down
Down
Down
Down
Down
Down
Down
Down
Down
Down
Down
Down
Down
Down
Down
Down
Down

Up

Up

Up

Up
Down
Down

Up
Down

Up
Down

Up
Down
Down

Up

Up
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Continuagdo da Tabela 4

hsa-miR-6826-5p 0,0202 3 Up
hsa-miR-6893-5p <0,0001 8 Up
hsa-miR-7846-3p <0,0001 5 Up
hsa-miR-7975 <0,0001 42 Down
hsa-miR-7977 <0,0001 149 Down
hsa-miR-8069 <0,0001 9 Down
hsa-miR-8072 <0,0001 32 Up
hsa-miR-93-5p <0,0001 39 Down

FC, Fold Change; up, upregutaded; down, downregulated.

Para observacdo da intensidade de expressdo, a Figura 9 mostra
os graficos box plot de alguns dos principais miRNAs encontrados
alterados com elevada significancia no CPCNP. Por meio da mediana
observa-se que a expressdo destes miRNAs (let-7g-5p, hsa-miR-16-5p,
hsa-miR-20a-5p, hsa-miR-24-3p, hsa-miR-572, hsa-miR-7977) estava
reduzida no soro de pacientes com CPCNP quando comparados aos
individuos do grupo controle.
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Figura 9 — Gréaficos box plot de seis miRNAs alterados que apresentaram
elevada significancia na comparacdo de pacientes com cancer de pulmao
de células ndo pequenas (CPCNP) em relagéo ao grupo controle.
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5.1.4 miRNAs diferencialmente expressos em relacéo aos subtipos
histolégicos

Além da comparagdo inicial, o grupo de pacientes com CPCNP
foi estratificado com base nas caracteristicas dos pacientes. E com o
intuito de encontrar miRNAs que pudessem diferenciar os subtipos
histologicos, AD de CE realizou-se a analise estatistica utilizando o teste
Mann-Whitney (sem corre¢do; p<0,05 e FC>2). Nesta analise quatro
miRNAs foram diferencialmente expressos, com valores de p entre
0,0318 e 0,0389, e valores de FC semelhantes, variando de 2 a 3 (Tabela
5).

Tabela 5 — miRNAs diferencialmente expressos em pacientes com
adenocarcinoma em relacdo aos pacientes com carcinoma escamoso.

mMiRNA Valor - p FC Regulacéo
hsa-miR-151b 0,0346 3 Down
hsa-miR-4298 0,0389 3 Down
hsa-miR-6867-5p 0,0389 3 Down
hsa-miR-765 0,0318 2 Down

FC: Fold Change; down: downregulated.

Para melhor visualizacdo da intensidade de expresséo a Figura 10
apresenta os graficos box plot. E possivel observar que o subtipo
histoldgico adenocarcinoma diferencia do carcinoma escamoso
apresentado uma expressdo reduzida em todos 0os miRNAs alterados.
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Figura 10 — Graficos box plot dos miRNAS diferencialmente expressos da
comparacdo entre adenocarcinoma (AD) e carcinoma escamoso (CE) nos
pacientes com CPCNP.
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Em seguida, realizou-se a anélise estatistica para comparagéo dos
estadios (inicial x avangado) nos pacientes com CPCNP, mas ndo houve
significancia, ou seja, nenhum miRNA mostrou-se diferencialmente
expresso.

5.1.5 miRNAs diferencialmente expressos em relacdo ao
adenocarcinoma nos estadios inicial e avancado

Como os casos de Adenocarcinoma sdo 0s mais frequentes no
CPCNP, bem como contemplam o maior nimero de casos deste estudo,
foi realizada a analise dos pacientes portadores de adenocarcinoma em
relacdo aos estadios da doenca (inicial e avancado) utilizando o teste
Mann-Whitney (sem correcdo, p<0,05 e FC>2). Os resultados sdo
apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6 — miRNAs diferencialmente expressos nos pacientes com
adenocarcinoma no estadio inicial em relagéo ao estadio avancado.

mirNA Valor-p FC Regulacao
hsa-miR-3131 0,0387 2 Down
hsa-miR-4778-5p 0,0170 3 Down
hsa-miR-4800-5p 0,0170 3 Down
hsa-miR-6867-5p 0,0170 3 Down
hsa-miR-765 0,0170 2 Down

FC: Fold Change; down: downregulated.

Observa-se que cinco miRNAs foram diferencialmente expressos.
Estes apresentaram valores similares de FC (variando de 2 a 3) com
valores de p entre 0,0170 e 0,0387. A Figura 11 mostra mais claramente
a intensidade de expressdo. Nota-se que todos os miRNAs alterados
apresentaram o mesmo perfil, e ao passo que 0 paciente com
adenocarcinoma atinge um estadio avancado a expresséo diminui.
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Figura 11 — Graficos box plot dos miRNAS alterados nos pacientes com
adenocarcinoma no estadio inicial em relacéo ao estadio avancado.
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AD-inicial: Adenocarcinoma estadio inicial;
AD-avangado: Adenocarcinoma estadio avangado.
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5.1.6 miRNAs diferencialmente expressos nos pacientes com
CPCNP fumantes em relagédo ao grupo controle (individuos
saudaveis ndo fumantes)

Em seguida, foi realizada a analise de comparacdo dos pacientes
com CPCNP fumantes em relagdo aos individuos do grupo controle
utilizando o teste Mann-Whitney com correcdo de Westfall-Young
(p<0,05 e FC>2). A Tabela 7 mostra os miRNAs diferencialmente
expressos nesta analise.

Tabela 7 — miRNAs diferencialmente expressos nos pacientes com
CPCNP fumantes em relacéo aos individuos ndo fumantes (controle).

miRNA Valor-p FC Regulacéo
hsa-let-7b-5p <0,0001 49 Down
hsa-let-7g-5p <0,0001 105 Down
hsa-let-7i-5p 0,0202 29 Down
hsa-miR-103a-3p <0,0001 62 Down
hsa-miR-106b-5p <0,0001 32 Down
hsa-miR-122-5p <0,0001 80 Down
hsa-miR-1236-5p 0,0202 3 Up
hsa-miR-126-3p 0,0202 20 Down
hsa-miR-1260a <0,0001 55 Down
hsa-miR-135a-3p <0,0001 9 Up
hsa-miR-142-3p <0,0001 20 Down
hsa-miR-144-3p <0,0001 26 Down
hsa-miR-1471 <0,0001 8 Up
hsa-miR-15b-5p <0,0001 44 Down
hsa-miR-16-5p <0,0001 63 Down
hsa-miR-17-5p <0,0001 65 Down
hsa-miR-191-3p 0,0202 10 Down
hsa-miR-19a-3p <0,0001 146 Down
hsa-miR-19b-3p <0,0001 44 Down
hsa-miR-20a-5p <0,0001 44 Down
hsa-miR-22-3p <0,0001 30 Down

hsa-miR-223-3p <0,0001 26 Down



Continuacédo da Tabela 7

hsa-miR-23a-3p
hsa-miR-24-3p
hsa-miR-25-3p
hsa-miR-27a-3p
hsa-miR-29a-3p
hsa-miR-29c¢-3p
hsa-miR-30e-5p
hsa-miR-3610
hsa-miR-3648
hsa-miR-3667-5p
hsa-miR-4286
hsa-miR-4313
hsa-miR-4429
hsa-miR-451a
hsa-miR-5006-5p
hsa-miR-5100
hsa-miR-572
hsa-miR-6071
hsa-miR-6086
hsa-miR-671-5p
hsa-miR-6807-5p
hsa-miR-6893-5p
hsa-miR-7846-3p
hsa-miR-7975
hsa-miR-7977
hsa-miR-8069
hsa-miR-8072
hsa-miR-93-5p

<0,0001
<0,0001
0,0202
<0,0001
<0,0001
<0,0001
<0,0001
0,0202
<0,0001
<0,0001
<0,0001
0,0202
<0,0001
0,0202
<0,0001
0,0404
0,0202
0,0202
0,0202
0,0202
<0,0001
<0,0001
<0,0001
<0,0001
<0,0001
0,0202
<0,0001
<0,0001
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51
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34
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Down
Down
Down
Up
Down
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FC: Fold Change; up: upregutaded; down: downregulated

Diante da Tabela 7 observa-se que 50 mIiRNAs estavam
alterados, 15 upregulated e 35 downregulated, com valores de FC entre
3 e 226 e valores de p que variam de <0,0001 a 0,0404.
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Com o intuito de avaliarmos a existéncia de relacdes entre 0s
miRNAs diferencialmente expressos nas comparacGes Pacientes
CPCNP x Controle e Pacientes CPCNP fumantes x Controle foi
elaborado o diagrama de Venn, o qual permite a sobreposicdo dos
resultados analisados. A Figura 12 mostra os miRNAs diferencialmente
expressos (p < 0,05 e FC > 2) especificamente em cada comparagédo (A:
Pacientes CPCNP x Controle e B: Pacientes CPCNP Fumantes x
Controle), bem como os miRNAs que estdo em comum nas duas
comparacdes (A e B).

