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RESUMO

Dip Junior NG. Andlise de Expressdao de Micro RNA em Carcinoma Urotelial de
Bexiga [tese]. Sao Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2012.

Introdugdo: O cancer de bexiga é a segunda neoplasia maligna mais frequente do
trato urindrio, com 386.000 casos estimados e 150.000 mortes para 2011 no
mundo. Noventa e cinco por cento sdo carcinomas uroteliais (CUB) papiliferos ndo
musculo-invasivos de baixo grau, que apresentam altas taxas de recidiva, mas
raramente progridem. Tumores invasivos de alto grau representam 10-20% dos
diagnodsticos, sdo altamente agressivos levando a mortalidade elevada. O
conhecimento das vias moleculares envolvidas na carcinogénese dessa neoplasia é
importante para a identificacdo de novos marcadores para diagndstico,
acompanhamento, progndstico e desenvolvimento de novas terapias alvo. Micro
RNA (miRNA) s3ao pequenas sequéncias ndao codificantes de RNA que regulam a
expressao dos genes inibindo a traducdo da proteina ou promovendo a degradacao
do RNA mensageiro, estando atualmente envolvidos em varios processos celulares
fisioldgicos e patoldgicos, incluindo o cancer. Objetivos: Caracterizar o perfil de
expressdo de miRNA no CUB, relacionando-o com os pardmetros progndsticos
cldssicos para a doenca: grau histolégico e estadiamento. Além disso, relacionar
esse padrdao de comportamento dos miRNA com a recidiva tumoral e sobrevida
cancer-especifica em pacientes tratados cirurgicamente para CUB. Material e
Métodos: Catorze miRNA (miR-100, miR-10a, miR-21, miR-205, miR-let7c, miR-
125b, miR-143, miR-145, miR-221, miR-223, miR-15a, miR-16-1, miR-199a e miR-
452) foram isolados de espécimes cirurgicos de 60 pacientes divididos em 2 grupos:
30 pacientes com CUB ndo invasivo (pTa) de baixo grau submetidos a RTU de
bexiga, 30 com CUB invasivo (pT2-3) de alto grau submetidos a cistectomia radical.
O grupo controle é representado por cinco pacientes portadores de bexiga normal
sem CUB que realizaram tratamento cirdrgico aberto para tratamento da
hiperplasia prostatica benigna (HPB). O processamento dos miRNA envolveu trés
fases: (1) extracdo do miRNA com kit especifico, (2) geracdo do DNA complementar
e (3) amplificacdo do miRNA por PCR quantitativo em tempo real (qRT-PCR). A
express3o de cada miRNA foi obtida através do calculo 2" e os RNU-43 e RNU-48
foram utilizados como controles enddgenos. Testes estatisticos foram aplicados
para estudar as varidveis envolvidas e curvas de Kaplan-Meyer foram usadas para
avaliar a sobrevida livre de recidiva (SLR) e sobrevida cancer-especifica (SCE).
Resultados: Dos 14 miRNA estudados a maioria apresentou subexpressao nos dois
grupos de tumor analisados, com exce¢ao do miR-10a para o grupo pTa de baixo
grau e do miR-100, 21 e 205 para os tumores pT2/pT3 de alto grau, onde
demonstraram-se superexpressos. Essas diferencas de expressao de miRNA entre os
dois grupos foram estatisticamente. Quando estudamos a relagdo entre expressao
de miRNA e a evoluc¢do dos pacientes através de curvas de sobrevida, observamos
gue maiores niveis de expressdao do miR-21 relacionou-se com menor SLR para
tumores pTa. Ainda, maiores concentra¢des de miR-10a e miR-145 se associaram
com menor SLR e maiores niveis de miR-10a com menor SCE para tumores pT2-3.
Conclusbes: Demonstramos um predominio de subexpressdo de miRNA em



XV

carcinomas de bexiga. Os miR-100, miR-10a, miR-21 e miR-205 demonstraram
diferencas no perfil de expressao para grau e estadiamento dentro dos dois grupos
de tumor, sendo capazes de diferencid-los. Maiores niveis de miR-21 se
relacionaram com menor SLR para tumores pTa de baixo grau, enquanto maiores
concentragdes de miR-10a estiveram associadas com menor SLR e SCE para
tumores pT2/pT3 de alto grau.

Descritores: Neoplasias da bexiga urinaria, micro RNAs, Diagndstico, Progndstico
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SUMMARY

Dip Junior NG. Analysis of micro RNA expression in bladder urothelial carcinoma
[thesis]. Sao Paulo: University of Sao Paulo Medical School; 2012.

Introduction: Bladder cancer (BC) is the second most common malignancy of the
urinary tract, with 386,000 cases estimated and 150,000 deaths in 2011. Urothelial
carcinomas (UC) represent 95% of BC cases, and knowledge of the molecular
pathways associated with BC carcinogenesis is crucial to identify new diagnostic and
prognostic biomarkers, and development of new target molecular therapies.
MicroRNAs (miRNAs) are short non-coding RNA molecules that play important roles
in the regulation of gene expression by acting directly on mRNAs, leading to either
mRNA degradation or inhibition of translation, involved in many physiological and
pathological processes, including cancer. Objectives: To characterize miRNAs
expression profiles in UC, associating with classic prognostic factors: grade and
stage. Moreover, correlate miRNA expression with tumor recurrence and survival.
Material and Methods: Fourteen miRNAs (miR-100, miR-10a, miR-21, miR-205,
miR-let7c, miR-125b, miR-143, miR-145, miR-221, miR-223, miR-15a, miR-16-1, miR-
199a e miR-452) were isolated from surgical specimens from 60 patients classified
in two groups: 30 patients with low-grade non-invasive pTa UC that underwent
TURB, 30 with high-grade invasive pT2/pT3 UC underwent radical cystectomy. The
control group consists in five normal bladder tissue taken from patients that
underwent retropubic prostatectomy to treat benign prostatic hyperplasia (BPH).
miRNA processing involved three phases: (1) miRNA extraction by specific kits, (2)
cDNA generation (3) miRNA amplification through gRT-PCR. Expression profiles
were obtained by relative quantification determined by 2724 method. Endogenous
control were RNU-43 and RNU-48. Statistic tests were used to study the prognostic
variables and Kaplan-Meyer curves were constructed to analyze disease-free (DFS)
and disease-specific (DSS) survivals. Results: All miRNAs were underexpressed in
both groups, except miR-10a in pTa and miR-100, 21 and 205 in pT2/pT3 tumors,
that where over-expressed. miR-100, miR-21, miR-10a and miR-205 differentialy
expressed in both groups and this differences were statistically significant. The
Kaplan-Meyer survival curves showed that higher levels of miR-21 were related to
shorter DFS for pTa group. Also, higher levels of miR-10a and miR-145 were
associated with shorter DFS and higher levels of miR-10a were also related to
shorter DSS in pT2/pT3 group. Conclusions: The majority of miRNA were shown to
be underexpressed in bladder UC. miR-100, miR-10a, miR-21 and miR-205 were
differentially expressed considering tumor grade and stage. The miRNA profile was
able to distinguish pTa low grade and pT2-3 high grade tumors. Higher levels of miR-
21 were related to shorter DFS in pTa, while higher levels of miR-10a were
associated with shorter DFS and DSS in pT2-3, high grade UC.

Descriptors: Bladder neoplasms, micro RNAs, Diagnosis, Prognosis



1. INTRODUCAO



1.1 Consideragdes Gerais

O cancer de bexiga (CaB) é o segundo tumor maligno uroldgico em
incidéncia e uma das neoplasias mais estudadas atualmente, com histéria e biologia
ainda nao bem definidas. O seu desenvolvimento estd relacionado a exposi¢cdes
ambientais que através de mecanismos genéticos e epigenéticos alteram a
maquinaria celular propiciando a instala¢cdo do processo carcinogénico. No mundo,
ele é responsavel por aproximadamente 386.000 novos casos e 150.000 6bitos por
ano (Jemal et al., 2011), sendo considerado uma patologia de grande impacto sdcio-
econdmico com custos extremamente elevados para os sistemas de saude

(Botteman et al., 2003).

Parametros clinicos e patoldgicos convencionais sdo empregados para
graduacao e estadiamento dessa neoplasia e sdo as Unicas ferramentas atualmente
utilizadas para predizer os desfechos da doenca. Contudo, a habilidade de previsdo
desses parametros é limitada e faltam dados que permitam uma analise prospectiva

dos riscos de progressao e comportamento do CaB.

O conceito de que o CaB é uma doenca de varias fases é suportado por uma
série de evidéncias cientificas e uma gama de alteracGes sdo necessarias para que o
tumor se apresente clinicamente. Dessa forma, ele tem sido utilizado como uma das
mais importantes fontes de informagdo sobre eventos mutacionais que engatilham
as vias carcinogénicas e o desenvolvimento de tumores sélidos humanos (Knowles,

2008; McConkey et al., 2010).

Apesar das vias genético-moleculares estarem relativamente bem
demonstradas e alguns marcadores tumorais estabelecidos, existem muitas
guestdes a serem respondidas em relacdo ao comportamento biolégico da doencga
sendo necessarios novos métodos que prevejam o comportamento do CaB de

forma mais especifica.



1.2 Epidemiologia do Cancer de Bexiga

O cancer é um dos maiores problemas de saude publica em muitas partes do
mundo. Segundo o National Cancer Institute, atualmente uma em cada quatro
mortes nos Estados Unidos (EUA) deve-se a ele, sendo a segunda causa geral de

morte, representando 23,2% do total de mortes nesse pais.

O CaB coloca-se neste painel de importancia como o segundo tumor mais
comum do trato génito-urinario (Enokida e Nakagawa, 2008), assumindo o 72 lugar
entre os tumores e a 92 causa de 6bito. No Brasil, em 2009, foram registrados 3002
Obitos (2090 homens e 912 mulheres) e a projecdo para 2012 é de 8900 novos casos

(www.inca.gov.br). Do nascimento até a morte, a chance de um homem

desenvolver CaB é de 3,8% e a mulher 1,2%, incluindo o tipo invasivo e o carcinoma

in situ (Cis).

E um tumor raro antes dos 40 anos, com aumento significativo apds a sétima
década de vida (Jemal et al., 2011). Apesar de o tumor ser mais frequente no
homem, existem evidéncias que demonstram que na mulher ele tem um
comportamento mais agressivo (Mungan et al., 2000). A maior incidéncia desses
tumores em homens ndo é completamente explicada por diferencas no habito de
fumar e ocupacionais, os dois principais fatores de risco para a doenc¢a. Quando se
leva em consideracdo a incidéncia e mortalidade em mulheres, parece que as
multiparas tém risco menor que as nuliparas, provavelmente devido as alteragdes
hormonais relacionadas a gestacdo, e este risco pode ser cada vez menor quanto

maior a paridade (Cantor et al., 1992).

