@

N

Expressio dos microRINAs let-7a e miR-21 em Carcinomas Epidermdides e Adenocarcinomas do Pulméo

Catarina 5.P. Gomes

FACULDADE DE CIENCIAS E TECNOLOGIA
UNIVERSIDADE DE COIMBRA

Expressaodos microRNAs let-7ae miR-21 em Carcinomas
Epidermoides e Adenocarcmomas do Pulméo

Catarina Sofia dos Santos Pedreira Gomes

2011




DEPARTAMENTO DE ZOOLOGIA

FACULDADE DE CIENCIAS E TECNOLOGIA
UNIVERSIDADE DE COIMBRA

Expressaodos microRNAs let-7ae miR-21 em
Carcimomas Epidermoides e Adenocarcinomas
doPulmao

Dissertagio apresentada a Universidade de
Coimbra para cumprimento dos regquisitos
necessarios a obtengfo do grau de Mestre em
Biologia, realizada sob a orientagfio cientifica do
Professora Doutora Maria da Graga dos Santos
Pratas do WVale (Universidade de Coimbra,
FCTUC) e do Professora Doutora Lina Maria
Rodrigues Carvalho (Universidade de Coimbra,
FMUC)

Catarina Sofia dos Santos Pedreira Gomes

2011



Agradecimentos

Esta dissertacdo de mestrado decorre de uma experiéncia Unica que passou pelo
patamar profissional, sem ddvida, mas pela componente humana também. Como tal,
agradeco:

As orientadoras deste projecto, Professora Doutora Maria da Graca dos Santos
Pratas Vale que aceitou ser a minha orientadora interna (pela Faculdade de Ciéncias e
Tecnologia da Universidade de Coimbra) e que juntamente com a, orientadora externa
Professora Doutora Lina Carvalho (Faculdade de Medicina da Universidade de
Coimbra), pela oportunidade de desenvolver a tese, pelo apreco e dedicacdo na sua
orientacdo, pelo apoio, a partilha do saber, disponibilidade e amizade que sempre me
dispensaram

A Dra. Maria Silva apoio técnico e cientifico, pelas valiosas contribuicdes para o
trabalho, pela disponibilidade sempre manifestada, pela confianca que depositou em
mim, pela paciéncia e pela amizade

Ao Instituto de Anatomia Patologia da Universidade e a toda a sua equipa, pelo a-
vontade na adaptacéo, pelas excelentes condi¢Ges e ambiente proporcionado, pela ajuda
técnico-cientifica.

Ao Dr. Paulo Santos, Dra. Isabel Velada e pela sua ajuda na disponibilizacédo do
equipamento técnico para a realizacdo da anélise de expressdo genética e consequente
interpretacédo essencial para a realizacao deste projecto.

A Professora Doutora Isabel Luci, coordenadora do Mestrado em Biologia pela
disponibilidade e paciéncia demonstrada ao longo desta etapa.

A todos os colegas, amigos e professores que desde o pré-escolar até hoje que

fizeram parte da minha vida partilhando todo o seu saber académico e empirico.



A familia, sem ela ndo estaria certamente aqui. Por isso agradeco as minhas Tias
Paula e Irene e prima Joana pelos miminhos que me mandavam aos fim-de-semana e
gue adogaram os meus dias.

Agradeco também ao meu padrinho de baptismo Dr. Carlos Guerra pelo apoio e
sorrisos demonstrados quando teve conhecimento que uma das suas afilhadas tinha
escolhido elaborar pesquisa no campo da oncobiologia, (area que também lhe suscita
interesse a nivel profissional).

E "last but not least"agradecer o apoio dado ao longo desta etapa aos meus pais
Pedro Gomes e Teresa Gomes e irmdo Filipe Gomes, pelo apoio incondicional, por
proporcionarem-me excelentes condigdes de estudo, permitindo-me assim explorar

novos caminhos.



Indice Geral

ADIeVIAatUras € SIGIAS ......ccvviieiieii ettt nae s 1
RESUMO ... 3
AADSEIACT. ...ttt bbb n e 4
(@=T 011 (U1 (o TR [ 1 i oo [UTo= 1o PSP 5
1.1. Epidemiologia do cancro do pulMa0..........cccceevueiieiieie i 6
1.2. Biogénese e Mecanismos de Accao dos MICrORNAS .........ccccceevvevievieceecieennns 7
1.3. microRNASs no carcinoma do PUlMA&0.........cccceevveiie i 9
B @ o T=To1 1Yo SRS 10
Capitulo 2 — Material @ MEtOAOS .........ccceciiiiiiiecicceece e 11
2.1 MALEITAL ... s 12
2.2, IMIBLOUOS ...ttt bbbt 17
2.2.1. SeleCCA0 dAS AMOSIIAS.....ccueeiieeeeeiie ittt ettt 17
2.2.2. MicrodissecGao a Laser (MDL) .....ccccoviiiriieieiie e 17
2.2.3. EXIracGao de RNA ... .o 19
2.2.4. TranSCriGAO REVEISA. .....ccuieuieieiiiiieiiesie sttt 19
2.2.5. Quantificaglo de RINA ........ooiiiiie e 20
2.2.6. PIIMEIS ..ot 20
y 3 =103 = SO 20
2.2.8. ANAliSe ESAtiSICA........ciuieeiriiiiiieeriee e 21



Capitulo 3 — RESUITATOS........cveieieriecie e ens 22

3.1.1. EXPressao de MIR-2L .......c.cooiiiiiiiiiiiieeeiee e 23
3.1.2. Analise da EXPressao de Let7a ......ccccoriiereirinieieesesie e 26
Capitulo 4 — DiSCUSSA0/CONCIUSAD.........ccveieieieieie e se et 28
Capitulo 5 — Perspectivas Futuras Para os Estudos dos miRNA ..............ccccvevenee. 33
Capitulo 6 — Referéncias Bibliograficas...........cocoovireiiiiiiiciieeeee e 35