Figura 12 — Diagrama de Venn dos miRNAs diferecialmente expressos nos
pacientes com CPCNP e nos pacientes CPCNP fumantes em relagdo ao
controle.
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A:Pacientes CPCNP x Controle; B: Pacientes CPCNP fumantes x Controle

CPCNP: Cancer de pulmao de células ndo pequenas.
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Neste sentido, observa-se que os miRNAs hsa-miR-1227-5p, hsa-
miR-21-5p, hsa-miR-3911, hsa-miR-5195-3p, hsa-miR-6068 e hsa-
mMiR-6826 estavam alterados exclusivamente nos pacientes com CPCNP
guando comparados com o grupo controle (comparacdo A) e 0S
miRNAs hsa-miR-1236-5p, miR-6071 e hsa-miR-6807-5p estavam
diferencialmente expressos apenas quando os pacientes CPCNP
fumantes foram comparados ao grupo controle (comparagdo B),
enquanto que 47 miRNAs estavam alterados em comum para ambas as
comparacdes (A e B).

5.1.7 miRNAs selecionados para etapa de validacdo por RT-
gPCR

Com base nos resultados da andlise de microarranjo (detecgdo
dos miRNAs nas amostras) juntamente aos relatos da literatura, oito
miRNAs foram selecionados para a etapa de validacdo pelo método de
RT-gPCR. Deste modo, foram elencados os seguintes miRNAs, hsa-
miR-16-5p, hsa-miR-20a-5p, hsa-miR-21-5p, hsa-miR-24-3p, hsa-miR-
572, hsa-miR-5006-5p, hsa-miR-6807-5p e hsa-miR-6867-5p,
considerando FC > 2 e p < 0,05. Por meio da Tabela 8 é possivel
observar as comparagdes em que os respectivos miRNAs foram capazes
de diferenciar um grupo do outro, bem como valor de p, FC e regulacéo.
Entre os miRNAs selecionados os miRNAs hsa-miR-16-5p, hsa-miR-
20a-5p, hsa-miR-21-5p, hsa-miR-24-3p, hsa-miR-572 e hsa-miR-6867-
5p apresentaram regulacdo down, enquanto que 0 hsa-miR-5006-5p e 0
hsa-miR-6807 apresentaram regulacdo up. Os valores de FC ficaram
entre 3 a 90 e os valores de p variaram de < 0,0001 e 0,0170.

Para melhor visualizacdo, o diagrama de Venn mostra 0s miRNAs
selecionados nos quatro grupos analisados. Conforme observado na
Figura 13 (comparacBes A e B) os miRNAs hsa-miR-16-5p, hsa-miR-
20a-5p, hsa-miR-24-3p, hsa-miR-572e o  hsa-miR-5006-5p
diferenciaram os pacientes com CPCNP e pacientes fumantes com
CPCNP do grupo controle (individuos saudaveis ndo fumantes).
Entretanto, o hsa-miR-21-5p estava exclusivamente alterado na
comparacdo de pacientes com CPCNP em relacdo ao grupo controle
(comparagdo A), e da mesma maneira, 0 hsa-miR-6807-5p estava
significativamente expresso somente nos pacientes fumantes com
CPCNP quando comparados com o grupo controle (comparagdo B). No
entanto, o hsa-miR-6867-5p foi diferencialmente expresso nas seguintes
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comparagdes, AD estadio inicial x AD estadio avancado e CE x AD
(comparagdes C e D, respectivamente).

Tabela 8 — miRNAs diferencialmente expressos na analise de microarranjo
selelcionados para validagdo por RT-gPCR.

miRNA Grupos comparados Valor—-p FC Regulagdo

hsa-miR-16-5p Pacientes CPCNP x Controle  <0,0001 90 Down
saudavel nao fumante
Pacientes fumantes CPCNP x <0,0001 63 Down
Controle saudavel ndo fumante

hsa-miR-20a-5p Pacientes CPCNP x Controle . qgo1 44 Down
saudével ndo fumante '
Pacientes fumantes CPCNP x 40001 44 Down
Controle saudavel ndo fumante '

hsa-miR-21-5p Pacientes CPCNP x Controle 0,0202 7 Down
saudavel ndo fumante

hsa-miR-24-3p Pacientes CPCNP x Controle < 0,0001 62 Down
saudavel ndo fumante
Pacientes fumantes CPCNP x <0,0001 51 Down
Controle saudavel ndo fumante

hsa-miR-572 Pacientes CPCNP x Controle < 0,0001 34 Down
saudavel ndo fumante
Pacientes fumantes CPCNP x 0,0202 20 Down
Controle saudavel ndo fumante

hsa-miR-5006-5p  Pacientes CPCNP x Controle < 0,0001 27 Up
saudavel ndo fumante
Pacientes fumantes CPCNP x < 0,0001 34 Up
Controle saudavel ndo fumante

hsa-miR-6807-5p  Pacientes fumantes CPCNP x <0,0001 5 Up
Controle saudavel ndo fumante

hsa-miR-6867-5p CE x AD 0.0389 3 Down
AD estadio inicial x AD estadio 0.0170 3 Down

avangado

AD, adenocarcinoma; CE, carcinoma escamoso; CPCNP, cancer de pulmdo de
células ndo pequenas; Down, downregulated; FC, fold change; UP, upregulated;
Valor — p, indica o valor de p no teste estatistico da comparagdo entre 0s grupos.
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Figura 13 — Diagrama de Venn dos miRNAs diferencialmente expressos nas
seguintes comparagdes: A) CPCNP x Controle; B) CPCNP Fumantes x
Controle; C) AD estadio inicial x AD estadio avancado e D) CE x AD.
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hsa-miR-1260a hsa-miR-23a-3p  hsa-miR-4429 hsa-miR-21-5p hsa-miR-6867-5p
hsa-miR-135a-3p  hsa-miR-24-3p hsa-miR-451a hsa-miR-3911 hsa-miR-765
hsa-miR-142-3p  hsa-miR-25-3p hsa-miR-5006-5p  hsa-miR-5195-3p
hsa-miR-144-3p hsa-miR-27a-3p  hsa-miR-5100 hsa-miR-6068 hsa-miR-151b
hsa-miR-1471 hsa-miR-29a-3p  hsa-miR-572 hsa-miR-6826-5p  hsa-miR-4298

A - CPCNP x Controle C — AD estadioinicial x AD estadio avangado
B — CPCNP fumantes x Controle D- CExAD

CPCNP, Céancer de pulmao de células ndo pequenas; AD, Adenocarcinoma;
CE, Carcinoma escamoso.

Além disso, baseado na andlise de microarranjo foi selecionado o
controle normalizador para a etapa das reagGes por RT-gPCR. Deste
modo, o hsa-miR-1273g-3p foi elencado por apresentar valores de
intensidade de fluorescéncia que foram detectados em todas as amostras
analisadas e por ndo apresentar diferenca estatistica entre 0s grupos
comparados.

5.2  Validagdo por RT-gPCR

Apos a selegdo dos miRNAs conforme demonstrado na Tabela 8
foi realizada a etapa de validagdo por RT-qPCR.




78

5.2.1 Caracteristicas dos grupos participantes da etapa de
validacao

As caracteristicas dos trés grupos amostrais participantes desta
etapa sdo apresentadas na Tabela 9. Além dos individuos participantes
na analise de microarranjo, foram incluidos 15 individuos no grupo de
pacientes com CPCNP (n = 36), dois individuos no grupo controle de
individuos saudaveis ndo fumantes (n = 15), bem como, a inclusdo de
um novo grupo controle, o de individuos saudaveis fumantes (n = 15),
completando os 66 participantes deste estudo. A idade dos participantes
do grupo controle composto por individuos saudaveis ndo fumantes foi
pareada com a idade dos pacientes com CPCNP. No entanto, com o
intuito de verificar possiveis alteracfes na expressdao de miRNAs no
soro de individuos jovens saudaveis que possuem o habito de fumar e
gue ndo possuiam a doenca, foram selecionados participantes com idade
entre 20 e 34 anos (24,9 £ 4,3; média £ DP). O grupo de pacientes foi
composto por 12 individuos do sexo feminino e 24 do masculino, e 0s
grupos controle por nove individuos do sexo feminino e seis do
masculino. Entre os 36 casos de CPCNP, aproximadamente 20%
apresentaram o subtipo histolégico CE, enquanto que 80% dos pacientes
foram acometidos pelo AD. Conforme mencionado, 0s casos estavam
distribuidos em diferentes estadios da doenca e foram divididos em dois
grupos: os iniciais (I e 11) e os avancados (Il e IV). Observou-se que
gue 13 pacientes estavam nas fases iniciais e 23 estavam em fases
avancadas da doenca. Além disso, entre todos os pacientes com CPCNP,
apenas trés (ou seja, 8%) ndo estavam expostos ao tabaco, seja de forma
ativa e/ou passiva, seis (16%) eram ex-fumantes e dois (5%) pacientes
eram fumantes passivos. Os fumantes representaram o maior grupo,
totalizando 25 pacientes, ou seja, compreendendo aproximadamente
70% dos casos de CPCNP. (As caracteristicas detalhadas de cada
participante desta fase da pesquisa podem ser visualizadas nos apéndices
A, BeD).
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Tabela 9 — Caracteristicas dos grupos utilizados na etapa de validagéo.