VariacOes bioldgicas também podem modificar a expressao e acdo de genes
relacionados as diversas fases da carcinogénese, tais como a conversao de pro-

carcindégenos em carcinégenos, a detoxificacdo carcinogénica e o reparo do DNA.

Oitenta e seis por cento dos CaB sdo diagnosticados na forma localizada, 8%
com extensdo locorregional e 4% ja como doenga metastatica. A sobrevida em cinco

anos vem aumentando, sendo de 74% em 1975-1977, 78% em 1984-1986 e 82% em


http://www.inca.gov.br/

1999-2005, com reducdo de mortalidade média de 5% entre 1990 e 2006 (Jemal et
al., 2011). A melhoria desses indices tem relagdo direta com a precocidade do

diagnodstico e a maior disponibilidade e eficacia do tratamento.

Existe um impacto importante na sobrevida quando se leva em consideragao
os diferentes estagios tumorais. Nos EUA, a sobrevida em seis anos é de 94% para
Cis, 74% para os tumores pTa e pT1, 36% para a doenga locorregional e apenas 6%

para o CaB disseminado (Jemal et al., 2011).

1.2.1 Fatores de risco ambientais

O fator de risco mais bem estabelecido para o CaB é o consumo do tabaco
na forma de cigarros, embora esta associacdo ndo seja tdo forte quanto a observada
entre o tabagismo e o desenvolvimento de neoplasias malignas respiratérias.
Apesar disso, o fumo aumenta o risco de tumores em duas a quatro vezes, e o
aumento da intensidade e/ou duracdo do consumo esta diretamente relacionado a
um incremento do mesmo, com periodo médio de laténcia de 20 a 30 anos, de
modo que 30 a 50% dos CaB sdo causados pelo uso do cigarro (Kirkali et al., 2005).
Enzimas metabdlicas, vitaminas e outros agentes podem modificar a suscetibilidade
induzida pelo tabagismo, e o risco retorna aos niveis basais apenas apds 20 a 30

anos o individuo ter deixado de fumar.

A ocupacdo é o segundo fator de risco mais importante para a doenca. Foi
estimado que a exposigao ocupacional pode ser responsavel por até 20% de todos
0s canceres vesicais. Exposicdo a B-naftilamina, 4-aminobifenil (ABP) e benzidina,
principalmente entre os trabalhadores de industrias de tinta e de borracha,
mostram relacdo direta com o desenvolvimento da doenga. Contudo, existem
muitos outros fortes candidatos a carcindgenos como a ortotoluidina, que é usada
na fabricacdo de tintas, borracha, produtos farmacéuticos e pesticidas (Markowitz e
Levin, 2004). De fato, muitas ocupacdes tém sido relacionadas ao aumento do risco

para o desenvolvimento do CaB, principalmente a exposicdo as aminas aromaticas



(arilaminas) e também ao aluminio, ferro, carvao e diesel (Theriault et al., 1984;

Boffetta e Silverman, 2001; Gaertner e Theriault, 2002).

A infecgdo urindria cronica estd associada ao desenvolvimento de CaB,
principalmente o carcinoma de células escamosas. Esse tipo de tumor pode ocorrer
em pacientes vitimas de trauma raquimedular e pacientes sondados por longo
tempo, onde infecgdes de repeticdo sao comuns. O processo inflamatdrio crénico
pode gerar nitritos e nitrosaminas, que levam a um aumento da proliferacdo

celular, propiciando erros genéticos.



1.3 Manejo do Cancer de Bexiga

Muitas caracteristicas do CaB foram estudadas na tentativa de predizer o
comportamento do tumor. O estadiamento e a graduacdo tumoral sao
fundamentais para decisdo terapéutica, e o entendimento da epidemiologia e
estratégias de rastreamento podem ser Uteis na prevencdo e deteccdo precoce da

doenga.

Embora o arsenal diagndstico e terapéutico seja bastante amplo e todo
esforco voltado as tentativas de melhoria de sobrevida, o CUB ainda cursa com
respostas insatisfatérias aos tratamentos, progressdo da doenca e indices elevados
de mortalidade. Isso decorre da rdpida progressdao e diagndstico tardio,
imprevisibilidade de comportamento das lesdes e da falta de métodos que
permitam prevé-lo. Dessa forma, existe a necessidade urgente de outras
ferramentas que nos permitam classificar e prever com mais seguranca o padrao
evolutivo do CUB, especialmente técnicas de biologia molecular através de

marcadores tumorais confidveis e especificos.

1.3.1 Tipos histolégicos

O tipo histoldégico mais frequente é o carcinoma urotelial de bexiga (CUB),
que ocorre em 80 a 90% dos casos e pode se apresentar de modo bastante variado,
desde uma pequena lesdo intravesical, bem diferenciada, ndo invasiva até a doenca
avancada que invade a parede vesical e os érgaos adjacentes, sendo os principais

fatores prognésticos o grau e o estadio tumoral (McConkey et al., 2010).

Outros tipos de tumor de origem epitelial sdo menos comuns e incluem o
carcinoma de células escamosas, relacionado a infec¢Ges urinarias cronicas e
infestacdo por Schistosoma hematobium e o adenocarcinoma, que pode ser
derivado do uUraco ou primario da bexiga (Heney, 1992). Tumores mesenquimais e

linforreticulares também acometem a bexiga, mas sdo raros.



1.3.2 Estadiamento e graduag¢iao tumoral
1.3.2.1 Estadiamento TNM

O estadio patoldgico estd entre os mais importantes fatores progndsticos no
CUB e é critico para a tomada de condutas e acompanhamento do paciente. O
sistema mais comumente utilizado é o que avalia extensdao tumoral (T), o
comprometimento de linfonodos (N) e a presenca de metastases (M), atualizado

periodicamente pela Junta Americana Contra o Cancer (AJCC)(Tabela 1).

De modo simplificado, o estadiamento discrimina dois tipos principais de
tumores com implicagcdes importantes na decisdo terapéutica. O CUB denominado

III

erroneamente como “superficial” pode ser classificado como ndo invasivo (pTa) ou
invasivo na lamina prépria (pT1), e o CUB invasivo é aquele que acomete pelo
menos a camada muscular prépria ou musculo detrusor, sendo estadiado pT2. O
comprometimento da gordura perivesical o classifica como pT3 e a invasao de
orgdos adjacentes e parede pélvica como pT4. Entre 70 a 80% dos tumores vesicais
sdo pTa ou pT1 e tém como caracteristica altas taxas de recorréncia (50 a 70%)
sendo que apenas 10 a 15% progridem para maior grau ou estadio. Aqueles que ja
se apresentam como invasivos ao diagndstico, que correspondem a 10 a 20% dos

casos, tendem a progredir rapidamente e tém progndstico desfavordvel (Borden et

al., 2005).

Apesar dessa distincdo entre os tipos tumorais, existe ainda grande
dificuldade em diferenciar de maneira absoluta quais os tumores que progredirdo
e/ou recorrerdo apds o tratamento inicial, pois tumores de morfologia similar
podem comportar-se de maneira diferente. Este fato é relevante no momento em
gue as modalidades terapéuticas, tanto curativas quanto paliativas, apresentam

graus expressivos de morbidade.



Tabela 1 — Classificagdo TNM/AJCC 2010

Tumor Primario (T)

Tx Tumor primdrio ndo pode ser avaliado
TO Sem evidéncia de tumor primario
Ta Tumor papilifero nao invasivo
Tis Carcinoma in situ (Cis)
T1 Invade a lamina prépria
T2 T2a Invade a muscular prépria
superficialmente
T2b Invade a muscular prépria profundamente
T3 T3a Invade a gordura perivesical
microscopicamente
T3b Invade a gordura perivesical
macroscopicamente
T4 T4a Invade o estroma prdstatico, Utero ou
vagina
T4b Invade a parede pélvica ou abdominal

Linfonodos (N)

Nx Linfonodos ndo podem ser avaliados

NO Sem evidéncia de metdstase linfonodal

N1 Unico linfonodo positivo em regido de
drenagem primdria

N2 Multiplos linfonodos em regides de
drenagem primaria

N3 Cadeia iliaca comum positiva

Metastases a distancia (M)

Mx Metdastases ndo podem ser avaliadas
Mo Sem evidéncia de metdstase a distancia

M1 Presenca de metastases a distancia




1.3.2.2 Graduagao histoloégica

O grau histolégico é ao lado do estadio, o mais importante fator de risco
para progressdao de lesGes neopldsicas no CUB. O sistema adotado atualmente é

aquele publicado pela OMS/ISUP.

e LesOes planas
o Lesdes planas com atipias
o Carcinoma in situ (Cis)
e Lesdes papiliferas
o Papiloma
o Neoplasia urotelial com baixo potencial de malignidade
(NUBPM)
o Carcinoma papilifero de baixo grau

o Carcinoma papilifero de alto grau

Na tentativa de simplificar a linguagem e o entendimento entre patologistas,
urologistas e oncologistas, o sistema OMS/ISUP passou a denominar os carcinomas
papiliferos uroteliais em apenas duas categorias: baixo e alto grau. Carcinoma
urotelial papilifero de baixo grau possui uma aparéncia geral com minimas
variacbes na arquitetura e/ou caracteristicas citoldgicas, que sdo facilmente
reconhecidas. Os tumores de alto grau sdo caracterizados por uma aparéncia
desorganizada a partir de importantes anormalidades arquiteturais e citolégicas.
Varios estudos validaram a aplicabilidade desse sistema de graduagdo. Desai et al.
(2000) estudando 120 pacientes com tumores pTa e pTl pelo sistema de
classificacdo OMS/ISUP e suas relagdes com padrées imuno-histoquimicos
observaram o que segue na Tabela 2. Embora papilomas ndo cursem com
recorréncia ou progressdao e NUBPM apenas com recorréncia, lesdes de baixo e alto

grau mostraram progressao e, em alguns casos, resultaram em obito.
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Tabela 2 — Progndstico das neoplasias uroteliais segundo Desai et al., 2000

Papiloma NUBPM Baixo grau Alto grau

Recorréncia 0 33,3% 64,1% 56,4%
Progressao 0 0 10,5% 27,1%
Invasao da lamina prépria 0 0 2,6% 8,3%
Invasao do detrusor 0 0 5,3% 6,3%
Metastases 0 0 10,6% 25%

1.3.3 Métodos diagndsticos

Varias ferramentas tém auxiliado na prevencdo e diagnéstico do CUB, porém
elas ainda sdo um tanto quanto inespecificas quando alguns aspectos sdo

considerados.

O rastreamento tem por objetivo melhorar a sobrevida através da detec¢ao
precoce do tumor. Métodos computacionais sugerem que ele pode ser vantajoso e
reduzir a mortalidade em individuos de alto risco. Contudo, seu papel ainda ndo

estd totalmente estabelecido (Kirkali et al., 2005).