Indice de Figuras

Figura 1 - Lista dos dez tipos de cancro — novos casos estimados e mortes estimadas

POr CANCIO = EU, 2007 ittt 6
Figura 2 - Biogénese do MIRNA. ..o 8
Figura 3 — Distribuicdo do Género na Amostra de acordo com o Tipo Histoldgico..... 16
Figura 4 — Grafico Da Distribuicdo de Idades na AmMOStra ...........cccevvevveivenesiiesiennnnn 16
Figura 5 — Sistema de microdissec¢ao a laser computadorizado PALM ...................... 17

Figura 6 - Disseccdo de Tumor com Sistema de microdisseccdo a laser
computadorizado PALM ..o 18

Figura 7 — kit miRNeasy FFPE Kit (Qiagen, Hilden, Germany) para tecidos parafinados

........................................................................................................................................ 19
Figura 8 — Fluxograma do Protocolo Experimental do RT-gPCR em Tempo Real...... 21
Figura 9 — EXpressao de MIR-21 .......cooiiiiiiii it 24

Figura 10 — Analise dos niveis de expressdo do miR-21 em carcinoma epidermoide .. 25

Figura 11 — Perfil de expressdo de miR-21 em NSCLC (escala logaritmica)............... 26



Indice de Tabelas

Tabela I - Classificag8o TNM/2010 ........cccooviiieiieie e 12
Tabela Il - Agrupamento TNM 72 edicdo 2009 — Lung Cancer/IASLC....................... 14
Tabela 11 — Caracterizacdo Clinica e Patoldgica da Amostra em Estudo. ................... 15
Tabela IV — Média das Idades e Género dos Casos em EStudo ............ccoceevvrericnnnnn 15

Tabela V - Andlise de comparacdo das classificagdes patoldgicas resultantes da
EXPreSSA0 A8 MIR-2L ....ooiuieii ettt e e te et e e e reeeennnenns 25
Tabela VI - Andlise de comparacdo das classificacfes patoldgicas resultantes da

EXPIESSAD U LBLT@... . ee it 27



Abreviaturas e Siglas

MiRNA — microRNA

miR21 - microRNA 21

let-7a - lethal-7

3’-UTR - (Untranslated Region) Regido 3 transcrita e ndo traduzida
CE — Carcinoma Epidermdide

ADC — Adenocarcinoma

Cq - Ciclo de quantificacdo

FFPE - tecidos fixados em formol e inclusos em parafina
MDL — Microdesseccao a laser

MRNA —-RNA messengeiro

PALM - Photoactivated localization microscope
pre-miRNA —microRNA precursor

pri-miRNA - microRNA primario

gRT-PCR - quantitative Real Time Polimerase Chain Reaction; Reac¢io em cadeia

pela polimerase em tempo real

Ran-GTP - RAs-related Nuclear protein Guanosine-5'-triphosphate dependent
RISC - RNA-induced silencing complex

RNA — Acido ribonucleico

RNAI - Acido ribonucleico interferéncia

StRNA — Small temporal RNA

poli(A) — poliadenina



TNM — Tumor primario, Nodulos linfaticos regionais, Metastases a distancia
TMA - Tissue MicroArrays

WHO — World Health Organization



Resumo

O cancro do pulmao € a principal causa de morte por cancro no Mundo, com uma
elevada taxa de incidéncia nos continentes Europeu e Americano. Esta doenga apresenta
uma reduzida taxa de sobrevivéncia sendo geralmente diagnosticada em estadios
avancados. Sendo por isso necessario aprofundar o conhecimento sobre este tipo de
cancro e optimizar as técnicas de diagndstico e prognostico e possiveis terapias alvo.

Os microRNAs sdo compostos por pequenos RNAs que podem actuar nas vias de
sinalizagcdo podendo conduzir ao silenciamento dos seus genes-alvo. Encontram-se
diferencialmente expressos em neoplasias humanas, mas o seu papel em estadios
especificos de progressdo maligna ainda é desconhecido.

O objectivo deste estudo foi identificar perfis de expressao microRNA (miRNA) em
carcinomas epidermdides (CE) e adenocarcinomas (ADC) do pulmao, a fim de tentar
compreender o seu papel na tumorigénese. Para o efeito, foi analisada a expressao de
microRNA let7a e miR-21 por qRT-PCR em 12 tumores primarios de pulméo e
respectivos nddulos linfaticos metastaticos.

Foi possivel verificar o aumento da expressdo de miR-21 em ambos,
adenocarcinomas e carcinomas epidermoides sendo esta mais relevante em metastases
dos carcinomas epidermoides. A expressdo do let7a ndo se mostrou significativa do
ponto de vista estatistico Os nossos resultados sdo preliminares podendo os perfis de
expressao de miRNA serem importantes nos tipos de carcinomas do pulmao analisados,

sendo necessarios mais estudos futuros.

Palavras-Chave: miRNA, cancro do pulmao, miR-21, let-7a



Abstract

Lung cancer is the leading cause of death from cancer worldwide and has one of the
highest incidence in Europe and America. This disease presents a low survival rate
(about 5 years) and is usually diagnosed in advanced stages. Hence it becomes
important to improve the knowledge about this cancer and optimize diagnosis and
prognosis techniques, as well as target therapies.

MicroRNA (miRNA) are a class of small cellular RNA, acting as agents of the
interference pathway and can lead to silencing of their cognate target genes. They are
differentially expressed in human cancers and the precise role of microRNA in specific
stages of malignant progression is still unknown.