Pacientes Controle Controle
com CPCNP (Individuos (Individuos
saudaveis ndo saudaveis
(n = 36) fumantes) fumantes)
(n=15) (n=15)
Idade (anos), média + DP 66,4 +9,4 56,4+ 4,9 249+43
Sexo, n (%)
Feminino 12 (33,3) 9 (60,0) 9 (60,0)
Masculino 24 (67,7) 6 (40,0) 6 (40,0)
Exposicdo ao tabaco, n (%0)
Fumantes 25 (69,4)
Néo fumantes 3(8,3)
Ex-fumantes 6 (16,7)
Fumantes Passivos 2 (5,6)
Estadio TNM
| 8 (22,2)
I 5 (13,9)
11 11 (30,6)
1\ 12 (33,3)
Subtipos histoldgicos
AD 29 (80,6)
CE 7 (19,4)

AD, adenocarcinoma; CE, carcinoma escamoso, CPCNP, cancer de
pulmédo de células ndo pequenas; DP, desvio padréo.

Para melhor visualizag8o, a Figura 14 mostra as caracteristicas dos
pacientes com CPCNP participantes da etapa de validacdo com relagdo
ao subtipo histologico, estadios da doenca e exposicéo ao tabaco.
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Figura 14 — Caracteristicas dos pacientes com CPCNP participantes da
etapa de validagdo. (A) Porcentagem de casos relacionados & exposi¢do ao
tabaco; (B) Porcentagem de casos relacionados ao sub-tipo histolégico; (C)
Porcentagem de casos relacionados aos estadios da doenca.

A B C

Exposi¢do ao tabaco Sub-tiposhistolégicos  Estadios da doenca

19%
[t]

36%
(13)

W Fumantes | Nio fumantes s Adenocarcinoma ® Estadio avancado

Ex-fumantes Fumantes passivos Carcinoma escamoso Estadio inicial

5.2.2  Eficiéncia das reac¢des de gPCR

A eficiénciade amplificagdo dos genes alvo e do gene
normalizador das reacBes de gPCR foram calculadas utilizando o
LinReg software. Conforme demonstrado na Figura 15 os valores de
eficiéncia obtidos variaram de 1,86 a 2,00. O LinReg considera valores
entre 1,80 e 2,00 como uma amplificagdo eficiente (~ 100%)
(RAMAKERS et al., 2003; RUIJTER et al., 2009). Sendo assim, a
formula 274 (miR-alvo - miR-endogeno) (| \/AK e SCHMITTGEN, 2001) pode
ser aplicada para calcular a expressdo relativa dos miRNAs, pois a
eficiéncia da gPCR foi de 100%.
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Figura 15 — Eficiéncia da qPCR calculada pelo software LinReg.
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A reacdo de qPCR foi considerada eficiente quando os valores variaram de
1,80 a 2,00. Amostras 1 a 36 (pacientes com CPCNP), amostras 1 a 15
(controle de individuos saudaveis ndo fumantes) e amostras de 1 a 15
(individuos saudaveis fumantes).

5.2.3  Expressdo relativa dos miRNAs selecionados

Oito miRNAs diferencialmente expressos no soro de pacientes
com CPCNP (resultantes da andlise de microarranjo) foram
selecionados para a etapa de validacdo pelo método de RT-gPCR.
Conforme relatado anteriormente, a expressdao destes MiRNAs foi
determinada em amostras de 36 pacientes com CPCNP, 15 individuos
controle saudaveis ndo fumantes e 15 individuos controle saudaveis
fumantes. As seguintes comparacdes foram realizadas utilizando o teste
de Mann-Whitney U: Pacientes CPCNP x Controle ndo fumante,
Pacientes CPCNP x Controle fumante e Controle ndo fumante x
Controle fumante. A Figura 16 mostra a expressdo relativa (NUmero de
vezes que o nivel de expressédo foi alterado quando comparado ao grupo
controle) dos miRNAs séricos. Ndo foram observadas diferencas
significativas nos niveis de expressdo dos miRNAs, hsa-miR-16-5p (p =
0,8159; Figura 16A), hsa-miR-20a-5p (p = 0,3516; Figura 16B) e 0
hsa-miR-24-3p (p = 0,2049; Figura 16D) nos pacientes com CPCNP em
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relacdo ao controle ndo fumante. No entanto, os miRNAs, hsa-miR-21-
5p (p < 0,0001; Figura 16C), hsa-miR-572(p = 0,0004; Figura 16E),
hsa-miR-5006-5p (p = 0,0006; Figura 16F), hsa-miR-6807-5p (p =
0,0002; Figura 16G), and hsa-miR-6867-5p (p = 0,0005; Figura 16H)
diferenciaram os pacientes com CPCNP dos individuos controle ndo
fumantes com elevada significancia estatistica, mostrando uma
expressdo aumentada (upregulated). Quando os pacientes com CPCNP
foram comparados com o segundo grupo controle (individuos saudaveis
fumantes), ndo foram observadas diferencas significativas nos niveis de
expressdo do hsa-miR-16-5p (p = 0,3197; Figura 16A) e do hsa-miR-
572 (p = 0,0732; Figura 16E). Entretanto, os miRNAs, hsa-miR-20a-5p
(p =0.0277; Figura 16B), hsa-miR-21-5p (p < 0.0001; Figura 16C), hsa-
miR-24-3p (p = 0.0062; Figura 16D), hsa-miR-5006-5p (p = 0.0343;
Figura 16F), hsa-miR-6807-5p (p < 0.0001; Figura 16G) e o hsa-miR-
6867-5p (p < 0.0001; Figura 16H) apresentaram niveis de expressao
significativamente aumentados nos pacientes com CPCNP em relacdo
aos indiduos saudaveis fumantes. Além disso, os niveis de expresséo
dos miRNASs séricos entre os grupos controle também foram analizados.
Sendo assim, quando os individuos saudaveis ndo fumantes foram
comparados com os individuos saudaveis fumantes ndo foi observado
diferenca estatistica para os miRNAs, hsa-miR-16-5p (p = 0,3615;
Figura 16A), hsa-miR-20a-5p (p = 0,2808; Figura 16B), hsa-miR-21-5p
(p = 0,2134; Figura 16C), hsa-miR-24-3p (p = 0,6157; Figura 16D),
hsa-miR-5006-5p (p = 0,0620; Figura 16F) e o0 hsa-miR-6867-5p (p =
0,3099; Figura 16H). Entretanto, a significAncia ocorreu para 0s
MiRNAS, hsa-miR-572 (p = 0,0043; Figura 16E) e o hsa-miR-6807-5p
(p =0,0079; Figura 16G).
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Figura 16 — Expressdo relativa de miRNAs séricos (A — H) em pacientes
com CPCNP e individuos controle (fumantes e ndo fumantes).
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Grupos comparados: Pacientes CPCNP x Controle ndo fumante, Pacientes
CPCNP x Controle fumante e Controle ndo fumante x Controle fumante. O
nimero de cada participante estd demonstrado no gréafico. Os valores de p
indicam a diferenca estatistica entre os grupos comparados. (Teste de
Mann-Whitney U; *p < 0,05; **p < 0,001; ***p < 0,0001).

De forma geral, na etapa de validacdo deste estudo, os miRNAs,
hsa-miR-20a-5p, hsa-miR-21-5p, hsa-miR-24-3p, hsa-miR-572, hsa-
miR-5006-5p, hsa-miR-6807-5p e o0 hsa-miR-6867-5p apresentaram
elevado perfil de expressdo nos pacientes com CPCNP em relagdo aos
individuos dos grupos controle. Apenas o hsa-miR-16-5p ndo estava
alterado no soro dos pacientes com CPCNP, este fato pode ser devido ao
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aumento no nimero de amostras na etapa de validagdo ou em virtude da
diferenca de sensibilidade entre os métodos (microarranjo e gPCR).