O sintoma mais comum ¢é a hematuria indolor, que ocorre em
aproximadamente 85% dos pacientes (Kirkali et al., 2005). A vasta maioria dos
pacientes é diagnosticada através desse sinal tipico de suspei¢dao, associado a
citologia urinaria e cistoscopia, métodos que tornam o custo de seguimento da

doencga extremamente elevado (Babjuk et al., 2009).

Tomografia Computadorizada (TC) e Ressonancia Nuclear Magnética (RNM)
representam os principais métodos de imagem para estadiamento da doenca.
Contudo, apesar de métodos de alta tecnologia, eles ndo sdo capazes de diferenciar
lesdes entre pT1 e pT3 porque nao podem identificar a extensdo microscépica do
CUB (Paik et al., 2000). Assim, os maiores problemas com esses métodos sdo os

erros de super e subestadiamento (Tritschler et al., 2011). Para melhorar essa
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acuracia, técnicas interessantes como tomografia com emissdo de pdsitrons (PET-
CT) e RNM com nanoparticulas de ferro tém sido recentemente introduzidas (Eisner

e Feldman, 2009; Belakhlef et al., 2012).

A resseccao transuretral (RTU) do tumor vesical propicia informagdes
diagndsticas e beneficios terapéuticos. Os principais objetivos da RTU sdao remover
todo tecido tumoral se tecnicamente factivel, e obter material de boa qualidade
que permita adequada analise histopatoldgica (Babjuk et al., 2009; Miyamoto e

Epstein, 2010).

Marcadores moleculares oferecem o potencial de caracterizar neoplasias
uroteliais individualmente e de forma mais completa em relagdo a avaliacdo
histolégica apenas. Eles podem ser empregados na avaliacdo da recorréncia
tumoral, estadiamento molecular, detec¢ao de doenga avangada, identificacdao de
alvos terapéuticos, previsdo de resposta aos tratamentos e, principalmente, na
deteccdo precoce da doenca mesmo antes de seu aparecimento (Proctor et al.,
2010). O crescente avanco da biologia molecular dos tumores uroteliais de bexiga
tem auxiliado pesquisadores a tragarem uma relacdao direta entre os achados

genético-moleculares e os resultados clinicos.

1.3.4 Tratamento

O tratamento do CaB depende de sua forma de apresentacao
principalmente do tipo histolégico, do estadio e do grau (Miyamoto e Epstein,

2010).

Neoplasias ndo musculo-invasivas (pTa e pT1) recorrem com freqiiéncia e
progridem para doenca musculo-invasiva em um numero limitado de casos, sendo
geralmente submetidas a tratamento mais conservador. A RTU é sempre a primeira
forma de tratamento para essas neoplasias seguida de terapia intravesical imuno ou
guimioterdpica. O tratamento de eleicdo do CUB ndo invasivo é a imunoterapia

baseada no bacilo de Calmette-Guérin (BCG), que ainda ndo possui um protocolo



12

padrdo de utilizacdo, no que diz respeito ao tempo e freqliéncia de aplica¢des
(Babjuk et al., 2009). Estudos de meta-analise confirmam o beneficio do BCG apds a
RTU, em relacdo a RTU apenas ou associada com QT na prevencdo de recidiva e
progressao de tumores ndo invasivos. A terapia de manutengao é sempre indicada
nos tumores de alto risco. O esquema ideal ainda nao estd definido, porém um dos
esquemas empiricos mais utilizados é o do Southwest Oncology Group (SWOG). A
cistectomia radical é recomendada em pacientes nos quais houve falha do BCG. O
atraso no tratamento cirdrgico radical pode levar ao comprometimento da

sobrevida cancer-especifica (Fritsche et al., 2010).

Em tumores musculo-invasivos, a cistectomia é a melhor forma de controle
da doenca propiciando as maiores taxas de sobrevida (Herr et al., 2004), e deve ser
realizada precocemente, devido a alta velocidade de progressdo desses tumores.
Gore et al. (2009) demonstraram que quanto mais precoce sua realizagao, maior é a
sobrevida cancer-especifica e menor a mortalidade e que, quando existe um atraso
maior que trés meses no tratamento cirurgico radical estes parametros se invertem.
O protocolo do National Comprehensive Cancer Network (NCCN) e muitos outros
protocolos definem como padrdo-ouro de terapia para o CaB musculo-invasivo a
cistectomia radical associada a linfadenectomia pélvica, enquanto tratamentos
alternativos ficam reservados aos casos onde existem comorbidade graves (Montie
et al., 2009; Gore et al., 2009). Por fim, protocolos de preservacdo vesical podem
ser aplicados a pacientes selecionados. Esses protocolos ainda ndo estdo definidos e
varias formas de tratamento sdo aplicadas e/ou combinadas entre si, e englobam
RTU radical, QT intravesical, radioterapia, braquiterapia intravesical, cistectomia

parcial, entre outros.
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1.4 Biologia Molecular do Cancer de Bexiga

Um grande numero de eventos genéticos estd envolvido na etiologia,
progressdao e resposta ao tratamento do CUB (Garcia del Muro et al.,, 2004). A
elucidagdo de vias moleculares envolvidas no processo carcinogénico da doenga é

essencial para o entendimento de sua etiopatogenia e comportamento.

1.4.1 Alteragdes genéticas do CUB nao invasivo

As vias carcinogénicas das quais derivam os tumores papiliferos de baixo
grau ndo invasivos e os carcinomas de alto grau, invasivos sdo especificas e
mutuamente exclusivas e estdo ilustradas na Figura 1 (van Rhijn et al., 2004; Bakkar
et al., 2003; Pandith et al., 2010). A maioria das neoplasias malignas vesicais é ndo
musculo-invasiva na apresentacdo inicial e sua principal rota carcinogénica é via
mutac¢do do gene que codifica o receptor do fator de crescimento fibroblastico tipo
3 (FGFR3). Porém, menos comumente mutacdes do gene RAS também tém sido

descritas.

O gene FGFR3, localizado na regido cromossémica 4p16.3 (Thompson et al.,
1991) tem 18 éxons e pertence a familia dos receptores de fator de crescimento do
tipo tirosina quinase, envolvidos em fungdes relacionadas a embriogénese e
manutencdo da homeostase tecidual (Pandith et al., 2010). Esses receptores
regulam vdrios processos biolégicos, incluindo proliferacdo, diferenciacdo e
migracdo celular, além da apoptose (Ornitz et al., 1996). Possuem uma estrutura
comum, que compreende um dominio extracelular, um dominio transmembrana
hidrofébico e um dominio intracelular tirosina quinase. A ligacdo do FGF ao seu
receptor FGFR3 leva ao estimulo dos segundos mensageiros através do dominio
intracelular. Essa via de ativacdo pode produzir tumores bem diferenciados e de
baixo grau. Mutac¢Ges ou outras alteracbes que levam a superatividade de FGFR3

alteram a proliferacao celular, mas tém pouco efeito na diferencia¢cdo e apoptose,
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propiciando uma vantagem para o crescimento das células cancerosas, mantendo,

porém, sua estabilidade genomica.

Dois mecanismos sdo capazes de levar a atividade anormal de FGFR3, isto é,
a translocacdo t(4;14) que resulta em superexpressao da proteina, e a mutagao
puntiforme que resulta em ativagdo andmala do receptor sem a necessidade do
ligante. A primeira evidéncia de que FGFR3 poderia ser um oncogene foi observada
no mieloma multiplo, uma neoplasia plasmocitica, onde a expressao alterada do
gene foi observada em 10 a 25% dos pacientes. Mutagdes de FGFR3 no CUB foram
relatadas pela primeira vez por Cappellen et al. (1999), que as identificaram em 35%
desses tumores. As mutagdes nos codons 248, 249 e 375 compreendem mais de
95% de todas as mutacOes de FGFR3, sendo o cddon 249 responsdvel por

aproximadamente 70% delas.

FGFR3 > 60%

a pilTiz:‘ero i,
B’;i)?o grau TP53 < 5%
-9-50-60%

/ Hiperplasia
J

FGFR3 - 26% + displasia pEm—_—
g FGFR3 — 35%
TP53 —zero —
/9 30% e
-9-50-60%
Normal J
FGFR3 — zero FGFR3 — 25%
TP53-50a70% RAS — 13%
TP53 > 30%
\ Displasia plana 9-50-60%
CIS
FGFR3 — 16%
RAS — 13%
TP53 —70%
-9-50-60%

Figura 1 — Vias de carcinogénese do carcinoma urotelial de bexiga
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As mutacdes mais freqlientes de FGFR3 podem ser provocadas pelo fumo ou
exposicdo ambiental a carcindgenos que criam um residuo extracelular de cisteina e
ativam o dominio tirosina quinase, cursando com diminuicdo da especificidade pelo
ligante e conseqliente dimerizacao e autofosforilagdo do dominio intracelular. van
Rhijn et al. (2001) relataram uma associa¢cdo entre a muta¢do de FGFR3 e a
presenca de carcinomas uroteliais de baixo grau ou papilomas em mais de 70% dos
casos de tumores pTa. Nos tumores musculo-invasivos essas mutacdes podem estar
presentes, mas em taxas bastante reduzidas (até 15% dos casos). Apesar desses
dados de literatura apontarem o FGFR3 mutado como marcador molecular do pTa,
eles sdo controversos na previsdo do risco de recorréncia e progressdo da doenca

(Pandith et al., 2010).

Em 2007, Tomlinson et al. desenharam um estudo para investigar a mutacao
no gene FGFR3 e sua associacdo com a superexpressdao de seu produto protéico,
correlacionando-os com o estadio e grau tumoral, e 85% dos tumores que
apresentaram mutacdo, também possuiam superexpressdo protéica de FGFR3.
Parece possivel que a mutacdo em FGFR3 seja um evento precoce no
desenvolvimento desse tipo de tumor e, na maioria dos casos, pode proteger da

progressdo para doenca musculo-invasiva.

Mutacdes no oncogene RAS também tém sido relacionadas a tumores nao
invasivos. Em 1982, Der et al. descobriram que o gene HRAS, um dos primeiros
oncogenes humanos descritos, também estava associado ao CUB sendo identificado
na linhagem celular T24. Existem trés genes da familia RAS, o H-RAS, o K-RAS e o N-
RAS que tém um envolvimento direto no desenvolvimento de 30% dos canceres
humanos (van der Weyden e Adams, 2007). RAS atua regulando e controlando
diversas funcdes celulares como a proliferacdo, diferenciacdo, motilidade e
apoptose, em resposta a sinais extracelulares. No CUB parece agir através da
ativacdo da via MAPK (proteina quinase mitogénica ativada) ou das vias AKT/STAT
(Jebar et al., 2005). Mo et al. (2007) estudaram H-RAS e o comportamento dos

tumores vesicais ndo invasivos e demonstraram uma relagdo entre o oncogene e o
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grau e a agressividade tumoral. Os autores concluiram que a superativacdo de H-
RAS por mutagdo puntiforme e superexpressdo, é necessdria e suficiente para
induzir tumores vesicais ndo invasivos e que a inibicdo dessa atividade poderia ser
uma alternativa terapéutica. Finalmente, Przybojewska et al. (2000) mostraram que
H-RAS encontra-se ativo em 84% dos espécimes de CUB ndo invasivos. Mutagdes no
gene N-RAS se mostraram semelhantes as do H-RAS, sugerindo uma relacdo entre
eles na neoplasia vesical, enquanto que alteragdes no K-RAS parece ser um evento

raro.