The aim of this study was to identify microRNA expression profiles in Squamous
Cell Carcinoma and Adenocarcinomas of the lung in order to try to understand its role
in tumorogenesis. For that purpose, we performed a microRNA qRT-PCR in 12 primary
lung tumors and their related metastatic lymph nodes.

It was possible to identify an increased expression of miR-21 in both
Adenocarcinomas and Squamous Cell Carcinoma with relevance also in the metastases
from Squamous Cell Carcinoma. Concerning let-7a there were no statistically valued
results, our results are preliminary and miRNA expression profiles can be important in

the studied types of lung carcinoma needing further studies.

Key-words: miRNA, lung cancer, miR-21, let-7a,



Capitulo 1 - Introducéao




1.1.Epidemiologia do cancro do pulméo

O cancro do pulméo representa uma das neoplasias mais frequentes a nivel mundial
sendo responsavel pela maior taxa de mortalidade por malignidade em ambos 0s sexos.
Apesar dos avancos registados no diagnostico, estadiamento e tratamento do cancro do
pulmao, a sobrevida global ndo aumentou significativamente durante as ultimas duas
décadas, permanecendo inferior a 15% aos 5 anos [Carvalho et al 2009].

Nos Estados Unidos, o Cancer Statistics 2007 (Figura 1) revela-nos que o cancro do
pulméo ocupa a segunda posicdo na lista de novos casos de cancro, tanto no sexo
masculino como no sexo feminino, a seguir ao cancro da prostata e cancro da mama,
respectivamente. Por sua vez, quando se analisa 0 nimero de mortes estimadas por
cancro, verifica-se que o cancro do pulmé&o representa a principal causa de morte em

ambos 0s sexos.

Estimated New Cases®
Males  Femalea

Frostats 218530 25% Sramst 2%
Luryg & brorchus 15% Luryg & brorchus 15%
Colon & raciur i Colon & nachurn 1%
Lkirary bladder 50040 ] Lkarine coprs 23
MorwHodgkdn Iyphors 34200 ] MorwHodgkin lyrphora 28930 4%
Ml sy of Bhe skin 33810 4% Wedarorna of e skin 2805 4%
ey & reral paliis 31,580 4% Thymoid 25480 4%
Lecemia 24800 L] Ovary 243 ]
Ol cnity & pharyr 24180 i) Wdrery & ranal paluia 18,600 i

Paryrass & &30 2% Lawk iz 18440 ~
Al Eiten ThEBED 100% Al Bites ETE0EBD 100%

Estimated Deaths
Males  Femalea

Lurg & Bronchs #3510 3% Lung & bronches ToEE0 5%
Froststs 27080 =] Braes? 15%
Colon & reciur 28000 % Colon & rectur i
Percress B840 B Percress 18,530 %
Lecemia 2320 4% Ovary 15280 %
Lirver & infrafepafic bila duct 1280 4% Lenkernia 2470 4%
Escphagus 10,500 4% MorwHodgkin lyrphora 9,080 %
Lkirary bladder 8830 i) Lkerine copus 7.400 <]
MorwHadgkin lyrphora 8.600 i Brain & offver narous Systar 5.530 %
Hdrery & naral paliis 8.080 % Liver & irfrafepstt bils duct 5500 %
Al Bt 283 550 105% Al Bites FiRl-] 188%

Figura 1 - Lista dos dez tipos de cancro — novos casos estimados e mortes
estimadas por cancro - EU, 2007 (Cancer Statistics. CA Cancer J Clin 2007,

57:43-66)



Em Portugal estima-se uma incidéncia de 34/100000 com 28/100000 novos casos
para 0 homem e 6/100000 para a mulher [Carvalho et al 2009, Parente Barbara et al
2006/2007].

O tabaco é o principal factor etiol6gico do cancro do pulméo, sendo responsavel por
85-90% dos casos dado que o fumo do tabaco apresenta na sua composi¢cdo mais de
4000 substancias quimicas, das quais cerca de 100 sdo comprovados mutagéneos e
carcinogéneos — como as nitrosaminas ou hidrocarbonetos policiclicos [Freedman et al
2008].

Para além do tabagismo, reconhecem-se como factores de risco para esta neoplasia o
tabagismo passivo, a exposi¢cdo ocupacional a agentes carcinogéneos, como 0s asbestos
e o raddo, a predisposicdo genética, factores ligados ao sexo, factores dietéticos e

estados de imunosupressao [Travis et al 2004].

1.2. Biogénese e Mecanismos de Ac¢do dos microRNAs

O primeiro miRNA, lin-4, foi descoberto em 1993, sendo inicialmente descrito
como stRNA (small temporal RNA) por ser expresso de forma transiente, e regular
temporalmente no desenvolvimento de Caenorhabditis elegans [Bartel et al 2004]. O
mecanismo de actuacdo dos miRNAs, no momento de sua descoberta, foi associado a
actividade antisense de lin-4 que inibia a expressdo de lin-14. Entretanto, hoje
reconhece-se que os miRNAs actuam ligando-se a regido 3° ndo traduzida (UTR) dos
MRNAs alvo, inibindo a traducéo proteica (Figura 2).

Inicialmente; os miRNAs sdo transcritos pela RNA polimerase 1l formando longos
transcritos primarios (pri-miRNA) contendo cap 5’ e cauda poli(A). O pri-miRNA é

processado ainda no nucleo pela DROSHA, uma enzima RNase IlI, formando um



segmento de cerca de 70 nucledtidos em forma de grancho (hairpin), precursor do
miRNA (pré-miRNA). Este é exportado do nucleo para o citoplasma pelo complexo
Exportina-5/ Ran-GTP, onde sofre novo processamento por outra RNase Ill, DICER,
gerando um duplex miRNA: miRNA, com 18 a 25 nucleétidos de comprimento. Em
seguida, o duplex associa-se ao complexo multiproteico RISC (do inglés RNA-induced
silencing complex), retendo somente a cadeia madura do miRNA, que direcciona a

ligacdo a regido 3’ ndo traduzida dos mRNAs alvos.