Em seguida, o grupo de pacientes com CPCNP foi estratificado
com o intuito de investigar diferencas de expressdo nos miRNAs
selecionados em relacdo ao sexo, exposicdo ao tabaco, subtipos
histolégicos e estadio da doenca. Sendo assim as seguintes comparagdes
foram realizadas: feminino x masculino; fumantes x ndo fumantes;
escamoso x adenocacinoma; estadio inicial x estadio avancado, bem
como os quatro estadios TNM (1, I1, 111 e 1V). Com base nas analises
acima citadas, ndo foi observado diferenca significativa na expresséo
dos miRNAs (hsa-miR-16-5p, hsa-miR-20a-5p, hsa-miR-21-5p, hsa-
hsa-miR-24-3p, hsa-miR-572, hsa-miR-5006-5p, hsa-miR-6807-5p e
hsa-miR-6867-5p) na populacdo estudada. Os graficos das analises
acima citadas podem ser visualizados nos apéndices E, F, G, H e I,
respectivamente.

5.3 Analise de curva ROC

Baseado nos miRNAs que apresentaram diferenca estatistica na
fase de validacdo, a andlise de curva ROC (Receiver operating
characteristic) foi realizada para avaliar o poder diagndstico dos
candidatos a biomarcadores que distinguiram os pacientes com CPCNP
dos grupos controle. Na comparagdo entre pacientes com CPCNP e
individuos saudaveis ndo fumantes as areas sobre a curva (AUC) dos
hsa-miR-21-5p (Figura 17A), hsa-miR-572 (Figura 17B), hsa-miR-
5006-5p (Figura 17C), hsa-miR-6807-5p (Figura 17D) e hsa-miR-6867-
5p (Figura 17E) foram 0,887, 0,843, 0,811, 0,835 e 0,854,
respectivamente, revelando 88%, 75%, 80%, 92% e 80% de
sensibilidade e 66%, 69%, 80%, 66%, e 72% de especificidade,
respectivamente. Estes cinco miRNAs apresentaram uma elevada
importancia diagnéstica para 0 CPCNP.
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Figura 17 — Curva ROC para miRNAs séricos (Comparacdo: Pacientes
CPCNP x Individuos saudaveis ndo fumantes).
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Analise de Curva ROC mostrando a importancia diagnéstica para 0 CPCNP
dos miRNAs, (A) hsa-miR-21-5p, (B) hsa-miR-572, (C) hsa-miR-5006-5p,
(D) hsa-miR-6807-5p e (E) hsa-miR-6867-5p que apresentaram diferenca
estatistica na comparacdo de Pacientes com CPCNP em relacdo aos

individuos saudaveis nao fumantes.
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Além disso, a Figura 18 mostra as AUCs dos hsa-miR-20a-5p
(Figura 18A), hsa-miR-21-5p (Figura 18B), 24-3p (Figura 18C), hsa-
miR-5006-5p (Figura 18D), hsa-miR-6807-5p (Figura 18E) e hsa-miR-
6867-5p (Figura 18F) que foram capazes de diferenciar os pacientes
com CPCNP em relacdo aos individuos saudaveis fumantes. Os valores
da AUC variaram de 0,691 — 0,957. A sensibilidade para os seis
mMiRNAs foi de 65%, 83%, 75%, 74%, 86%, 94% e a especificidade foi
de 86%, 80%, 66%, 66% e 91%, respectivamente. Nesta comparacao, 0s
hsa-miR-21-5p, hsa-miR-6807-5p e hsa-miR-6867-5p demonstraram a
melhor precisdo diagnostica para o0 CPCNP.
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Figura 18 — Curva ROC para miRNAs séricos (Comparacdo: Pacientes

CPCNP x Individuos saudaveis fumantes).
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dos miRNAs, (A) hsa-miR-20a-5p, hsa-miR-21-5p, (B) hsa-miR-572, (C)
hsa-miR-5006-5p, (D) hsa-miR-6807-5p, (E) hsa-miR-6867-5p e (F) que
apresentaram diferenca estatistica na comparacdo de Pacientes com CPCNP
em relacdo aos individuos saudaveis fumantes.
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5.4  Analise de bioinformatica

Baseado nos resultados da analise de microarranjo e da etapa de
validacdo, os miRNAs, hsa-miR-5006-5p e hsa-miR-6807-5p foram
selecionados para a analise de bioinformatica. A expressdo
significativamente elevada destes miRNAs no soro de pacientes com
CPCNP esta sendo relatada pela primeira vez na literatura. Para o
melhor entendimento do vinculo destes dois candidatos com o cancer de
pulm&o a andlise de predi¢ao de alvos de miRNAs foi realizada.

A andlise das vias relacionadas aos alvos preditos do hsa-miR-
5006-5p destacaram vias relacionadas com fatores de transcri¢do. Entre
0s genes desta lista, destaca-se o fator de transcricdo FOXO3 pela sua
relacdo com o desencadeamento da apoptose e pelo seu envolvimento
com a tumorigénese quando desregulado (HUTVAGNER et al., 2001).
Diante deste cenario, hipotetiza-se que o0 hsa-miR-5006-5p possa estar
envolvido na regulagdo do gene FOXO3 no CPCNP. Além disso, Vérias
vias relacionadas com o supressor tumoral p53 estdo associadas a alvos
preditos do hsa-miR-6807-5p. Também foram encontradas vias
relacionadas com inflamacéo, como a diferenciagdo de células natural
killer e a regulagdo da importacdo do fator nuclear Kappa B (NF-kB)
para o nicleo da célula. Entre os alvos validados, foram encontrados
muitos genes relacionados a familia de fatores de transcricdo ZNF (zinc
finger family). Sendo assim, a expressdo aumentada do hsa-miR-6807-
5p pode estar relacionada com alteragdes de muitos fatores de
transcricdo como os da familia ZNF, os quais podem contribuir para o
desenvolvimento e progressao do CPCNP.



6. DISCUSSAO

O céancer de pulmdo € uma neoplasia maligna com elevada
frequéncia no mundo todo, apresentando alta letalidade e incidéncia
crescente. Entre os fatores de risco, o tabagismo est4d fortemente
associado ao aparecimento da maioria dos casos (SIEGEL et al., 2018).
Ha mais de trés décadas estudos epidemioldgicos na Gra-Bretanha
mostraram uma forte correlacdo entre o habito de fumar e a incidéncia
de cancer de pulmédo, tanto em homens quanto em mulheres (DOLL et
al., 1980). E atribuido que aproximadamente 90% dos casos ocorrem
devido ao habito de fumar e 5% devido ao tabagismo passivo
(LOURENGO e KIRCHENCHTEJN, 2016). Em nosso estudo, apenas
trés casos de CPCNP ndo estavam relacionados ao tabagismo,
possivelmente associados a outros fatores de risco (heranga genética,
exposi¢do ocupacional ou outros fatores), entretanto, 75% dos casos
diagnosticados estavam associados a exposicao ao tabaco, seja de forma
ativa ou passiva. Além disso, 16% dos individuos eram ex-fumantes.
Com relagdo a este grupo, ndo é de nosso conhecimento ha quanto
tempo 0s pacientes abandonaram o héabito de fumar. Interessante
salientar que o risco de cancer de pulmdo em ex-fumantes reduz para
50% apds 15 anos de cessar 0 habito (MONG et al., 2011). Atualmente
é estimado que 80 a 90% das mortes por cancer de pulméo entre os
homens e 75% entre as mulheres estdo relacionadas ao habito de fumar
(WHO, 2018). Além disso, a alta taxa de mortalidade dos pacientes com
CPCNP deve-se em grande parte ao fato de que o diagnéstico ocorre em
fases tardias da doenga, quando a possibilidade de um tratamento
cirlrgico ja esta limitada, como é a realidade de 64% dos pacientes do
presente estudo, os quais foram diagnosticados em fases avancadas da
doenca. Desta forma, assumindo que o céncer de pulmédo progride
sequencialmente dos estadios I-1V, quanto mais cedo for o diagnéstico,
maiores sdo as chances de cura e/ou aumento de sobrevida
(FLORCZUK et al., 2017). No presente estudo 36% dos pacientes
foram diagnosticados em estadios iniciais e segundo Howlader et. al.,
(2014) as estatisticas mundiais apresentam uma taxa ainda menor, em
que 16% dos pacientes portadores de cancer de pulmdo sdo
diagnosticados nas fases iniciais da doenc¢a. Contudo, Florcuzuk et. al.,
(2017) ressalta que um dos grandes problemas € a escassez de métodos
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efetivos para a detecgdo do CPCNP em fases iniciais. Nas Ultimas duas
décadas houve um progresso consideravel no que diz respeito aos
mecanismos moleculares do CPCNP, como é o caso do diagnostico
personalizado, baseado na classificagdo do tumor e as respectivas
caracteristicas moleculares, implicando na escolha terapéutica
direcionada.