Interessante é que mutacdes do gene RAS e FGFR3 parecem ndo ocorrer
concomitantemente sendo, portanto, eventos mutuamente exclusivos indicando

equivaléncia bioldgica desses dois tipos de mutacdo (Jebar et al., 2005).

Uma vez que a ativacdo do FGFR3 através da mutacdo é o evento-chave para
o desenvolvimento de tumores pTa de baixo grau, especula-se seu papel como o
primeiro marcador molecular de doenca nao agressiva (Rieger-Christ et al., 2003).
Ainda, FGFR3 pode ser alvo de drogas e o bloqueio do receptor com anticorpos é de
grande interesse, sendo considerado como potencial alvo terapéutico no CUB.
Martinez-Torrecuadrada et al. (2005) conduziram um estudo para investigar o
efeito do anticorpo Fv de cadeia simples humano (scFv) como inibidor especifico da
funcdo de FGFR3. Os autores relatam que foram capazes de bloquear a proliferacao

celular na linhagem tumoral de AcB RT112, que expressa altos niveis de FGFR3.

1.4.2 Alteragoes genéticas do CUB invasivo

A maioria dos eventos genéticos conhecidos no CUB é descrita em tumores
invasivos e muitos deles, como a mutacdo do gene p53, retinoblastoma (RB1) e
PTEN, estdo associados a mau progndstico. Carcinomas uroteliais invasivos de
bexiga sdo neoplasias mais agressivas e de alta instabilidade genética (Knowles,

2008).
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O produto do gene p53 é uma proteina supressora tumoral que responde a
diversos sinais de estresse celular regulando a transcricdo de uma série de genes
gue induzem a parada do ciclo celular, apoptose, senescéncia, reparo do DNA e
alteragGes no metabolismo da célula. Sdo descritas mutagdes somaticas de p53 em
mais da metade das neoplasias humanas e muta¢des germinativas envolvidas com
sindromes hereditarias que promovem o desenvolvimento de uma série de
tumores. Ao contrdrio de FGFR3, a perda de fungdo do gene p53 leva a uma
instabilidade gendmica importante na geracdo de tumores de alto grau e estadio
(Hainaut e Hollstein, 2000). Esrig et al., (1994) e Sarkis et al. (1994) foram os
primeiros a demonstrar que alteracdes de p53 sdo importantes marcadores de
recorréncia e mortalidade no CUB. O gene p21, também conhecido como CDKN1A,
codifica um inibidor de ciclinas CDK2 e CDK4, funcionando como um regulador do
ciclo celular. A expressao desse gene é controlada pela proteina p53, exercendo um
efeito negativo na fase G1 do ciclo celular, frente a uma variedade de estresses. As
anormalidades conjuntas de p21 e p53 prevéem mau progndstico e menor

sobrevida livre de doenga.

A suscetibilidade do gene RB1, um protétipo de gene supressor tumoral, tem
sido associada com desenvolvimento e/ou progressdo do CUB. Essa fosfoproteina é
um regulador negativo do ciclo celular, estabiliza a heterocromatina, mantendo a
sua estrutura. MutagOes desse gene estdao marcadamente associadas ao
desenvolvimento do retinoblastoma infantil, sarcoma osteogénico e cancer de

bexiga (www.ncbi.nlm.nih.gov/gene). A inativacdo de RB1 esta vinculada ao CUB,

mais especificamente a doenca invasiva com pior comportamento, especulando-se
sua possivel utilizagdo como marcador prognéstico. Avaliando o papel do RB1 no
tumor de bexiga, Gallucci et al., em 2005, observaram que sua delecdo
heterozigdtica esteve associada com estagios avancados da doenca (pT3-pT4). Os
autores finalizaram com o achado de que 86% dos tumores apresentaram delecdo
heterozigotica e 11% homozigoética do gene RB1, e esse comportamento se associou
a graus mais altos, estadios avancados e sobrevida reduzida. Cordon-Cardo et al.

(1992) avaliaram 48 tumores provenientes de cistectomia radical e mostraram que,


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene
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dos 38 pacientes que apresentavam doenca musculo-invasiva, 34% tinham
alteragcdo na expressao de RB1, sendo essa mutagao praticamente ausente nos
tumores ndo invasivos. Chegaram a conclusdo que tumores que apresentam tais

mutagdes tém comportamento mais agressivo e menor sobrevida.

Uma vez que mais da metade dos tumores invasivos tém deficiéncias nas
vias p53 e/ou RB1, restaurar as fungdes dessas vias poderia retomar os processos
fisioldgicos celulares, promover a apoptose, prevenir a progressdo e controlar o
crescimento tumoral (Wu, 2009). Varias pequenas moléculas recentemente
descobertas com habilidade de ligacdo no gene p53 mutante ou na proteina
truncada sao capazes de restaurar suas fungdes. Dois protétipos sdo o CP-31398 e o

PRIMA-1, capazes de reativar a fun¢do do p53 e induzir a apoptose macica.

O gene homoélogo da fosfatase e tensina (PTEN) estd situado no brago longo
do cromossomo 10 (10g23) e também funciona como um tradicional supressor
tumoral, com papéis no controle da proliferacdo, migracdo e invasao celulares
através da via PI3K/AKT/mTOR (Wu, 2009; McConckey et al., 2010). Apesar de ter
influéncia no desenvolvimento de tumores vesicais ndo invasivos, PTEN esta muito
mais associado com as vias promotoras e de progressdo do CUB invasivo. Embora
existam evidéncias que sugiram seu papel na iniciacdo e progressdo neoplasica,
parece que PTEN ndo é capaz de promové-las sozinho (Tsuruta et al., 2006). Dados
recentes mostram que quando a perda de funcdo de PTEN encontra-se associada
com mutagdes em p53, o tumor invasivo se instala e progride mais rapidamente,

com pior progndstico e menor sobrevida (Puzio-Kuter et al., 2009).

AssociacOes de alteracGes genéticas dentro da via carcinogénica do CUB
invasivo parecem ser o principal evento que leva a iniciacdo e progressdo desses

tumores uroteliais (Figura 1).
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1.4.3 Epigenética do CUB

Alteragdes genéticas apenas ndo sdao capazes de explicar a diversidade
molecular do cancer, e outros mecanismos também podem afetar a expressao dos
genes e as vias de sinalizagdo. Alteragdes epigenéticas como a hipermetilagdao do
DNA e desacetilacdo de histonas, que ocorrem sem modificar a estrutura do DNA,
parecem contribuir para a transformagao maligna e progressao do CUB (Dalmay,
2008; Enokida e Nakagawa, 2008) e podem ser promovidas por exposicdo a

estimulos externos, incluindo o tabagismo, dieta e agentes carcinogénicos.

Uma variedade de genes importantes em diversos processos celulares
podem apresentar hipermetilagdo do DNA em taxas que oscilam entre 1% e 98%
(Kim et al.,, 2005; Friedrich et al., 2005; Marsit et al.,, 2007; Yates et al., 2007;
Ellinger et al., 2008; Lodygin et al., 2008). Além disso, algumas dessas alteracées
epigenéticas podem ser reguladas por micro RNA. Hipermetilacido pode ser
detectada no urotélio normal e no Cis de pacientes portadores de tumores
invasivos, indicando que essas aberracOes epigenéticas ja estdo presentes em
estagios precoces da doenca (Brait et al., 2008). Considerando o modelo atual de
carcinogénese vesical, sugere-se que a hipermetilacdo de genes é mais tipica de
tumores invasivos e tem sido relacionada com pior progndstico e menor sobrevida,
de forma que tais alteragdes foram sugeridas como biomarcadores para CUB. Brait
et al. (2008), usando um grupo de sete genes, demonstraram que a metilacdo de
suas areas promotoras permite estratificar doenca invasiva e nao invasiva. Por fim,
Yates et al. (2007) relataram que hipermetilacdo da drea promotora de E-caderina

esteve associada a progressao da doenga e morte por cancer.

Outro mecanismo epigenético é a repressdo da transcricdo através da
interacdo de micro RNA (miRNA) em seqliéncias especificas do RNA mensageiro

(RNAm), que sera discutido a seguir.
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1.4.4 Micro RNA

Apds a sua descoberta ha quase 20 anos (Lee et al., 1993), os miRNA tém
sido reconhecidos como moléculas que atuam especificamente no controle pds-
transcricional da maioria do genoma de eucariotos. Eles sao uma familia de
pequenos RNA que variam de 19 a 25 nucleotideos expressos em uma ampla
variedade de organismos, englobando plantas, vermes e mamiferos incluindo o
homem (Pillai et al., 2005). Muitos miRNA sdo altamente conservados entre as
espécies e a maquinaria de seu processamento pode ser encontrada em arqui e
eubactérias, comprovando sua caracteristica ancestral. Atualmente existem mais de
1400 miRNA, relacionados com a regulacao de mais de 30% dos genes humanos

(www.mirnabodymap.org; Lewis et al., 2005) envolvidos em multiplos processos de

desenvolvimento e diferenciacdo celular, apoptose, homeostase e vias metabdlicas

(Ambros, 2003; Bartel, 2004; Blenkiron e Miska, 2007).

1.4.4.1 Biogénese de miRNA

Apds sua transcricdo pela RNA polimerase I, o precursor primdrio do miRNA,
denominado pri-miRNA, é submetido a acdo do complexo microprocessador nuclear
Drosha e entdo convertido em pré-miRNA, uma molécula de fita dupla de
aproximadamente 60-70 nucleotideos (Han et al., 2004; Lee et al., 2004; Gregory et
al., 2004; Kim, 2005). O pré-miRNA é exportado do nucleo para o citoplasma pela
Exportina-5, proteina especializada no transporte nucleocitoplasmatico de
macromoléculas, incluindo os acidos ribonucleicos (Yi et al., 2003). Uma vez no
citoplasma, o pré-miRNA é clivado pela enzima Dicer, transformando-se em um
miRNA de tamanho pequeno (19 a 25 nucleotideos) de fita dupla, conhecido como
miRNA duplex. Este, por sua vez, sofre novamente a acdo da Dicer, que cliva a dupla
fita e produz o miRNA maduro de fita Unica, que entdo é incorporado a um
complexo efetor denominado RISC (complexo silenciador induzido por RNA)(Lee et
al., 2003; Carmell e Hannon, 2004; Bartel, 2004). O RISC guia o miRNA maduro até

seu RNAm alvo, onde ocorrerd uma interacdao de complementariedade de bases


http://www.mirnabodymap.org/
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perfeita ou incompleta, que levard a clivagem do RNAm ou a inibicdo da traducao
de proteinas, respectivamente (Meister et al., 2004; Pillai, 2005). A Figura 2 resume

todos esses processos descritos.