Figura 2 - Biogénese do miRNA. Apds a transcricdo pela enzima RNA
polimerase I, o transcrito primario do miRNA (pri-miRNA) é clivado pela
enzima RNase Il DROSHA ainda no nucleo, gerando, assim, um transcrito
menor, em forma de grancho (pré-miRNA). O pré-miRNA ¢é exportado até
ao citoplasma e processado pela enzima DICER, gerando transcritos de

cadeia dupla (miRNA: miRNA). A incorporagdo deste duplex miRNA:



mMiRNA ao complexo RISC liberta uma das cadeias do transcrito, deixando a
outra incorporada ao complexo. Assim, o pareamento perfeito desta
sequéncia madura do miRNA com o mRNA alvo provocara a degradacdo do

mesmo. Ja o pareamento imperfeito impedira a traducéo.

1.3. microRNAs no carcinoma do pulméao

A conservacdo dos miRNAs entre espécies animais de classes distintas, como
vertebrados e ascidios, mostra um importante papel dos miRNAS nos processos
bioldgicos como diferenciacdo e desenvolvimento e também nos processos patoldgicos
como o cancro. Os miRNAs que participam de processos importantes no cancro sao
denominados oncomiRs [Blower et al 2008]. A alteracdo da expressao de um oncomiR
pode contribuir para a tumorigénese basicamente de duas maneiras:

(i) quando um oncomiR gue controla um oncogene apresentar expressdo reduzida ou

(i) quando um oncomiR que controla um gene supressor tumoral se apresentar

sobre-expresso.

Um estudo recente mostrou que cerca de 50% dos miRNAs descritos em humanos
estdo localizados em areas do genoma conhecidas como sitios frageis associados ao
cancro, que incluem regides de perda de heterozigotia, amplificacdes e quebras
cromossomicas [Gartel et al 2008].

Outros estudos abordando miRNAs no cancro mostraram uma assinatura
caracteristica de expressdo de miRNAs nos tecidos tumorais em relacdo aos seus
respectivos tecidos normais, de forma que os miRNAs se tornam eficientes marcadores
para diagndstico de tumores [Croce et al.2008]. Actualmente, o nimero esta proximo de

1000 miRNAs descritos, indicando enorme potencialidade dos miRNAs como



ferramentas para estudo e deteccdo de cancro [Baffa et al. 2009]. Apesar disto, uma das
grandes dificuldades do estudo dos miRNAs reside no facto de os miRNASs actuarem de
forma pleiotropica e a predicdo de alvos potenciais através de ferramentas de
bioinformatica mostrarem que um tnico miRNA pode regular a traducdo de centenas de

MRNA alvo [Grady et al 2010].

1.4. Objectivos

O objectivo principal deste projecto constituiu em correlacionar a expressao de
miRNA-21 e let-7a em carcinomas epidermoides e adenocarcinomas do pulmao com as
metastases ganglionares quando presentes, tendo como padrao a expressao determinada
no parénquima pulmonar, em cada caso, obtido em pecas cirdrgicas.

Pretendemos também interpretar os resultados obtidos como factores de

carcinogenese ou alvos terapéuticos, para estudos futuros.
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2.1. Material

Neste estudo foram integrados 12 casos de carcinoma do pulméo dos arquivos do

Servico de Anatomia Patologia dos Hospitais da Universidade de Coimbra, para

analisar a expressao dos miRNAs miR-21 e let-7a.

Correspondem a 5 carcinomas epidermoides e a 7 adenocarcinomas estadiados de

acordo com a Tabela TNM- 72 edicdo, cuja caracterizacdo clinica e patoldgica dos casos

que foi utilizada neste estudo se encontra sumarizada na Tabela | e 1l. Os casos foram

histologicamente classificadas de acordo com a WHO 2004 (Tabela Ill, Tabela IV e

Figura 3 e Figura 4).

Apesar do reduzido tamanho da amostra a idade média em que é diagnosticada a

doenga é muito similar & referenciada na literatura (61,4 £12,4 anos) [Parente Barbara

2007 e Carvalho L. et al 2009], facto explicado devido a problematica existente em

detectar precocemente este tipo de cancro dado que demora alguns anos a manifestar-se.

E possivel observar a distribuicio de idades da amostra na Figura 4.

O estadio de doenca mais frequente neste estudo foi o 11B seguido do I1A.

Tabela I - Classificacdo TNM/2010

Tumor Primario (T)

Tumor primério ndo individualizado; ou tumor encontrado pela presenca de

TX | células malignas na expectoracdo ou lavado brénquico, mas ndo visualizado na
imagiologia ou por broncoscopia.

TO | Sem evidéncia de tumor primario.

Tis | Carcinoma in situ.
Tumor < 3 cm de maior comprimento, rodeado por pleura pulmonar ou visceral,

T1 | sem evidéncia bronconscépica de invasao para além do brénquio lobar (i.e., ndo
esta no brénquio principal) *

Tla | Tumor <2 cm de maior comprimento

T1b | Tumor > 2 cm, mas < 3 cm de maior comprimento.