Certamente, o diagnostico do cancer de pulmédo ainda é um
desafio devido a auséncia de sintomas clinicos e programas eficazes de
rastreamento. De fato, a maioria dos casos de cancer de pulmao é
detectada em um estagio tardio e intratdvel (GRIDELLI et al., 2015).
Além disso, o diagnostico do CPNPC na fase inicial é o elemento chave
no sucesso da terapia, bem como, melhora significativamente as taxas de
sobrevida dos pacientes (SONG et al.,, 2018). Os miRNAs sao
fundamentais na regulacdo génica, bem como, na tumorigénese, abrindo
Novos campos na pesquisa de biomarcadores, principalmente como uma
ferramenta de diagnostico (MARKOU et al., 2016). Recentemente,
estudos relacionados aos miRNAs circulantes estdo surgindo como
novos potenciais biomarcadores inclusive para o cancer de pulméo, uma
vez que podem ser detectados em diversos fluidos corporais de forma
estdvel e ndo invasiva. Neste contexto, o presente estudo buscou
explorar o uso potencial de miRNAs circulantes como candidatos a
biomarcadores para auxiliar no diagndstico do CPCNP. A primeira
etapa compreendeu a analise de microarranjo, a qual permite investigar
0s hiveis de expressdo de varios miRNAs numa Unica analise. Por meio
desta tecnologia, diversos mMiRNAs foram identificados como
diferencialmente expressos no soro de pacientes com CPCNP nas
diferentes comparacdes realizadas. Entre os miRNAs alterados, oito
mMiRNAs (hsa-miR-16-5p, hsa-miR-20a-5p, hsa-miR-21-5p, hsa-miR-
24-3p, hsa-miR-572, hsa-miR-5006-5p, hsa-miR-6807-5p e hsa-miR-
6867-5p) foram selecionados para a segunda etapa do estudo, a
validacdo pelo método de RT-gPCR. Sendo assim, os miRNAs hsa-
miR-20a-5p, hsa-miR-21-5p, hsa-miR-24-3p, hsa-miR-572, hsa-miR-
5006-5p, hsa-miR-6807-5p e hsa-miR-6867-5p foram estatisticamente
significantes mostrando niveis de expressdo elevados quando
comparados aos grupos controle (individuos saudaveis fumantes e nédo
fumantes).

Além do presente trabalho, diversos estudos tém relatado o
envolvimento do hsa-miR-21-5p com o0 CPCNP. Jiang et al. (2013) e
Yang et al. (2018) demonstraram que niveis elevados do hsa-miR-21-
5p foram encontrados no soro de pacientes com CPCNP e foram
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associados a um mau prognostico. Em outro estudo, a superexpressao do
hsa-miR-21-5p no soro de pacientes com CPCNP foi fortemente
associada a metastases linfonodais e ao estagio anvacado da doenca
(LIU et al., 2012). Zhang e colaboradores (2016) também mostraram
gue o nivel de expressdo do hsa-miR-21-5p estava significativamente
elevado em pacientes com CPCNP em relacdo aos individuos saudaveis.
Além disso, foi observado que o nivel de expressdo deste miRNA
reduziu rapidamente no plasma apds a remocao cirtrgica dos tumores. A
elevada expressdao do hsa-miR-21-5p tem sido implicada fortemente ao
CPCNP, ao passo que, este miRNA foi classificado como um oncomir,
o0 qual esta envolvido no desenvolvimento e progressao desta neoplasia
(ZHU et al., 2007). Foi reportado que o hsa-miR-21 é regulador do gene
supressor tumoral PTEN. Este gene participa da regulacdo do ciclo
celular protegendo as células do crescimento e divisdo descontrolada, no
entanto mutagcbes em PTEN estdo diretamente relacionadas ao
desenvolvimento do cancer. Foi demonstrado que o hsa-miR-21 alterado
reprime o supressor tumoral PTEN e estimula o crescimento e invasdo
no CPCNP, deste modo, em resposta a expressdo aumentada do miR-21
a expressdo de PTEN é reduzida, indicando uma baixa sobrevida nos
pacientes portadores da doenca (JIANG et al., 2012; LIU et al., 2013).
Ainda, Seike e colaboradores (2009) demonstraram uma correlacéo
significativa entre o gene EGFR e 0s elevados niveis de expressdo do
hsa-miR-21 no cancer de pulmdo. Além disso, foi relatado que a
supressdo do hsa-miR-21 por um inibidor de tirosina cinase (AG1478)
mostrou que a via de sinalizacdo de EGFR regula a expressdo do hsa-
miR-21. Neste contexto, 0 aumento da expressdo do hsa-miR-21, que é
reforcada pela via de sinalizacdo do EGFR, desempenha um papel
significativo na carcinogénese pulmonar em pessoas que nunca
fumaram, assim como em fumantes. Também foi demonstrado in vivo
que a superexpressdo do hsa-miR-21 acentua a tumorigénese e que a
delecdo genética deste miRNA apresenta efeito protetor contra a
formacdo dos tumores (HATLEY et al., 2010). Neste contexto, a
superexpressao do hsa-miR-21-5p, o qual vém sendo amplamente
estudado, sugere grande importancia no diagnostico do CPCNP, bem
como no acompanhamento dos pacientes durante e ap6s o tratamento
desta malignidade.

A alteracdo do hsa-miR-24 também foi relatada por Zhao et al.
(2012), o qual mostrou um aumento do hsa-miR-24 no soro e no tecido
de pacientes com CPCNP e a alta expressdo deste miRNA foi
correlacionada com uma menor sobrevida dos pacientes. Também foi
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observado que a deplecdo do hsa-miR-24 inibiu a proliferagdo celular e
reduziu a capacidade de formacdo de tumores em camundongos. Em
outro estudo, de Le e colaboradores (2012), demonstraram que o nivel
de expressdo do hsa-miR-24 estava elevada no soro de pacientes com
cancer de pulmdo em relacdo ao grupo controle composto por
individuos saudaveis. Positivamente, apds a retirada dos tumores, 0s
niveis de expressdo deste miRNA estava significativamente diminuido
guando comparado com as amostras da fase pré-operatoria. Além disso,
a superexpressao do hsa-miR-20a-5p também foi relatada em pacientes
com CPCNP, e apds o tratamento cirdrgico baixos niveis de expressdo
foram encontrados no plasma destes pacientes (ZHANG et al., 2016). E
importante  ressaltar que muitos miRNAs sdo encontrados
individualmente, enquanto outros podem estar agrupados (clustered
miRNAS) e parecem atuar cooperativamente (SUN et al., 2013). O hsa-
miR-20a-5p é um importante membro pertencente ao cluster hsa-miR-
17-92. Estes miRNAs sdo responsaveis pela homeostase e
desenvolvimento normal do pulmao, cujas alteracGes de expressdo tem
sido implicadas em vérias doengas pulmonares inclusive no cancer (EBI
et al., 2009; ROGERS et al., 2015). Foi relatado que a superexpressao
dos membros do cluster hsa-miR-17-92 pode estar relacionada com a
baixa expressdo do gene PTEN deste modo, promovendo a proliferacdo
celular e a progressdao do céncer (XIAO et al.,, 2008; OSADA e
TAKAHASHI, 2011). Os resultados deste estudo também mostraram
gue o hsa-miR-6867-5p apresentou uma excelente sensibilidade e
especifidade quando se trata do poder diagnostico, emergindo como um
potente candidato para auxiliar na deteccdo do CPCNP. Além disso, este
€ o primeiro estudo que relaciona os altos niveis de expressdo deste
miRNA com o CPCNP.