MNOOOOOOOOANOOQ . Nucleo

1’ Transcri¢cdo

.

11
3 Pri-miRNA

:
Clivagem

3 L1 i:EEEEED:q )
Pré-miRNA

\ Citoplasma

Pré-miRNA

@\_) l Clivagem
. ___LL_ELID:IID.- =

miRNA duplex

miRNA maduro

')'—nTT—rn—’—r‘—ri'
@ Formacdo do RISC
Liliiiliiiil 5

=
i Degradacao
1 1
(I 11
]

Clivagem do RNAm alvo Repressdo da Tradugdo

Figura 2 — Esquema demonstrando a biogénese de miRNA

1.4.4.2 FungoOes de micro RNA

Embora a grande maioria dos estudos tenha se voltado ao papel dos miRNA
no desenvolvimento e progressdo de doencas, diagndstico, progndstico e
estratégias terapéuticas, eles sao fundamentais nos fenbmenos de embriogénese,
desenvolvimento e diferenciacdo celular, proliferacdo e metabolismo (Dalmay,

2008).

Dentro da pesquisa oncolégica, os miRNA tém se apresentado como
supressores de tumor ou oncogénicos, demonstrando alteracGes que podem
caracterizar diferentes tipos de cancer (Calin e Croce, 2006; Blenkiron e Miska,

2007). Embora existam estudos explorando perfis de expressao de miRNA no CUB,
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os dados ainda sdo escassos e o campo de exploragdo bastante vasto (Gottardo et
al., 2007; Gregory et al., 2008; Neely et al., 2008; Ichimi et al., 2009; Veerla et al.,
2009).



2. OBJETIVOS
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Os objetivos deste estudo sdo:

2.1 Primario

— Caracterizar um perfil de expressao de micro RNA no carcinoma urotelial

de bexiga
2.2 Secundarios

— Comparar o padrdao de expressdao dos miRNA entre o carcinoma urotelial

de alto grau invasivo e o carcinoma urotelial de baixo grau nao invasivo

— Relacionar o perfil de expressao dos miRNA com recidiva e progressao da

neoplasia em pacientes tratados por CUB



3. METODOS
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3.1 Pacientes

Foi estudado o perfil de expressdao de 14 miRNA de 60 pacientes divididos
em dois grupos: 30 pacientes com CUB de baixo ndo musculo-invasivo (pTa)
submetidos a ressecgao transuretral e 30 pacientes com CUB de alto grau invasivo
na muscular prépria ou tecido adiposo perivesical (pT2-3) submetidos a cistectomia
radical. O grupo controle é constituido por cinco pacientes sem anormalidades
vesicais que sofreram tratamento cirdrgico aberto para o tratamento de HPB. Os
pacientes e os controles foram tratados entre janeiro de 2008 e dezembro de 2009,
no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo
(HCFMUSP) e no Instituto do Cancer do Estado de S3o Paulo (ICESP) pela equipe do
Prof. Dr. Miguel Srougi. A tabela 3 mostra as caracteristicas demograficas dos dois

grupos de pacientes e do grupo controle.

Tabela 3 — Caracteristicas demograficas dos grupos estudados

CUB de baixo grau nao CUB de alto grau invasivo Controles
invasivo pT2-3 (n = 30) (n=5)
pTa (n=30)
Sexo Idade Sexo Idade Sexo Idade
(%) (anos) (%) (anos) (%) (anos)
Média Mediana Média Mediana Média  Mediana
(min-max) (min-max) (min-max)
Masculino 86,7 68,2 67,5 53,3 64,4 66 100 66 66
(47-82) (41-79) (61-71)
Feminino 13,3 61,8 61 46,7 65 67,5 0 - -
(57-68) (46-81)

Os pacientes foram informados sobre os objetivos deste estudo e assinaram
o termo de consentimento informado (Anexo B). O tempo médio de
acompanhamento foi de 17,7 meses, com mediana de 16 meses, variando de 3 a 46
meses. Para os tumores pTa, o seguimento se deu através de cistoscopia e citologia
urindria trimestrais nos primeiros 24 meses, seguidos dos mesmos exames

semestrais do terceiro ao quinto ano do diagnéstico. Para tumores invasivos pT2-3
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o acompanhamento se fez por TC abdominal e de térax trimestral nos primeiros
dois anos, semestral do terceiro ao quinto ano e anual a partir do quinto ano de
pds-operatdério. Reintervecdes terapéuticas foram feitas conforme a necessidade de
cada caso. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica desta instituicdo sob

numero 0176/10 (Anexo A).

3.2 Exame macro e microscopico

Os espécimes cirdrgicos foram examinados a fresco pelo patologista e o
pesquisador executante deste trabalho, imediatamente apds sua ressec¢do, sendo
seccionado fragmento de 1 cm?®, armazenado imediatamente em criotubo
Eppendorf de 1,5 ml com 1 ml de RNA holder (fixador de RNA) e mantidos em
freezer -80 °C no Laboratério de Investigacdo Médica Uroldgica (LIM-55) da

Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo (FMUSP).

Apds a seccdo do fragmento para extracdo de miRNA, os espécimes
cirurgicos foram fixados em formalina 10% por um periodo de até 24 horas. Todas
as pecas provenientes de RTU ou cistectomia radical foram submetidas a estudo
histolégico para anadlise dos fatores progndsticos classicos. As pegas foram
habitualmente processadas e incluidas em parafina, seccionadas em cortes de 4 a 6
pum, coradas por hematoxilina-eosina e analisadas em microscépio Optico pelo
mesmo patologista, garantindo a presenca da neoplasia em pelo menos 75% da
amostra. Foram avaliados os seguintes parametros prognosticos:

a. Graduacdo histolégica segundo a classificacdo adotada pela OMS/ISUP

2004.

b. Estadiamento patoldgico TNM segundo a AJCC 2010.
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3.3 Processamento do RNA
3.3.1 Isolamento do miRNA

Os miRNA foram isolados com o kit mirVana® (Ambion) de acordo com as
recomendacdes do fabricante (Anexo C). Este kit permite o isolamento de todos os
tipos de RNA. Os espécimes congelados a -80 °C foram macerados e colocados em
tubo de microcentrifuga de 1,5 ml estéril. Ao tubo foram entdo adicionados 500 ul
do tampao de lise e 50 ul do aditivo de homogeneizar e a solugao deixada 10
minutos no gelo. Logo apds, foram adicionados 500 pl de acido fenol-cloroférmio e
as amostras foram vortexadas e centrifugadas na velocidade maxima de 10.000 rpm
por 5 minutos em temperatura ambiente. A fase aquosa foi removida para um novo
tubo e foi adicionado um terco do volume de etanol 100% e entdo, a solucdo
transferida para um filtro e centrifugada a 10.000 rpm por 15 segundos. O filtro
gue contém o RNA total foi armazenado. No filtrado onde continha o miRNA, foram
adicionados dois tergos de etanol 100%. A solugdo foi transferida para uma nova
coluna e centrifugada a 10.000 rpm por 15 segundos. Em seguida, foi feita uma
lavagem com 700 ul de wash solution 1/3, e as amostras centrifugadas por 15
segundos a 10.000 rpm, seguidas por mais duas lavagens com 500 ul de wash
solution 2/3, centrifugadas nos intervalos por 15 segundos a 10.000 rpm. Neste
momento, foram adicionados 100 ul de agua livre de RNAse a 95 °C no filtro e as
amostras novamente centrifugadas a 10.000g por 15 segundos. O filtrado contendo
o miRNA foi entdo armazenado em freezer -80 °C até ser utilizado. A concentragao e
pureza foram estimadas em espectrofotémetro Nanodrop® (ND-1000, Wilmington,

EUA) (260/280 nM).

3.3.2 Sintese do cDNA

O miRNA foi diluido em agua livre de nucleases e utilizado 3 ul deste, onde
foram adicionados 0,15 pl do mix de dNTPs (100 mM total), 0,19 ul de inibidor de
RNAse (20 U/ul), 1,5 pl do tampdo da enzima (RT Buffer 10X), 0,5 ul da enzima
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Multiscribe ™ RT enzyme (50 U/l), 3,66 pl de dgua livre de nucleases e 1 pl de primers
especificos para cada miRNA, totalizando 10 pl. As misturas foram submetidas a 16 °C
por 30 minutos, 42 °C por 30 minutos e 85 °C por 5 minutos para sintese da fita de

cDNA em aparelho Termociclador Veriti® (Applied Biosystems, California, USA).

Abaixo segue o modelo esquematico de sintese do DNA complementar dos

miRNA.

Primer do miRNA

5 miRNA

P \
J

Extensdo do Primer
sobre o miRNA

= Transcriptase
Reversa

. l
v /_'=
!

Sintese da primeira
fita de cDNA

Sintese da
Segunda fita

5 Amplificagdo do
cDNA por PCR

Figura 3 — Sintese do DNA complementar

3.3.3 Amplificagdo do miRNA

Os primers utilizados para amplificagdo dos miRNA foram adquiridos da
Applied Biosystems, California, USA, que desenha primers com as caracteristicas
necessdrias para os experimentos de PCR em Tempo Real (RT-PCR) no

termociclador ABI 7500 Fast.
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Para quantificacdo das amostras foi utilizado o reagente TagMan® (Applied
Biosystems, California, USA). Este protocolo utiliza dois iniciadores nao
fluorescentes e uma sonda com dupla marcacdo que se anela a regido localizada
entre os iniciadores. Esta marcagao dupla é formada por um fluoréforo que emite
luz quando excitado e um quencher que absorve a luz emitida pelo fluoréforo.
Durante os ciclos da PCR, a sonda é quebrada pela Tag polimerase na etapa de
extensdao do iniciador anelado. Esta quebra da sonda elimina a absorgdo pelo
quencher da fluorescéncia emitida que pode ser entdo medida através de uma
camera situada na parte superior do equipamento. A quantificacdo da emissao
absorvida pela camera apds quebra da sonda permite entdo a deteccao do produto
de RT-PCR (Figura 4). Brevemente, a reacdo foi preparada adicionando-se 5 ul do
MasterMix, 3,5 pl de dgua livre de nucleases, 1 ul do cDNA e 0,5 ul do primer especifico
para cada miRNa estudado em placas para PCR. Logo apds, as reagbes foram inseridas
no equipamento de qRT-PCR e processadas pelo aparelho durante 2 minutos a 50 °C,
10 minutos a 95 °C e 40 ciclos termais de 15 segundos a 95 °C seguidos de 1 minuto a
60 °C. Os valores de expressdo de cada amostra para cada miRNA estdo expostos nos

anexos D e E.
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Figura 4 — Amplificacdo do miRNA pelo método TagMan®
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3.4 Analise dos resultados

Os 14 miRNA avaliados neste estudo, suas caracteristicas e seus possiveis
genes-alvos estdao demonstrados nas Tabelas 4 e 5. Com exce¢ao do miR-100,
escolha dos miRNA para esse estudo foi baseada em dados da literatura que
demonstraram papéis fundamentais e/ou promissores desses miRNA nas vias
carcinogénicas de tumores uroteliais. O miR-100 especificamente foi selecionado
para analise porque, além de fazer parte de todas as linhas de pesquisa do nosso
laboratério, existem dados escassos sobre sua a agao, tanto na via tumorigénica da
neoplasia ndo invasiva quanto na invasiva. Os niveis de expressdao dos miRNA foram
obtidos pela quantificacdo relativa dos niveis de expressdao determinados pelo
método 2'AACT, para o qual AACT = dCT; — dCT,, onde dCT; = CT do miRNA-alvo,
(amostra tumoral) - CT da média do controle endégeno (amostra tumoral), e dCT, =
CT da média dos controles (amostras de tecido vesical normal) — CT da média do
controle endégeno (amostra de tecido vesical normal). No grafico logaritmico, esse
método padroniza a expressdo do controle normal como uma linha basal
(representada pelo niumero 1) e a expressdo relativa de cada miRNA para cada
amostra tumoral é demonstrada em vezes o normal para mais nos casos de

superexpressao e para menos nos de subexpressado.