12




Tumor > 3 ¢cm, mas < 7 cm; ou tumor com qualquer das seguintes caracteristicas
(tumores T2 com estas caracteristicas sao classificadas de T2a se forem < Scm):

T2 e Envolve bronquio principal, > 2 cm distalmente a crina.
e Invade pleura visceral.
e Associado com atelectasias ou pneumonite obstrutiva, estendendo-se a
regido hilar mas sem envolver completamente o pulmao
T2a | Tumor >3 cm, mas < 5 cm de maior comprimento
T2b | Tumor > 5 cm, mas <7 cm de maior comprimento
Tumor > 7 cm ou que invade directamente qualquer das seguintes estruturas:
e Parede torécica (incluindo os tumores do sulco superior), diafragma,
T3 nervo frénico, pleura mediastinica, pericardio parietal; ou tumores do
bronquio principal < 2 cm distalmente a carina mas sem envolvimento
desta; associados a atelectasias ou pneumonite obstrutiva de todo o
pulmé&o; ou nddulo(s) tumoral(ais) isolado(s) no mesmo lobo
Tumor de qualquer tamanho que invade qualquer das seguintes estruturas:
T4

e Mediastino, coracdo, grandes vasos, traqueia, nervo laringeo recorrente,
esofago, corpo vertebral, carina; nédulo(s) tumoral(ais) isolado(s) noutro
lobo ipsilateral

* Tumor expansivo superficial incomum, de qualquer tamanho, com componente
invasivo limitado a parede brénquica, que pode estender-se proximalmente ao brénquio
principal, também é classificado como T1

Nodulos linfaticos regionais (N)

NX | Nodulos linfaticos regionais ndo foram estudados
NO | Sem metastases em nodulos linféticos regionais
Metastases presentes em nddulos linfaticos ipsilaterais peribrénquicos e/ou
N1 ipsilaterais hilares e nodulos intrapulmonares, incluindo envolvimento por
extensédo directa.
N2 | Metastases no mediastino ipsilateral e/ou nédulo(s) linfatico(s) subcarineal(ais)
N3 | Metastases no mediastino contralateral, hilar contralateral, escalénio ipsilateral

ou contralateral, nddulo(s) linfatico(s) supraclavicular(es)

Metastases a distancia (M)

MX | Metastases a distancia ndo foram estudadas

MO | Sem metéstases a distancia

M1 | Metastases a distancia

Mia Nodulos tumorais isolados em lobo contralateral; tumores com nodulos pleurais
ou derrame maligno pleural (ou pericéardico) **

M1b | Metastases a distancia

13




** Maior parte dos derrames pleurais (ou pericardicos) com tumores pulmonares deve-
se ao tumor. Em alguns doentes, no entanto, o estudo mdaltiplo citopatoldgico de liquido
pleural (ou pericardico) é negativo para células neoplasicas, e o liquido € nao
hemorragico e nao ¢ um exudato. Onde estes elementos ¢ o raciocinio clinico definem
que o derrame nao estd relacionado com o tumor, este devera ser excluido como
elemento de estadiamento e o doente devera ser classificado como MO.

Tabela Il - Agrupamento TNM 72 edicdo 2009 — Lung Cancer/IASLC

Carcinoma Oculto TX NO MO
Estadio 0 Tis NO MO
Estadio 1A Tlab NO MO
Estadio IB T2a NO MO
Estadio 1A Tlab N1 MO
T2a N1 MO
T2b NO MO
Estadio 1B T2b N1 MO
T3 NO MO
Estadio I11A T1, T2 N2 MO
T3 N1,N2 MO
T4 NO,N1 MO
Estadio 111B T4 N2 MO
Qualquer T N3 MO

Estadio IV Qualquer T Qualquer N M1la,b

14




Tabela 111 — Caracterizacéo Clinica e Patoldgica da Amostra em Estudo.

Classificacao

N° Amostra Histoloai Classificagdo TNM | Estaddio Geénero ldade
istoldgica
1 ADC pT1 N1 Mx A M 53
2 ADC pT4N1IMXx B F 52
3 ADC pT2 N1 Mx 1B M 45
4 ADC pTla NO Mx 1A M 48
5 ADC pT2 N1 Mx 1B F 77
6 CE pT1 N1 Mx A M 50
7 CE pT2 N1 Mx 1B M 72
8 CE pT2 N1 Mx 1B M 55
9 CE pT1 N1 Mx A M 72
10 CE pT2 NO Mx IB M 81
11 CE pT2 N1 Mx 1B F 70
12 CE pT1 N1 Mx A F 62

Tabela IV — Média das Idades e Género dos Casos em Estudo

NuUmero de Pacientes 12
Masculino 8 (66,7%)
Feminino 4 (33,3%)

Meédia + SD da idade no momento do
) _ 61,4 £12,4 anos
Diagnostico




5
5
4
3
3
2 2
2
1
0
Masculino Feminino Masculino Feminino
ADC CE

Figura 3 — Distribuicdo do Género na Amostra de acordo com o Tipo

Histoldgico (N=12); ADC —Adenocarcinoma; CE — Carcinoma Epidermoéide

100
80

60

Idade

40

20

N%‘bb‘%‘b’\%%'@\},(}
Amostras

Figura 4 — Gréfico Da Distribuicdo de Idades na Amostra
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2.2. Métodos

2.2.1. Seleccé@o das amostras

Foram seleccionados blocos de parafina e/ou Tissue MicroArrays (TMA) de
parénquima do pulméo tecido tumoral e sec¢do de ganglios linfaticos, correspondendo a
12 casos colhidos entre os anos de 2006-2010 (7 adenocarcinomas e 5 carcinomas

epidermoides).

2.2.2. Microdisseccéo a Laser (MDL)

A microdisseccdo a laser foi realizada com o sistema computadorizado PALM (Carl
Zeiss Microlmaging GmbH, Jena, Germany) que consiste em um emissor de feixes de
raios laser e um microscopio optico invertido acoplados a um sistema de video (Figura

5).