O adenocarcinoma representa 0 subtipo histoldgico
predominante entre todos os tipos de cancer de pulméo (40%), enquanto
que o carcinoma escamoso possui frequéncia menor, aproximadamente
20% dos casos (DAVIDSON et al., 2013; TRAVIS et al., 2015).
Adicionalmente, estudos demonstraram que embora todos 0s tipos
histologicos estdo associados a exposicdo ao tabaco, existe uma forte
associacdo de individuos fumantes com o carcinoma escamoso, e de
individuos ndo fumantes com o adenocarcinoma (GABRIELSON, 2006;
SUN et al., 2007). Entretanto, estudos vém demonstrando que 0s casos
de adenocarcinoma estdo se tornando mais comuns entre os fumantes, e
gue estdo aumentando consideravelmente nos Gltimos anos (KENFIELD
et al., 2008; GROOT e MUNDEN, 2012). Realidade também
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encontrada no presente estudo, que além do carcinoma escamoso ser o
subtipo histolégico menos frequente, todos os casos foram associados ao
tabagismo, enquanto que os casos de adenocarcinoma, subtipo
predominante, caracterizaram-se por apresentar 18 fumantes, seis ex-
fumantes, dois ndo fumantes e dois fumantes passivos. Atualmente, a
classificacdo diagnostica destes tumores é baseada nos exames
histologicos. Neste contexto, 0s miRNAs também estdo surgindo como
potentes ferramentas para auxiliar a distinguir os subtipos histolégicos
do CPCNP como é o caso do adenocarcinoma e do carcinoma
escamoso. O estudo de Del Vescovo e colaboradores (2012) demonstrou
gue os niveis de expressdo do hsa-miR-205 estavam significativamente
diminuidos no carcinoma escamoso quando comparado ao
adenocarcinoma. No entanto, na etapa de validacdo do presente trabalho
ndo foram observadas diferencas significativas na expressdao dos
mMiRNAs em relacdo a comparacdo AC x CE. Diante disso, estudos
futuros serdo interessantes para alavancar a busca de novos miRNAs que
sejam capazes de diferenciar os subtipos histolégicos do CPCNP e
eventualmente contribuir para a escolha terapéutica direcionada.

No presente estudo, observou-se significancia estatistica nos
niveis de expressdo do hsa-miR-572 na comparacdo entre oS grupos
controle (individuos saudaveis ndo fumantes em relacdo aos individuos
saudaveis fumantes). Sabe-se que o consumo de tabaco na forma de
cigarros é um héabito mundial e de fato, o tabagismo é um fator de risco
bem estabelecido por estar fortemente associado ao aparecimento do
cancer de pulméo (XIAO et al., 2008). A exposi¢do sistémica e crbnica
de nicotina esta associada as modificacdes genémicas especificas das
vias aéreas, bem como dos tecidos pulmonares e tem sido implicada na
desregulacdo de varios miRNAs (KERR, K. M., 2001; VERMA e
LAUTENSCHLAEGER, 2016; INCA, 2018d). Neste trabalho, a
expressdo elevada do hsa-miR-572 nos individuos saudaveis fumantes
(idade entre 20 e 34 anos) em relacdo aos individuos ndo fumantes
mostrou uma tendéncia de que o tabagismo pode contribuir com
alteracdes nos niveis de expressdo dos miRNAs, conduzindo para o
desenvolvimento do CPCNP. Neste contexto, Shi e colaboradores
mostraram miRNAs alterados quando individuos jovens saudaveis
fumantes foram comparados com individuos saudaveis ndo fumantes.
Foi observado que o0 hsa-miR-572 também estava alterado nos
individuos fumantes, sugerindo que individuos jovens fumantes
apresentam alta suscetibilidade para o desenvolvimento do CPCNP,
sendo a idade um fator determinante para o surgimento da doenca (SHI
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et al., 2016). Além disso, com o intuito de verificar a desregulacdo de
miRNAs associada ao tabagismo, Huang et. al. (2014) verificaram o0s
niveis de expressdo de miRNAs no soro de trés grupos amostrais,
pacientes com CPCNP (associados ao tabagismo), individuos fumantes
e ndo fumantes. Com base nos resultados, foi demonstrado que o miR-
let-7i-3p estava alterado no soro de pacientes com CPCNP bem como no
controle fumante, evidenciando o fato de que a exposi¢cdo ao tabaco
pode induzir alteracGes na expressao de miRNAs séricos e consequente
estar associado ao CPCNP.

Adicionalmente, este estudo revelou que o hsa-miR-5006-5p
apresentou diferenga significativa em distinguir os pacientes com
CPCNP em relagdo aos individuos saudaveis ndo fumantes, bem como,
demonstrou boa sensibilidade e especificidade para diagnosticar a
doenca. Importante ressaltar que este é o primeiro estudo a mostrar altos
niveis de expressdo do hsa-miR-5006-5p em pacientes com CPCNP.
Além disso, baseado no resultado da analise de bioinformatica, foi
identificado que o hsa-miR-5006-5p pode estar envolvido com a
regulacdo do gene FOXO3 (Forkhead box O3) no CPCNP. A
desregulacdo dos fatores de transcri¢cdo da familia FOX tem um papel
crucial no desenvolvimento e progressao do cancer, como a proliferacéo
celular descontrolada e resisténcia a apoptose (HUTVAGNER et al.,
2001). De fato, estudos tém evidenciado a baixa expressdo do gene
FOXO03 no CPCNP (HERZOG et al., 2009; LI et al., 2015; LIU et al.,
2015). No estudo de Liu et. al. (2015) a regulagdo down deste gene
estava significativamente relacionada com o nivel de malignidade dos
tumores, estadiamento TNM e metéstase linfonodal. Deste modo, a
desregulacdo do FOXO3 pode desempenhar um papel importante na
ocorréncia e desenvolvimento do CPCNP. Além disso, este gene esta
envolvido na apoptose mediada por cisplatina, desta forma, atenua o
efeito do fa&rmaco em pacientes com céncer de pulmdo (LIU et al.,
2014). Neste trabalho, o hsa-miR-5006-5p estava upregulated em
pacientes com CPCNP, portanto, um alto nivel de expressdo desse
miRNA pode contribuir para a baixa regulagdo do FOXO3, tornando-se
um biomarcador relacionado ao desenvolvimento do cancer de pulmao.

Este trabalho também mostrou com alta significancia niveis
elevados do hsa-miR-6807-5p nos pacientes com CPCNP em relacéo
aos individuos saudaveis dos grupos controle (fumantes e ndo
fumantes), bem como, demonstrou boa sensibilidade e especificidade
quanto ao poder diagndstico para 0 CPCNP. Além disso, por meio deste
estudo, os altos niveis de expressdo do hsa-miR-6807-5p no soro de
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pacientes com CPCNP também estdo sendo apresentados pela primeira
vez na literatura. Ainda, foi demonstrado neste trabalho que o hsa-miR-
6807-5p pode estar envolvido no CPCNP por meio da regulagdo de
alguns fatores de transcricdo como a familia ZNF (Zinc finger family).
Nas ultimas décadas, evidéncias crescentes tém mostrado o papel da
familia ZNF na progressdo do cancer. Estes fatores de transcricao ligam-
se a sequéncias especificas de DNA, controlando assim a transcri¢do
génica. Sendo assim, a expressdo desregulada, ativacdo ou inativacdo de
fatores de transcri¢do através de mutaces e translocagdes desempenham
papéis criticos na tumorigénese (JIANG et al., 2012), como é o caso do
supressor tumoral ZNF545 o qual apresentou expressao diminuida em
células de cancer de pulmdo (CHENG et al., 2012). Curiosamente, foi
demonstrado que a perda de atividade de ZNF33 (Kaiso) induzida pela
fumaca do cigarro pode alterar a expressdo de alguns genes e estar
envolvida com o cancer de pulmdo (ZHANG et al., 2016). Neste
sentido, a desregulacdo deste miRNA pode ser uma indicacdo de
expressao alterada de alguns fatores de transcri¢do, como a familia ZNF,
que, por sua vez, pode aumentar a progressao e o desenvolvimento do
cancer. Com base nos resultados aqui apresentados, 0 miRNA-6807-5p
pode ser Gtil no diagnéstico de CPCNP como um potencial biomarcador
n&o invasivo.

Neste contexto, os MiRNAs circulantes apresentam grande
potencial para atuarem como biomarcadores nao invasivos auxiliando no
diagndstico do CPCNP orientando a decisdo clinica, pois conforme
exposto na literatura e demonstrado neste trabalho, a expressao
diferencial, desregulada destes pequenos RNAs estd associada ao
desenvolvimento, invasdo e metastase.






CONCLUSAO

- Este estudo identificou com sucesso diferencas nos niveis de
expressdao de miRNAS circulantes no soro de pacientes com
CPCNP em comparacdo aos individuos dos grupos controle.

- 0Os miRNAs hsa-miR-20a-5p, hsa-miR-21-5p, hsa-hsa-miR-
572, hsa-miR-5006-5p, hsa-miR-6807-5p e o0 hsa-miR-6867-5p
apresentaram expressdo elevada no soro de pacientes com
CPCNP e mostraram uma interessante abordagem diagnostica.

- Na comparagdo da expressdo relativa dos miRNAs em relacdo
as caracteristicas clinicas dos pacientes com CPCNP ndo houve
diferenca entre os grupos analisados, em relacdo ao sexo dos
pacientes, subtipo histoldgico, exposi¢do ao tabaco e ao estadio
da doencga, possivelmente com o aumento no nimero de casos
poderia confirmar a diferenca entre 0s grupos.