Todas as reagdes foram realizadas em duplicata e os pequenos RNA
nucleolares RNU43 e RNU48 (Applied Biosystems, CA, USA) usados como controle

enddgeno.
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Tabela 4 — Micro RNA analisados e seus possiveis genes-alvo

100

10a

21

205

Let-7c¢

125b

143

145

221

223

15a

16-1

199a

452

THAP2, SMARCAS,
BAZ2A, FGFR3

FGFR3, HOXA-1

PTEN, p53

p53, PTEN, ZEB-1,
ZEB-2
RAS, MYC

KRT-7, MUC-1, E2F3,
p53

RAS
KRT-7, FSCN-1, c-
MYC/p53
p27KIP1, DDIT4
MEF2C, STMN-1
BCL2
BCL2

KRT7, mTOR, PODXL

Ainda ndo definido

Zhou et al., 2002; Bessiére et al.,
2008; Veerla et al., 2009; Catto et
al., 2009
Veerla et al., 2009; Garzon et al.,
2006

Neely et al., 2008; Wu et al., 2009;
Catto et al., 2009; McConkey et al,
2010
Gottardo et al., 2007; Gregory et
al., 2008; Neely et al., 2008
Reinhart et al., 2000; Johnson et
al., 2005
Ichimi et al., 2009; Le et al., 2009;
Rajabi et al., 2010; Huang et al.,
2011
Lin et al., 2009

Ichimi et al., 2009; Chiyomaru et
al., 2010; Sachdeva et al., 2009
Gottardo et al., 2007; Pineau et al,,
2010
Gottardo et al., 2007; Wong et al.,
2008
Calin et al., 2002

Calin et al., 2002
Ichimi et al., 2009; Fornari et al.,

2010; Cheung et al., 2011
Veerla et al., 2009




Tabela 5 — Especificagdes dos micro RNA estudados

MicroRNA

Localizagao
Cromossomica

Sequéncia
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Numero de
Bases

100

10a

21

205

Let-7c

125b

143

145

221

223

15a

16-1

199a

452

11g24.1
17q21.32
17923.1
1932.2
21g21.1
11q24.1
5qg32
5qg32
Xpl1.3
Xql2
13q14.2
13q14.2
19p13.2

Xq28

AACUGUUUGCAGAGGAAACUGA

UACCCUGUAGAUCCGAAUUUGUG

UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA

UCCUUCAUUCCACCGGAGUCUG

UGAGGUAGUAGGUUGUAUGGUU

UCCCUGAGACCCUAACUUGUGA

UGAGAUGAAGCACUGUAGCUC

GUCCAGUUUUCCCAGGAAUCCCU

AGCUACAUUGUCUGCUGGGUUUC

UGUCAGUUUGUCAAAUACCCCA

UAGCAGCACAUAAUGGUUUGUG

UAGCAGCACGUAAAUAUUGGCG

CCCAGUGUUCAGACUACCUGUUC

AACCCGUAGAUCCGAACUUGUG

22

23

22

22

22

22

22

23

22

22

22

23

22
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A figura 5 demonstra de modo esquemdtico a metodologia aplicada e

desenvolvida neste estudo.

Extracdo do miRNA

Quantificacdo

do miRNA
NanoDrop ®

Termociclador
Veriti®
Applied Biosystems

Termociclador

PCR Real Time ABI 7500 Fast®

==
L@;ﬁ Applied Biosystems

Andlise dos Resultados Study
2»AAct

Figura 5 — Esquema metodoldgico do estudo

3.5 Analise estatistica

Espectofotbmetro

11

—

Kit mirVana®
Ambion

Estoquea
—-80°C

16 °C = 30 min.
42 °C = 30 min.
85°C = 5 min.

50 °C = 2 min.

95 °C = 10 min.
95 °C - 15 seg.
60°C = 1 min.

Os métodos estatisticos foram empregados para comparar o perfil de

expressao dos miRNA entre os dois grupos de tumores e os fatores progndsticos.

Para grupos homogéneos, utilizamos o Teste T para comparar dois grupos e ANOVA

para trés ou mais grupos. Para aqueles ndao homogéneos, usamos o Teste de Mann-

Whitney para comparar dois grupos e o Teste de Kruskal-Wallis para trés ou mais

grupos. O Teste do Qui-quadrado foi empregado para comparar grupos em escala

nominal. Os dados foram transformados em gréficos logaritmicos para andlise e a

expressdao de cada amostra para um determinado miRNA é relativa ao controle e

expressa em vezes. Os resultados foram alcancados utilizando-se o programa de
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analise estatistica SPSS 19.0 para Windows e estdo apresentados como médias

geomeétricas com intervalo de confianca de 95%.

Foram também construidas curvas de Kaplan-Meyer para estudo de
sobrevida livre de recidiva (SLR) e sobrevida cancer-especifica (SCE), com o intuito

de relacionar os perfis dos miRNA com o comportamento do CUB.



4. RESULTADOS
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4.1 Padrao de expressao geral em carcinoma urotelial de bexiga

Os resultados da expressao dos 14 miRNA nos CUB de baixo grau, nao
invasivos e nos CUB de alto grau, invasivos estdo expostos na Tabela 5 e Figuras 6 e
7. A maior parte dos miRNA encontrou-se subexpressa nos tumores analisados,
exceto o miR-100, 21 e 205 em tumores pT2-3 e miR-10a em tumores pTa, que

estdo superexpressos.

4.2 Perfil de expressao dos miRNA nos carcinomas de baixo grau, pTa e

carcinomas de alto grau, pT2-3

Os miRNA 100, 10a, 21 e 205 mostraram diferencas de expressao

comparando os dois grupos de tumores (Figuras 6 e 7 e Tabela 6).

Todos os tumores pTa de baixo grau apresentaram subexpressao de miR-
100, enquanto que nos tumores pT2-3 de alto grau houve superexpressdo em
57,7%. A média de expressdao de miR-100 em tumores de baixo grau pTa foi de

apenas 0,04 versus 24,39 nos carcinomas de alto grau pT2-3 (p < 0,001).

0O miR-10a mostrou um perfil inverso de expressao em relacgao ao miR-100,
isto é, esteve superexpresso em 73,3% dos tumores de baixo grau, pTa e
subexpresso em 93,3% naqueles de alto grau, pT2-3, com médias de expressao de

46,38 e 0,23, respectivamente (p < 0,001).

Os miRNA 21 e 205 também se mostraram significativamente
superexpressos nos tumores de alto grau, pT2-3. A média de expressdo de miR-21
foi de 1,08 e 18,17 nos tumores de baixo grau, pTa e de alto grau, pT2-3
respectivamente (p = 0,02). As médias de miR-205 nos mesmos grupos foram de

0,07 e 6,91 (p < 0,001).



Tabela 6 — Niveis de expressao dos 14 miRNA conforme grau e estadio

Grau Histolégico

Média
Mediana (min-max)
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Estadiamento Patoldgico

Média
Mediana (min-max)

miRNA

100

10a

21

205

Let7c

125b

143

145

221

223

15a

16-1

199a

452

Baixo (n=30)

0,04
0,0008
(8,9473-0,44)
46,38
4,88
(0,004-761,2)
1,08
0,4
(0,002-11,14)
0,07
0,04
(0,002-0,35)
1,03
0,02
(6,3°-13,14)
0,15
0,08
(9,4°-0,76)
0,18
0,009
(7,4°-4,13)
1,61
0,2
(0,002-24,06)
1,22
0,3
(0,003-17,64)
0,49
0,1
(0,002-9,49)
2,76
1,04
(0,1-15,3)
1,47
0,57
(2,6°-12,3)
0,36
0,13
(0,0008-2,7)
1,42
0,03
(0,0001-39,87)

Alto (n=30)

24,39
1,77
(0,02-526,6)
0,23
0,06
(0,001-1,75)
18,17
0,65
(0,03-407,99)
6,91
0,65
(0,009-97,84)
0,29
0,1
(0,0003-1,41)
0,26
0,06
(0,0001-2,02)
0,18
0,005
(1,7°-3,85)
0,66
0,13
(4,4-10,25)
0,48
0,34
(0,06-1,92)
1,007
0,29
(0,009-6,2)
13,53
0,69
(0,02-331,1)
0,76
0,54
(0,001-3,3)
0,69
0,19
(0,002-6,78)
0,24
0,03
(0,001-3,69)

p

<0,001

<0,001

0,02

<0,001

0,16

0,92

0,99

0,27

0,89

0,21

0,78

0,81

0,25

0,39

pTa (n=30)

0,04
0,0008
(8,9473-0,44)
46,38
4,88
(0,004-761,2)
1,08
0,4
(0,002-11,14)
0,07
0,04
(0,002-0,35)
1,03
0,02
(6,3°-13,14)
0,15
0,08
(9,4-0,76)
0,18
0,009
(7,4°-4,13)
1,61
0,2
(0,002-24,06)
1,22
0,3
(0,003-17,64)
0,49
0,1
(0,002-9,49)
2,76
1,04
(0,1-15,3)
1,47
0,57
(2,6°-12,3)
0,36
0,13
(0,0008-2,7)
1,42
0,03
(0,0001-39,87)

pT2/13
(n=30)
24,39
1,77
(0,02-526,6)
0,23
0,06
(0,001-1,75)
18,17
0,65
(0,03-407,99)
6,91
0,65
(0,009-97,84)
0,29
0,1
(0,0003-1,41)
0,26
0,06
(0,0001-2,02)
0,18
0,005
(1,7°-3,85)
0,66
0,13
(4,4-10,25)
0,48
0,34
(0,06-1,92)
1,007
0,29
(0,009-6,2)
13,53
0,69
(0,02-331,1)
0,76
0,54
(0,001-3,3)
0,69
0,19
(0,002-6,78)
0,24
0,03
(0,001-3,69)

p

<0,001

<0,001

0,03

<0,001

0,31

0,99

0,76

0,48

0,98

0,41

0,93

0,95

0,52

0,68
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Figura 6 — Perfil de expressao dos 14 miRNA nos tumores de baixo grau pTa
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Figura 7 — Perfil de expressao dos 14 miRNA nos tumores de alto grau pT2-3
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4.3 Perfil de expressao de miRNA, recidiva e sobrevida cancer-especifica

As andlises de sobrevida livre de recidiva e sobrevida cancer especifica foram
realizadas dentro do tempo médio de seguimento de 17,7 meses. O menor e o
maior tempo de acompanhamento foram trés e 46 meses, respectivamente, e

correspondem a pacientes do grupo pT2-3.