Figura 5 — Sistema de microdisseccéo a laser computadorizado PALM.
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As amostras de tumor, metéstase e tecido normal de adenocarcinoma e carcinoma
epidermdide de pulmdo de l&minas em estudo dos diferentes casos seleccionados
previamente desparafinadas em xilol durante 2min e alcool a 100% 1min antes de se
proceder a MDL. Esta técnica permite-nos delimitar a area de interesse através do
PALM RoboMover and Navigator, software fornecido pelo fabricante permitindo
efectuar com minucia os cortes e catapultar para um ependorff especifico, AdhesiveCap
(Carl Zeiss Microlmaging, Munchen, Germany) - Figura 6. Os tecidos colectados foram

posteriormente armazenados num frigorifico a -20°C.

Figura 6 — Dissec¢do de Tumor com Sistema de microdissec¢do a laser

computadorizado PALM. A - Delimitagdo a verde da éarea dissecar
correspondente a um Tumor; B — imagem da lamina apos o corte e

catapultagdo do material biol6gico para o AdhesiveCap
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2.2.3. Extraccdo de RNA

O RNA das amostras foi extraido utilizando o kit miRNeasy FFPE Kit (Qiagen,
Hilden, Germany) para tecidos parafinados (Figura 7). A extrac¢do de RNA foi feita
usando um tramento com DNase de forma a eliminar todo o DNA gendmico.
Preparando as amostras para o uso do miScript PCR System (Qiagen, Hilden,

Alemanha), de acordo com a recomendagéo do fabricante.

Figura 7 — kit miRNeasy FFPE Kit (Qiagen, Hilden, Germany) para tecidos

parafinados

2.2.4. Transcricdo Reversa

Nesta etapa 0 miRNA das amostras foi poliadenilado, alongado e transcripto usando
0 “miScript” Reverse Transcription Kit (Qiagen, Hilden, Germany), através do qual é
gerado o &cido desoxirribonucleico complementar (cDNA), garantindo a estabilizacéo

da qualidade da amostra a quantificar.
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2.2.5. Quantificacéo de RNA

Para quantificacdo e avaliacdo da qualidade dos fragmentos de miRNA utilizamos o
2100 Bioanalyser com o SmallRNA Assay (Agilent Technologies, Palo Alto, California,

USA).

2.2.6. Primers

Para este procedimento usamos o “miscript” Primer Assay (Qiagen, Hilden
Germany) para o miR-21, let-7 e para a normalizagdo dos dados usamos o primer RU6,
recomendado pela Qiagen. Todos os primers usados foram sintetizados pela Qiagen

(Qiagen, Hilden Germany)

2.2.7.qPCR

O gPCR para 0 miRNA foi efectuado usando o miScript SYBR® Green PCR Kit
(Qiagen, Hilden, Germany) usando o cDNA das amostras em estudo sintetizado
anteriormente e que foi utilizado para a realizacdo da RT-PCR no LightCycler ® 480 II
(Roche, Basel, Switzerland), numa placa de 96 pocos, seguido sempre as

recomendac0es do fabricante (Figura 6).
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Figura 8 — Fluxograma do Protocolo Experimental do RT-gPCR em Tempo
Real. 1) Extraccdo de RNA total; 2) Retrotranscricdo especifica do RNA
alvo (RT); 3) Reaccdo de polimerizacdo em cadeia quantitativa (QPCR)

detectada em tempo real; 4) Processamento dos dados de fluorescéncia.

Os pocos na placa usada que funcionavam como controlo negativo ndo continham
amostra. Os dados recolhidos foram calculados utilizando o método Cq e normalizados
tendo em conta a expressdo de RU6 com qgBasePlus ® Software (Biogazelle, Ghent,

Bélgica). Os dados recolhidos foram normalizados de acordo com a formula:

A Cq = Cq(gene alvo) — Cq(referencia alvo).

2.2.8. Anélise Estatistica

A andlise estatistica foi feita utilizando o programa Graphpad Prism 5.0, Wilcoxon
Signed Test (San Diego CA, EUA) para comparar a expressao dos diferentes miRNA
entre o tecido de pulmé&o normal e tecido maligno, por tipos histolégicos (CE vs ADC).
Em todos os testes estatisticos executados o nivel de significancia escolhido para o valor

de p (p) foi de a = 0,05.
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3.1. Andlise da Expressdo dos microRNA

Apos o estabelecimento do ensaio de RT-gPCR em tempo real, para a quantificacéo,
foram obtidos perfis de expressdo dos microRNAs let-7a e miR-21 nas diferentes
amostras de tecido pulmonar.

Com o proposito de verificar se no experimento efectuado, € possivel observar

diferentes padrdes de expressdo destes microRNA nos diferentes tipos histologicos.

3.1.1. Expressdo de miR-21

Para avaliar o papel e o potencial de diagndstico do miR-21 procedeu-se a
determinacdo e comparacdo da sua expressdo em amostras de tecido normal com
amostras de tumor (Figura 9). O miR-21 encontra-se sobre-expresso nas amostras de
tumor (p=0.041) quando comparadas com tecido normal.

A expressao de miR-21 encontra-se aumentada em carcinomas epidermdides quando
comparado com o tecido normal. p=0,0156, facto também observavel entre metastase e
tecido normal neste tipo histologico p= 0.0469 (Figura 10).

N&o se verifica alteracdo da expressdo em metéstases quando comparadas com o

tumor, em ambos os tipos histolégicos.(Tabela V).
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Figura 9 — Expressdo de miR-21. (A e B) Anélise da expressao entre tecido

normal e tumor das amostras em estudo. (B) Em escala logaritmica.
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Figura 10 — Andlise dos niveis de expressdo do miR-21 em carcinoma
epidermdide. Expressdo de miR-21 em tumor e tecido normal (em escala

logaritmica).