- Os miRNAs hsa-miR-5006-5p e hsa-miR-6807-5p parecem
estar envolvidos com genes ligados ao cancer de pulméo, e a
relacdo destes dois miRNAs com o CPCNP esté sendo relatada
pela primeira vez na literatura.

- 0Os miRNAs hsa-miR-20a-5p, hsa-miR-21-5p, hsa-miR-24-3p,
hsa-miR-572, hsa-miR-5006-5p, hsa-miR-6807-5p e o0 hsa-
miR-6867-5p sdo potenciais biomarcadores, e aliados a outros
estudos, representam uma nova estratégia para o diagnostico
auxiliar do CPCNP.

- Estes miRNAs também podem atuar como marcadores para o
monitoramento pds-cirirgico e no acompanhamento dos
pacientes com CPCNP submetidos as terapias farmacoldgicas.

- Além disso, estes mMiRNAs séricos podem ser (teis como uma
ferramenta ndo invasiva na triagem de grupos que apresentam
alto risco para o desenvolvimento do CPCNP.






8. PERSPECTIVAS

v

v

Verificar experimentalmente a relacdo do gene predito FOXO3
com o hsa-miR-5006-5p.

Verificar experimentalmente a relacdo da familia ZNF com o hsa-
miR-6807-5p.

Verificar a expressdao dos miRNAs validados neste estudo no soro
de pacientes com CPCNP que ja foram submetidos a algum tipo de
tratamento, seja cirdrgico, quimio ou radioterapico com o intuito
de serem utilizados no monitoramento da doenga.
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APENCIDE A - CARACTERITICAS DETALHADAS DOS
PACIENTES COM CPCNP.

Pacientes Faixa Sexo Exposicdo  ao Subtipo Estadio

CPCNP etaria tabaco histologico TNM
P01 52 F Fumante AD v
P02 53 F Fumante AD HIA
P03 80 M Ex-fumante AD 1B
P04 57 M Fumante AD 1B
P05 58 M Fumante CE 1B
P06 60 M Fumante AD v
pPo7 74 M Fumante AD 1A
P08 56 F Fumante AD 1A
P09 64 M Fumante AD v
P10 55 F Ex-fumante AD 1B
P11 68 M Ex-fumante AD IB
P12 77 M Ex-fumante AD v
P13 62 F Fumante CE v
P14 67 M Ex-fumante AD v
P15 55 M Nao-fumante AD v
P16 83 M Fumante CE 1A
P17 58 F Fumante AD 1A
P18 59 M Fumante CE \V4
P19 70 M Fumante AD 1B
P20 64 M Fumante CE 1B
P21 61 M Fumante AD 1B
p22 68 M Fumante AD 1A
P23 76 F Fumante AD 1A
P24 73 M Fumante AD 1A
P25 63 M Fumante AD v
P26 83 F Nao fumante AD 1B
p27 57 M Nao fumante AD v
P28 61 F Fumante AD A
P29 72 F Fumante AD A
P30 68 M Fumante CE 1A
P31 71 M Passivo AD 1A
P32 74 F Fumante AD 1B
P33 84 F Fumante AD 1A
P34 66 M Ex-fumante AD v
P35 84 M Fumante CE v
P36 60 M Passivo AD IB

AD, adenocarcinoma; CE, carcinoma escamoso; CPCNP, cancer de pulmdo de
células ndo pequenas; F, feminino; M, masculino; P, paciente.
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APENCIDE B - CARACTERITICAS DETALHADAS DO GRUPO
CONTROLE COMPREENDINDO POR INDIVIDUOS
SAUDAVEIS NAO FUMANTES.

Controle ndo fumante Faixa etaria Sexo
Cco1 50 F
C02 54 F
C03 51 M
Co4 52 F
C05 58 F
C06 52 M
Cco7 56 M
Cco8 54 M
C09 57 F
C10 56 F
Ci1 61 F
Ci12 58 F
C13 58 F
C14 70 M
C15 58 M

C, controle; F, feminimo; M, masculino
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APENCIDE C - ELETROFEROGRAMAS DAS AMOSTRAS DE
RNA TOTAL DESTE ESTUDO (QUADRO 1 - PACIENTES COM
CPCNP E QUADRO 2 - INDIVIDUOS CONTROLE).

Quadro 1
[FUl~ [Ful |
PO1 . P02
54 5
=L |- T 1 T_— — ot |- |- |-_.||_“F'_|'_q—_ —
25 200 4000 [nt] 25 500 4000 [nt]
[FU] [FU]4
7 P03 P04
=) |
0= I' .I I II. T - - - e S T I\.\I- -I.I T
25 500 4000 [nt] 25 500 4000 [nt]
[FU] [FU]
20 PO5 - P06
10 10
0 IJ 7I T T T T " T _l. .I- m T
25 200 1000 4000 [nt] 25 200 4000 [nt]
[Ful [FU]
| P07 20 P08
104 10
0 R 0 ——
T T T T T T T T T T T T
25 200 1000 4000 [nt] 25 200 1000 4000 [nt]
[FU] [FUlg
10| | P09 [ P10
- 10
0 - - 0 s
T T 1T T T I 1 I Ll 1
25 200 4000 [nt] 25 200 4000 [nt]
[FU] [FU] .
7 P11 7 P12
10— 10
0 b - 0— il e

L L T T T T 1T 1 T
25 200 1000 4000 [nt] 25 200 1000 4000 [nt]



Continuagdo Quadro 1

[FUI

P13
10 |
0 ze:
| L 1 LR
25 200 4000 Int]
[FUl4
i P15
10
0 [y o
T T T T T T
25 200 1000 4000 [nt]
[FU]
b P17
10 \
o | S .
I I I L 1
25 200 4000 [nt]
[FU]
20 1 P19
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0 :
T T T T T
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U = 1 P
T T T T TT
25 200 4000 [nt]

FU: unidade de fluorescéncia; [nt]: nucleotideo.

[FU]
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P14

P16

[nt]

P18

[nt]

P20

[nt]



Quadro 2

[Fu] |
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5_
0_

Cco1

25 500 4000 [nt]

Co3

T
25 500 4000 [nt]

CO05

25 200 4000 [nt]

Cco7

25 200 4000 [nt]
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ol U T
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I
1000 4000 ([nt]
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C02

0 ~t—w=ri

T T
25 500 4000

LR T

[nt]

Co4

T TR
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25 200 4000

L .

[nt]

CO06

25 200 4000

[nt]

Co8

[nt]

C10

S

T T
25 200 4000

F\.

A

[nit]

C12

T L
25 200 4000

FU: unidade de fluorescéncia; [nt]: nucleotideo.

[nt]
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APENCIDE D - CARACTERITICAS DETALHADAS DO GRUPO
CONTROLE COMPREENDIDO POR INDIVIDUOS
SAUDAVEIS FUMANTES.

Controle fumante Sexo Faixa etaria
CF01 F 34
CF02 M 32
CF03 F 26
CF04 F 21
CF05 F 29
CF06 M 28
CF07 F 20
CF08 F 23
CF09 M 27
CF10 M 23
CF11 F 20
CF12 F 23
CF13 F 23
CF14 M 20
CF15 M 25

CF, controle fumante; F, feminimo; M, masculino
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SELECIONADOS (A -
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— EXPRESSAO RELATIVA DOS MIRNAS
RELACAO AO SEXO DOS

H) EM

PACIENTES COM CPCNP.
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O numero de cada participante estd demonstrado no grafico. Os valores de p
indicam a diferenca estatistica entre 0s grupos comparados (Feminino x
Masculino). Teste de Mann-Whitney U.
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APENCIDE F - EXPRESSAO RELATIVA DOS MIRNAS
SELECIONADOS (A - H) EM RELACAO A EXPOSICAO AO
TABACO NOS PACIENTES COM CPCNP.
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O ndmero de cada participante esta demonstrado no grafico. Os valores de p
indicam a diferenca estatistica entre os grupos comparados (Pacientes com CPCNP
ndo fumantes x Pacientes com CPCNP fumantes). (Teste de Mann-Whitney U).
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APENCIDE G - EXPRESSAO RELATIVA DOS MIRNAS
SELECIONADOS (A - H) EM RELAGCAO AOS SUBTIPOS
HISTOLOGICOS DO CPCNP NOS PACIENTES ACOMETIDOS
PELA DOENCA.
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O ndmero de cada participante esta demonstrado no grafico. Os valores de p
indicam a diferenca estatistica entre os grupos comparados (Carcinoma escamoso
(CE) x Adenocarcinoma (AD)). (Teste de Mann-Whitney U).
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APENCIDE H - EXPRESSAO RELATIVA DOS MIRNAS
SELECIONADOS (A - H) EM RELACAO A AOS ESTADIOS DA
DOENCA NOS PACIENTES COM CPCNP.
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O numero de cada participante estd demonstrado no grafico. Os valores de p
indicam a diferenca estatistica entre os grupos comparados (Pacientes com CPCNP
estadio inicial x Pacientes com CPCNP estadio avangado). (Teste de Mann-

Whitney U).
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EXPRESSAO RELATIVA DOS MIRNAS

SELECIONADOS (A — H) EM RELACAO A AOS ESTADIOS
TNM I A IV NOS PACIENTES COM CPCNP.
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O numero de cada participante estd demonstrado no grafico. Os valores de p
indicam a diferenca estatistica entre os grupos comparados (I X I, I x Ill, | X IV, Il X
I, 1% 1V, 11 % V). (Teste de Mann-Whitney U).