Apenas o miR-21 associou-se significativamente com sobrevida livre de
recidiva em tumores pTa de baixo grau. Pacientes que apresentaram niveis de
expressao do miRNA menores ou iguais a 1,08 sobreviveram livre da doenga por um
tempo médio de 24,6 meses. Em contrapartida, aqueles que tiveram expressao
acima de 1,08 ficaram livres de doenca por apenas 16,3 meses, demonstrando que

a maior expressao de miR-21 relacionou-se a maiores taxas de recidiva (p = 0,02)

(Figura 8).
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Figura 8 — Curva de Kaplan-Meyer demonstrando a diferenga de SLR de tumores

pTa de baixo grau em relacdo a expressdo de miR-21
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O miR-10a associou-se tanto com sobrevida livre de recidiva quanto com
sobrevida cancer-especifica em tumores invasivos de alto grau. Pacientes com
niveis de expressao maiores que 0,23 demonstraram menor SLR e SCE, com tempo
médio de 13 e 15,3 meses, respectivamente. Por outro lado, perfis de expressdo
menores ou iguais a 0,23 relacionaram-se com melhores SLR e SCE, com sobrevidas
médias respectivas de 26,1 e 27,3 meses. Esses padrées de comportamento
propiciaram diferencas estatisticas para SLR (p = 0,007) e SCE (p = 0,04) em rela¢ao
ao miR-10a (Figura 9).
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Figura 9 — Curva de Kaplan-Meyer demonstrando as diferencas de SLR e SCE para o

miR-10a em tumores de alto grau pT2-3

Considerando o miR-145, niveis acima de 0,66 se correlacionaram com
menor sobrevida livre de recidiva para tumores pT2-3 (média de 15,6 meses),
enquanto que expressdes menores ou iguais a 0,66 se associaram com um tempo

médio de sobrevida de 25,2 meses (p = 0,03) (Figura 10).
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Atualmente ja estdo identificados mais de 1400 miRNA que, regulando
aproximadamente um tergo dos genes humanos (Lewis et al., 2005), parecem ter
papel fundamental nos processos fisioldgicos e patoldgicos de érgaos e tecidos

(Bartel e Chen, 2004).

Os achados aqui encontrados estdo em concordancia com a literatura. Com
excecdo do miR-10a para pTa de baixo grau e do miR-100, 21 e 205 nos tumores de
alto grau pT2-3, que se mostraram superexpressos em mais da metade dos casos,
todos os demais apresentaram subexpressao em ambos o0s grupos tumorais. Este
fato é relevante e demonstra que miRNA humanos atuam principalmente como
supressores de tumor (Gottardo et al., 2007; Neely et al., 2008; Leite et al., 2009;
Ichimi et al., 2009; Veerla et al., 2009; Catto et al., 2009; Sachdeva et al., 2009;
Chiyomaru et al., 2010; Dip et al., 2011).

O nosso principal objetivo foi o de identificar assinaturas de expressao de
miRNA que possam corroborar a caracterizacdo dos dois grupos especificos de
carcinoma urotelial, tanto do ponto de vista molecular, quanto de comportamento.
Quando consideramos dois grupos de tumor definidos por grau e estadio distintos,
identificamos diferencas de expressdao em apenas quatro miRNA (miR-100, miR-10a,
miR-21 e miR-205) dos 14 estudados. Esses perfis parecem definir cada grupo

tumoral e podem separa-los de modo bastante especifico.

O miR-100 apresentou-se subexpresso em todos os carcinomas de baixo
grau, pTa. Esse mesmo padrdo de expressdo tem sido observado no carcinoma de
ovdrio e carcinoma escamoso da cavidade oral (Nagaraja et al., 2010; Henson et al.,
2009). No carcinoma urotelial, miR-100 pode ter como seu alvo principal o gene
FGFR3, cuja mutacdo e aumento de atividade estd relacionada a essa neoplasia. Em
condicOes fisioldgicas, miR-100 exerce regula¢do negativa sobre FGFR3 diminuindo
assim seus niveis de expressdo de modo pds-transcricional. Os nossos dados
demonstram que pode existir uma via alternativa de carcinogénese dos carcinomas
uroteliais de baixo grau que ndo a mutacdo ativadora de FGFR3. A subexpressdo de

miR-100 que encontramos em 100% dos tumores poderia ser responsavel por uma
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superexpressao de FGFR3 e desenvolvimento do carcinoma de baixo grau. Catto et
al. (2009) encontraram uma relagdo inversamente proporcional entre miR-100 e
FGFR3, onde a subexpressdao do miRNA levou ao aumento de atividade génica antes
da ocorréncia de mutagao, sugerindo que a concentracao aumentada de FGFR3
facilitaria o evento mutacional através do aumento do turnover celular ou da
selecdo natural de células mutantes. Talvez a perda de expressdao de miR-100 seja o
primeiro evento desencadeador da doenga e poderia ocorrer muito antes de seu
aparecimento clinico. A importancia deste fato é que essa caracteristica molecular
poderia ser utilizada para o diagndstico precoce em individuos expostos a agentes
de risco e também prever o comportamento da doenca, permitindo um tratamento
conservador de preservacdo vesical devido as raras chances de progressao e de
excelente sobrevida. Podemos sugerir que miR-100 possa ser utilizado na pratica
clinica como um possivel marcador diagndstico e progndstico do CUB pTa de baixo

grau.

Por outro lado, a maior parte dos tumores invasivos esteve associada a
superexpressao de miR-100 (56,7%). Especula-se que ele aja como controlador
negativo do gene THAP-2, envolvido diretamente no controle da proliferacao celular
através da modulacdo de proteinas que controlam o ciclo celular como pRB e E2F
(Bessiére et al., 2008). A perda de func¢do dos genes RB1, p53 e PTEN, esta envolvida
na rota carcinogénica de tumores invasivos, promovendo a instabilidade genbmica
facilitando a sua progressao (Figura 1). A superexpressdo de miR-100 em pT2-3
poderia promover o silenciamento de THAP-2 e, consequentemente, de RB1. Os
genes BAZ2A e SMARCAS também sdao alvos do miR-100 e estdao associados com a
repressao de transcricdo do DNA e instabilidade cromossémica (Zhou et al., 2002;
Bozhenok et al., 2002). Contudo, esses genes ainda ndo foram estudados em CUB e
necessitam de melhores investigagbes que comprovem seus papéis na

carcinogénese vesical.

Para o miR-10a, encontramos uma superexpressdao em 73,3% dos tumores

pTa contra apenas 6,7% dos tumores pT2-3. O miR-10a estd localizado no
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cromossomo 17q21, dentro do cluster génico HOXB, entre os genes HOXB-4 e
HOXB-5, tendo provavel papel regulador na diferenciacdao celular (Garzon et al.,
2006; Huang et al., 2010; Foley et al., 2011). Além do padrdo usual de acdo sobre a
regidao nao traduzida 3 do RNAm, o miR-10a pode se ligar a regido 5 do RNAm e
aumentar a traduc¢do de proteinas ribossomais, regulando positivamente a traducgao
protéica global (Orom et al., 2008). Essas interacdes poderiam exercer um estimulo
proliferativo, afetando a habilidade de diferenciacigo e promovendo a

transformacdo celular, caracteristica de neoplasias de um modo geral.

Nosso resultado é consistente com aquele publicado por Veerla et al. (2009).
Naquele estudo os autores mostram uma expressao de miR-10a 2,47 vezes maior
em tumores nao invasivos pTa em relagdo aos tumores invasivos, pT1l e pT2-3.
Mesmo sem estabelecer uma relagdo mecanistica entre o miR-10a e o gene FGFR3,
os autores especulam uma associa¢do entre eles, que poderia ser fundamental a

carcinogénese de CUB, pTa.

Embora alguns estudos atuais demonstrem um papel oncogénico da familia
miR-10 em outras neoplasias humanas, o miR-10a pode possuir uma funcdo
bastante ampla, dependendo do tipo de tumor e suas caracteristicas genético-
moleculares. Por exemplo, Ma et al. (2007) e Weiss et al. (2009) observaram em
cancer de mama e pancreas um papel oncogénico do miR-10, estando sua
superexpressao diretamente associada a maior agressividade tumoral,
desenvolvimento de metastases e pior progndstico. Ja Agirre et al. (2008)
evidenciaram uma relacdo entre a subexpressdo desse miRNA e o aumento da

proliferacdo celular e progressao da leucemia mieldide cronica.

Ainda que a superexpressdao de miR-10a esteja relacionada a tumores de
baixo grau, ndo invasivos, demonstramos que uma expressao menor de miR-10a
associou-se com praticamente o dobro de sobrevida livre de recidiva e sobrevida
cancer especifica. Garzon et al. (2006) descrevem a subexpressdo de miR-10a
relacionada a superexpressdo do gene HOXA-1 e conseqiente diferenciacdo celular.

Assim poderiamos sugerir que quanto maior a subexpressdao do miRNA, maiores sdo
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a expressdao de HOXA-1 e a diferenciacdo da célula neopldsica, propiciando um

melhor comportamento do tumor.

O miR-21 apresentou uma acentuada superexpressao em tumores de alto
grau invasivos, sendo praticamente 17 vezes maior que nos ndo invasivos (pTa =
1,08 vs pT2/pT3 = 18,17; p = 0,02). O mesmo foi descrito por Neely et al. (2008) que
demonstraram expressao de miR-21 10 vezes maior em CUB invasivo de alto grau.
Evidéncias atuais determinam o miR-21 como um miRNA verdadeiramente
oncogénico, apresentando-se superexpresso na grande maioria dos tumores. Ele é
capaz de promover a tumorigénese aumentando a proliferacdo celular e
bloqueando os mecanismos de controle apoptético. O mesmo foi achado por Si et

al. (2006) no cancer de mama.

O miR-21 tem como alvo indireto o gene p53, considerado o mais
importante gene envolvido na carcinogénese do CUB invasivo (Esrig et al., 1994).
p53 é um gene responsdvel pelo controle das atividades globais da célula através da
inibicdo do ciclo celular, inducdo de apoptose e reparo do DNA. Catto et al. (2009)
observaram superexpressdo do miR-21 associada a inativacdo do gene p53,

relacionando-a com a invasdo e progressao tumoral.