Tabela V - Anélise de comparacao das classificacdes patoldgicas resultantes da

expressdo de miR-21

Classificacao (N) Total p valor
Classificac@o Fenotipica

Tumor (12) vs Normal (11) 23 | 0,041
Metastase (11) vs Normal (11) 22 10,1230
Adenocarcinoma Tumor (5) vs Adenocarcinoma Normal (4) 9 10,8750
Adenocarcinoma Metéastase (4) vs Adenocarcinoma Normal (4) 8 10,8750
Carcinoma Epidermoide Tumor (7) vs Carcinoma Epidermdéide Normal (7) 14 10,0156
Carcinoma Epidermoide Metéastase (7) vs Carcinoma Epidermoide Normal (7) 14 10,0469
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Figura 11 — Perfil de expressdo de miR-21 em NSCLC (escala logaritmica)

Os resultados da andlise da expressdo do miR21 mostram que este microRNA
encontra-se sobre-expresso nos tumores quando comparados com tecido normal
(p<0,05) essa sobre-expressdo também é visivel no grafico da direita referente a figura
11.

Verifica-se também quando comparados carcinoma epidermdide tumor ou metastase

com o tecido normal do mesmo tipo histol6gico uma sobre expressao deste microRNA.

3.1.2. Analise da Expressao de Let7a

Da analise estatistica referente a expressdo do miRNA let-7a ndo foi possivel inferir

se este se encontra sobre-expresso ou subexpresso. Apesar a literatura referir que este

microRNA neste tipo de cancro apresenta um baixo nivel de expressdo. (Tabela VI).
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Tabela VI - Anélise de comparagdo das classificagdes patologicas resultantes da

expressdo de let7a

Classificacéo (N) Total pvalor

Classificacdo Fenotipica

Tumor (12) vs Normal (12) 24 0,9697
Metéstase (11) vs Normal (12) 23 0,4131
Adenocarcinoma Tumor (5) vs Adenocarcinoma Normal (5) 10 0,3125
Adenocarcinoma Metéstase (4) vs Adenocarcinoma Normal (5) 9 0,3750
Carcinoma Epidermoide Tumor (7) vs Carcinoma Epiderméide Normal (7) 14 0,3750
Carcinoma Epidermoide Metéstase (7) vs Carcinoma Epidermdéide Normal (7) 14 0,3750
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Os microRNAs (miRNAs) constituem uma classe recém descrita de reguladores pos-
transcricionais da expressdo génica composta por pequenos RNAs enddgenos (~22
nucle6tidos) ndo codificantes [Ambros et al.]. A actuacdo dos miRNAs como oncogenes
e genes supressores tumorais, através da regulacdo de processos como apoptose e
proliferacdo celular, indica uma participacdo importante destes pequenos RNAs na
patogénese do cancro [Bartel et al.]. Desta forma o estudo da influéncia dos miRNAs na
tumorigénese do cancro do pulméo pode contribuir para a compreensdo e regulacdo da
biologia do cancro.

Os miRNAs regulam negativamente a expressdo de mRNAS num mecanismo que
depende do grau de complementaridade entre 0 miRNA e seus mRNAs alvo. Quando
ocorre 0 pareamento perfeito ou préximo ao perfeito do miRNA com a sequéncia
codificadora de proteina do mRNA, a via de interferéncia de RNA (RNAI) é activada
resultando na clivagem do mRNA alvo por ribonucleases associadas ao complexo
RISC, mecanismo este comummente encontrado em plantas [Bartel et al. 2004]. Apesar
de esta actuacao ter sido descrita em mamiferos, a maioria dos miRNAs encontrados em
animais actua por um segundo mecanismo que ndo envolve a degradacdo do mRNA
alvo. Assim, os miRNAs regulam a expressdo génica por pareamento imperfeito com a
regido 3° UTR resultando na inibi¢do da traducdo. O pareamento imperfeito possibilita
gue um unico miRNA regule a expressao de varios mMRNAs alvo diferentes e ainda, que
diferentes miRNAs controlem de cooperativamente a expressdo de um Unico mRNA
alvo. Consequentemente, a combinacdo Unica de miRNAs expressos em cada tipo
celular pode regular de forma especifica a traducdo de inameros mRNAs, configurando,
assim, uma complexa rede regulatdria exercida pelos miRNAs [Croce et al.2008].

O microRNA let-7 (do inglés lethal-7) foi o segundo stRNA descrito em C.elegans

e primeiro miRNA descrito em mamiferos. A familia de miRNAs let-7 (do let-7a ao let-
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7i) é codificada por treze loci génicos localizados em diferentes cromossomas.
Entretanto, let-7 ganhou reconhecimento da comunidade cientifica por ser o primeiro
miRNA a ter um alvo com fungdo importante no cancro. Neste estudo importante, foi
mostrado que isoformas do oncogene RAS apresentavam sitios maltiplos e potenciais
para a ligacdo de let-7 na regido 3'UTR do mRNA, podendo sofrer regulacdo deste
miRNA. A descricdo do mecanismo de let-7 controlando os niveis proteicos do
oncogene RAS foi um marco no entendimento da influéncia dos miRNAs na
tumorigénese [Harris et al.2006]. Num estudo clinico sobre papel de let-7 no cancro do
pulmao, associou-se a diminui¢do deste miRNA com pior prognoéstico, e ainda mostrou-
se que a introducdo de let-7 diminui o crescimento da linhagem A549 de
adenocarcinoma de pulmao in vitro, indicando a potencialidade deste miRNA como
gene supressor tumoral [Dacic et al.2010].