ANEXO 1 - Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE).

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Projeto de pesquisa: Investigacdo de miRNAs como biomarcadores diagnosticos para o cancer de pulméao

Os pesquisadores da Universidade Federal de Santa Catarina e do Hospital de Caridade estdo
desenvolvendo este projeto colaborativo, sob a coordenacéo da Professora Tania Beatriz Creczynski Pasa, para
estudar os mecanismos celulares e moleculares envolvidos nas doengas torcicas. Esse projeto visa fornecer
bases para o desenvolvimento de diagndsticos mais precisos para propiciar estratégias terapéuticas mais
eficazes para o combate a doenca.

Vocé estd sendo convidado(a) a participar deste estudo na qualidade de voluntario. Vocé tem toda a
liberdade em decidir se deseja participar ou ndo do mesmo. Ndo ha nenhuma consequéncia negativa, caso vocé
decida néo participar.

Caso vocé concorde em participar do estudo, necessitaremos da sua autorizagcdo para acessar seu
prontuario médico hospitalar, bem como utilizar uma pequena parte da amostra do material ja retirado para a
bidpsia de tecido e da coleta de soro para a realizagdo do diagnostico.

Quanto a coleta do tecido, serdo retirados fragmentos da lesdo endobrénquica conforme procedimento
normal de rotina para bidpsia. Os riscos associados serdo exclusivos ao procedimento de bidpsia, que é uma
cirurgia indicada pelo médico responsavel em fun¢do do quadro clinico do paciente. Eventualmente, pode
ocorrer sangramento no local e nas lesdes periféricas com risco de pneumotdrax. Apds 0 exame, 0 paciente
permanecera em recuperacao pés-anestésica sendo avaliado para alta hospitalar ou retorno ao setor que esta
internado. A coleta de sangue serd realizada em ambiente adequado e complicacdes em virtude deste
procedimento sdo raras e de pequeno porte, mas existe a possibilidade de leve sensacdo de dor no local
decorrente da pungdo, bem como a formagdo de hematoma que desaparece em poucos dias. Em ambos os
processos a equipe terd todos os cuidados para evitar qualquer desconforto para o paciente durante os
procedimentos em questdo. Se isso acontecer, a equipe tomara as medidas necessarias para diminuir este
desconforto.

Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos propostos neste estudo, o
participante tem direito a tratamento médico na Instituicdo, bem como as indenizacbes legalmente
estabelecidas.

Salientamos que a sua participacdo neste projeto pode beneficiar futuramente pacientes com cancer de
pulmao, uma vez que biomarcadores como 0os miRNAs quando detectados precocemente podem propiciar uma
abordagem terapéutica antecipada, como também podem ser Uteis na recidiva da doenca, sobrevida e resposta
terapéutica.

Nenhum nome ou endereco sera associado com a amostra coletada, tornando sua participacédo
confidencial. Ndo ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo, incluindo exames e
consultas. Também n&o h& compensacéo financeira relacionada a sua participagdo. Se existir qualquer despesa
adicional, ela sera absorvida pelo orcamento da pesquisa.

As amostras bioldgicas serdo utilizadas apenas pelos pesquisadores envolvidos neste Projeto.
N&o havera nenhum beneficio médico para os participantes do estudo.

Os dados e registros pessoais dos participantes serdo mantidos em sigilo no Hospital de Caridade e
somente 0s pesquisadores diretamente relacionados ao projeto terdo acesso aos mesmos. Vocé sera
informado(a) dos resultados ao final da pesquisa. Além do mais, em qualquer momento e por qualquer
circunstancia vocé tem toda liberdade de contatar o coordenador do projeto para requerer informacdes
adicionais ou mesmo requerer sua saida do estudo. Os resultados cientificos gerados com essa pesquisa serdo
disponibilizados para dominio publico por meio de publicacfes de teses e artigos cientificos.

Né&o serdo realizados procedimentos além dos acordados previamente com o paciente, nem havera
nenhum risco para o paciente resultante especificamente deste estudo. Além disso, o0 paciente tera
acompanhamento médico durante e apds a coleta das amostras bioldgicas.

ATENCAO: Para informar ocorréncias irregulares ou danosas durante a sua participacéo no estudo, dirija-se ao: Laboratério GEIMM,
Campus Universitario, Rua Delfino Conti s/n, CCS, Bloco H, 4° andar, Trindade, Floriandpolis — SC, (48) 3721-2212 ou ao Comité de Etica
Em Pesquisa Com Seres Humanos da UFSC que se encontra no Prédio Reitoria I, R: Desembargador ~ Vitor Lima, n° 222, sala
401, Trindade, Florian6polis/SC, CEP 88.040-400, e- mail: cep.propesq@contato.ufsc.br, Telefone: + 55 48 3721-6094
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APRESENTAM-SE ABAIXO OS TERMOS DA DECLARAGCAO PARA PARTICIPAGAO DESTE
ESTUDO:

Eu (nome), portador da CI (n° e Orgdo emissor)
, CPF , autorizo a utilizacdo de uma amostra da bidpsia e/ou da
excisdo cirlrgica para remocdo do tumor do pulmdo, bem como uma pequena amostra de soro, para o
desenvolvimento de estudos referentes ao projeto de pesquisa “Investigacdo de miRNAs como biomarcadores
diagnosticos para o cincer de pulmdo” a ser realizado na Universidade Federal de Santa Catarina com
colaboracdo do Hospital de Caridade em Floriandpolis nos termos descritos acima. Durante a entrevista, recebi
informacdes sobre o estudo acima e me senti completamente esclarecido quanto aos objetivos do trabalho. Li e
entendi todas as informacgdes fornecidas sobre minha participagdo nesta pesquisa, além disso entendo que
receberei uma copia assinada deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e que uma via deste
documento ficard com o responsavel pela pesquisa. Estou ciente de que a participacdo no projeto € voluntaria e
ndo acarreta 6nus para mim e/ou minha familia/tutelado legal. Sei ainda que em qualquer momento, posso
pedir maiores esclarecimentos ao pesquisador responsavel, bem como cancelar a participacdo sem que isso
traga prejuizo ao meu tratamento. Além disso, ficou claro que serei indenizado por qualquer dano que venha a
sofrer com a participacdo da pesquisa podendo ser encaminhado para o Hospital de Caridade sem 6nus
financeiro.

Paciente ou representante legal Data

O estudo serad realizado na Universidade Federal de Santa Catarina, Campus Reitor Jodo David
Ferreira Lima, Bairro Trindade, CEP: 88040-900, Floriandpolis — SC, especificamente no Laboratério
GEIMM, Campus Universitario, Rua Delfino Conti s/n, CCS, Bloco H, 4° andar, Trindade, Florianopolis

— SC, (48) 3721-2212, sob a coordenacdo da Prof. Tania Beatriz Creczynski Pasa, cujo enderego é
Rodovia Haroldo Soares Glavan, 3522, casa 213, Condominio Marina Del Rey, Cacupé, Floriandpolis, SC,
(48) 3733-5451 e 8406-6658, tania.pasa@ufsc.br. Os pesquisadores, abaixo assinados se comprometem com a
privacidade das informagdes realizadas no &mbito da pesquisa e com o cumprimento das a¢fes acima citadas.

Ainda, o Comité de Etica Em Pesquisa Com Seres Humanos da UFSC encontra-se no Prédio Reitoria II,
R: Desembargador Vitor Lima, n® 222, sala 401, Trindade, Florian6polis/SC, CEP 88.040-400, e- mail:
cep.propesg@contato.ufsc.br, Telefone: + 55 48 3721-6094.

Médico Responsavel Data

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o0 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
deste paciente ou representante legal para participacdo neste estudo.

Ténia Beatriz Creczynski Pasa Data
Pesquisadora Responsavel pelo estudo
CPF 551695540-87
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