O microRNA-21 também conhecido como HSA-mir-21 ou miRNA-21 foi um dos
primeiros microRNA de mamiferos a ser identificados. A sua sequéncia é fortemente
conservada ao longo da evolugcdo. O microRNA-21 humano esta localizado no
cromossoma 17q23.2., apresenta-se sobre expresso em diversos tipos de cancro tais
como mama, pulmao, e glioblastoma. A no¢do de que miR-21 funciona como um
oncogene foi muito apoiada recentemente, mostrando que a supressao de miR-21 pode
inibir o crescimento tumoral [Seike et al. 2009].

E com base nestes pressupostos e em todas as potencialidades terapéuticas destas
micro moléculas procurando posteriormente proceder a caracterizacdo e diferenciacdo
conforme nos refiramos a adenocarcinomas e carcinomas epidermdides, que foi

realizado este estudo [Keller et al, 2009 Lawrie et al.2008]
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A microdisseccdo a laser € uma técnica de desenvolvimento relativamente recente
que permite a obtencdo de amostras de tecidos normais ou alterados, ou de células
individuais de regides microscopicas especificas. O contacto com o laser preserva a
morfologia das células e seu o material genético, permitindo analise molecular. Esta
técnica ainda permite delimitar e quantificar especificamente a area a dissecar [Nonn et
al 2009.].

miR-21 e let-7a tém sido descritos como potenciais ferramentas de diagndstico e
prognostico no cancro do pulméo, mama, colo-rectal, entre outros [Markou et al.2008]

O presente trabalho foi proposto com o objectivo de investigar a expressdo do
microRNAs miR-21 e let-7a em carcinomas epidermdides e adenocarcinomas de
pulm&o em tecido fixado em formol e embebido em parafina [Liu X et al 2009].

Neste estudo foram integrados 8 casos de doentes do género masculino e 4 casos de
doentes do género feminino, cujas caracteristicas demogréaficas sdo semelhantes as
encontradas em estudos efectuados (61,4 +12,4 anos) [Carvalho L. et al2009], devido ao
diagnostico tardio deste tipo de carcinoma comparativamente com outros carcinomas.

Verificamos que 0 miR-21 pode ser interpretado como um marcador de diagndstico
[Zhu et al. 2008] devido a sua expressdo elevada em ambos os tipos histologicos
estudados com relevancia estatistica para o0 carcinoma epidermoide e metastases
respectivas [Markou A et al 2008]; o estudo do let-7a ndo mostrou resultados
comparaveis com os trabalhos publicados porque ndo se verificou a sub-expressao

esperada.
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Vérios factores poderdo ter contribuido para que alguns dos resultados deste

experimento ndo correspondam aos evidenciados na literatura tais como:

1) Degradagédo do RNA utilizado em estudo

Podera ser uma das razoes que terdo influenciado os resultados dado que se sabe que o
RNA ¢é uma molécula muito instdvel que se degrada facilmente, embora seja pouco
provavel dado que instituicdes de renome como o IAP e os HUC preocupam se por
respeitar criteriosamente todas os procedimentos inerentes a colecta e armazenamento
das amostras. Sendo esse um passo crucial para que o RNA apresente um indice de

qualidade satisfatdrio.

2) Numero reduzido de Casos

A maioria dos estudos de perfis dos microRNAs apresentados possui um elevado
nimero de amostras (no minimo 30). O que permitiria possivelmente obter uma
distribuicdo dos dados mais alargada que poderia ou ndo coadunar com as observacoes
efectuadas na literatura. Apesar de uma amostra nao representar perfeitamente uma
populacdo. Ou seja, a utilizacdo de uma amostra implica a aceitagdo de uma margem de
erro que denominaremos erro amostral que é menor gquanto maior for o nimero de
amostras analisadas.

Embora muitos estudos ja tenham sido realizados em neoplasias malignas, entre elas
a do pulméo, estudos feitos sobre estes pequenos reguladores e das vias de sinalizacdo
em que participam e nas variacGes nos perfis de expressao permitirdo definir o seu papel

na tumorigénese.
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Capitulo 5 — Perspectivas Futuras Para os Estudos dos miRNA
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Apesar de ainda estarmos no estadio inicial do entendimento funcional dos miRNAs,
a importancia destas moléculas no cancro é promissora.

A investigagdo constante, numa area de intervencdo tdo importante como o cancro do
pulméo &, inquestionavelmente, necessaria; cada vez se sabe mais sobre as suas causas,
sobre a forma como se desenvolve e cresce, ou seja, como progride. Estando, também, a
ser estudadas novas formas de o prevenir, detectar e tratar, tendo sempre em atencao a
melhoria da qualidade de vida das pessoas com cancro, durante e ap0s o tratamento.

PublicacBes tém demonstrado que testes citogenéticos baseados em diferentes
tecnologias (RT-PCR microarrays e microRNA) podem ajudar a determinar perfis de
miRNA entre tecidos distintos e entre tecidos normais e neoplésicos e podera a ser
crucial para o diagnéstico de neoplasias metastizadas sem tumor primario conhecido,
permitindo uma melhor caracterizacdo e prognostico em neoplasias, tanto na
agressividade da metastizagdo como na sensibilidade a quimioterapia dentro do mesmo
tipo histolégico. Estas descobertas chamam a atencdo do publico e incentivam o
desenvolvimento de novas pesquisas que visam a melhor compreensao do potencial uso
de microRNAs, a exemplo do let-7, como ferramentas de combate ao cancro. O valor
destes testes moleculares na escolha da terapéutica ainda ndo estd provado, mas as

analises iniciais sugerem que no futuro poderéo ser Uteis.
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