PTEN é outro importante gene envolvido nas vias carcinogénicas do CUB e
também é alvo de miR-21 (Wu, 2009; McConkey et al., 2010; Meng et al., 2007).
PTEN é uma fosfatase lipidica que suprime a via carcinogénica PI3K/AKT e bloqueia
o crescimento celular, caracterizando-se como um classico gene supressor tumoral.
Em uma revisdo atual dos mecanismos genético-moleculares envolvidos na
iniciacdo e progressdo do CUB, McConkey et al. (2010) sugerem que a perda de
fungdo de PTEN é muito mais comum em CUB invasivo relacionado a inativagao da

via PTEN/PI3K/AKT/mTOR caracterizando um fator de pior progndstico.

Demonstramos ainda que a superexpressao de miR-21 esteve associada a
pior sobrevida livre de recidiva nos tumores pTa, e que a SLR é 51% maior para os

casos que cursaram com niveis de expressdo menores ou iguais a 1,08 (16,3 versus
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24,6 meses). Esse fato fortalece as caracteristicas oncogénicas do miR-21

apresentadas nesse estudo.

Todos os demais miRNA se mostraram subexpressos no dois grupos de

tumores.

Todos os tumores pTa e 63,3% dos pT2-3 mostraram subexpressao de miR-
205. Embora praticamente dois tercos dos tumores invasivos de alto grau tenham
demonstrado subexpressao do miRNA, a média dos niveis de expressao dos 30
casos tende a superexpressao relativamente consideravel (6,91). O miR-205 tem
sido definido como um supressor de tumor e esta envolvido na transigdo epitélio-
mesenquimal (EMT), processo pelo qual uma neoplasia maligna tem habilidade de
realizar uma etapa fundamental a progressao tumoral, ou seja, a disseminacao para
outros 6rgdos. O miR-205, assim como a familia miR-200, inibem ZEB-1 e ZEB-2 que
fisiologicamente atuam suprimindo E-caderina, uma molécula de adesdo
responsavel por manter o epitélio com suas caracteristicas fisiolégicas habituais
(Gregory et al., 2008). A perda de expressdao do miR-205 permite a hiperatividade
de ZEB-1 e ZEB-2 que, por sua vez, acabam por anulando as fun¢des da E-caderina,
consentindo assim a disjuncdo epitelial facilitadora do processo de metastatizacao.
EMT é crucial para a manutencdo e sucesso do processo neopldsico, estando
diretamente relacionada com pior comportamento, maior agressividade tumoral e,
consequentemente, pior progndstico e menor sobrevida. O papel do miR-205 é
praticamente o mesmo em varios tipos de tumores humanos, que é o de dificultar
sua disseminacdo. Alguns autores ja demonstraram sua subexpressao em cancer de
pulmao do tipo ndo pequenas células, cancer de mama e préstata (Lebanony et al.,

2009; Wu et al., 2009; Gandellini et al., 2009).

No CUB tem-se mostrado a hipermetilacdo aberrante de regiées promotoras
no cromossomo 1g32.2, localizacdo do gene produtor do miR-205 (Wiklund et al.,
2011). Neely et al., em 2008, estabeleceram que a relagdo miR-21:miR-205 aumenta
progressivamente conforme a progressdo tumoral. De forma muito interessante,

Brabletz e Brabletz (2010) demonstraram que a al¢a auto-reguldvel ZEB/miR-200 é
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crucial para definir o estado da célula. Desse modo, quando a alca esta em favor de
ZEB, o estado progressivo prepondera, ocorrendo dissemina¢do tumoral além das
barreiras epiteliais. Por outro lado, quando ela esta em favor da familia miR-200, o
estado proliferativo prevalece, levando ao crecimento do tumor. Segundo os
autores, o tecido neopldsico necessita de ambos os estados, isto é, um proliferativo
inicial que fard o tumor crescer, e outro progressivo mais tardio, responsavel pelo
processo de metastatizagdo. Muito interessante é que a subexpressdao de miR-200
favoreceria o processo de disseminacdo mas, apds definidos os sitios de metdstases,
a proliferacdio devera novamente ocorrer, sendo, portanto, necessaria a
reexpressdo de miR-200. Esse fato é ilustrado em nossos resultados onde
demonstramos que miR-205, um miRNA simile a familia miR-200 esteve
subexpresso em 100% dos tumores pTa, condizente com o estado carcinogénico
proliferativo inicial. Nos tumores invasivos houve uma re-expressao desse miRNA

em um terco dos casos.

Observamos uma perda global de expressao de miR-let7c tanto em tumores
pTa (86,7%) quanto pT2/pT3 (93,3%). Esse fato pontua o papel supressor deste
miRNA, consolidado em praticamente todas as neoplasias onde foi estudado, e
reflete sua acdo fundamental na protecdo contra eventos malignos. Os oncogenes
RAS e c-MYC sdo alvos de miR-let7c e sua subexpressdao esta relacionada ao
desenvolvimento neoplasico (Reinhart et al., 2000; Johnson et al., 2005). RAS é o
segundo oncogene mais importante na tumorigénese de pTa de baixo grau (Wu,
2005). Mutagbes puntiformes levam a alteragGes génicas que, por sua vez,
promovem um estimulo exagerado das vias AKT e STAT, gerando alta taxa de
proliferagdo celular. c-MYC é o protétipo do oncogene, tem como papel a inibicao
de RB1 (Reinhart et al., 2000) e estd associado ao CUB pT2-3. c-MYC é capaz de
estimular as ciclinas CDK4, CDK6 e D1, promovendo a fosforilagdo e inativacdo de
RB1 com conseqliente estimulo mitogénico e proliferativo. Por outro lado, c-MYC
pode aumentar a fun¢do de p53 via inibicdo de MDM-2, favorecendo a parada do

ciclo celular e apoptose (Knowles, 2008).
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Da mesma forma, miR-125b mostrou-se subexpresso em 100% dos casos
pTa e 93,3% dos pT2-3. O papel do miR-125b é controverso na literatura. Estudos o
definem como um miRNA supressor de tumor e, portanto, subexpresso, enquanto
outros o classificam como um miRNA oncogénico (Ichimi et al., 2009; Le et al., 2009;
Klussmann et al., 2010; Rajabi et al., 2010; Liang et al., 2010). Estudando tumores
ovarianos, Guan et al. (2011) observaram um papel protetor de miR-125b onde
encontrou-se subexpresso, e sua reintroducao impediu a formagdao de tumor em
camundongos nude infectados com células neopldsicas de ovario humano. Por
outro lado, Shi et al. (2011) demonstraram o papel oncogénico do miR-125b no
cancer de préstata, uma vez que tem como alvo genes pré-apoptéticos (p53, Puma

e Bak-1).

Concordando com nossos achados, Huang et al. (2011), demonstraram
subexpressao de miR-125b em tumores vesicais e em linhagens celulares de CUB.
miR-125b seria capaz de suprimir a tumorigénese vesical através do silenciamento
do fator de transcrigao E2F3, fundamental ao ciclo celular. Os autores encontraram
uma relacdo inversa entre eles, e a transfeccdo de miR-125b em culturas celulares
pode reverter os efeitos proliferativos através da reducao dos niveis de E2F3. Outro
alvo do miR-125b é o gene KRT-7, envolvido no processo de replicagdo do DNA,
organizacao do citoesqueleto e regulacao da tradugdo, apresentando-se como um

oncogene superexpresso (lchimi et al., 2009).

Tumores pTa e pT2-3 apresentaram subexpressdo de miR-143 (96,7% para
ambos os grupos) e miR-145 (73,3% e 86,7%, respectivamente), sugerindo-se
fungdes supressoras tumorais e controladoras das atividades normais da célula.
Esses miRNA situam-se muito préximos no cromossomo 5q32 e compartilham a
mesma funcado supressora de tumor. Existem evidéncias da acdao de miR-143 sobre
RAS. Como ja discutido, RAS mutado leva ao estimulo das vias MAPK/AKT/STAT, que
engatilha o desenvolvimento de pTa de baixo grau (Wu, 2009) podendo também
estar envolvido nas vias de tumores de alto grau (McConkey et al., 2010). Lin et al.

(2009) demonstraram através do estudo de tecidos neoplasicos e linhagens
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celulares de CUB, que a subexpressao do miR-143 é a regra nessas neoplasias. Em
tecidos tumorais, o miR-143 apresentou-se 13,7 vezes menor que no controle
normal. Nas linhagens tumorais EJ e T24, o miR-143 ndo foi identificado e quando

transfectados as culturas, inibiu significativamente o crescimento celular.

Em relacdo ao miR-145, vérios estudos tém validado este miRNA como um
inibidor do ciclo e crescimento celular e indutor de apoptose, diminuindo a
possibilidade de invasdo e desenvolvimento de metdstases, apresentando-se
subexpresso em cancer de cdélon, pulmao, mama, préstata, entre outros (Ozen et
al., 2008; lzzoti et al.,, 2009; Sachdeva et al., 2009). Nossos resultados estdo
condizentes com os achados da literatura, e mostram um comportamento de

subexpressao marcante do miRNA nos dois grupos de tumor.

Sachdeva e Mo (2010) mostraram em linhagens de cancer de mama que o
gene da mucina 1 (MUC-1) esteve envolvido com iniciagao, invasao e disseminagao
tumoral e o miR-145 é capaz de inibir essas caracteristicas, controlando o
desenvolvimento neopldsico. Outro alvo do miR-145 é o gene c-MYC (Sachdeva et
al., 2009), um oncogene envolvido no processo carcinogénico do CUB invasivo
(Knowles, 2008). O gene p53 é um indutor de miR-145 e estd diretamente
relacionado a carcinogénese de CUB invasivo de alto grau. Em 2009, Sachdeva et al.
observaram que, em condigdes fisioldgicas, niveis mais elevados de p53 devido ao
estresse celular levou a um aumento nas concentracdoes de miR-145 através do
elemento de resposta de p53 (p53RE). O miR-145, por sua vez, blogueia a atividade
de c-MYC (um regulador negativo de p21), e a perda de expressdao do miRNA pode
promover faléncia na regulacdo desse oncogene, diminuir os niveis de p2l1 e
aumentar a proliferacdo celular. Além disso, a via carcinogénica PI3K/AKT é capaz
de estimular a producdo de miR-145. A interrupcao desses complexos mecanismos
mediados pela subexpressdo do miR-145, poderia levar, ou pelo menos iniciar, a
carcinogénese do CUB (Sachdeva e Mo, 2010). Seguindo a mesma ideia, Spizzo et al.
(2010) analisando linhagens celulares de cancer de mama, demonstraram o crucial

papel supressor do miR-145, e sua transfeccao preveniu crescimento e proliferacdo
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celulares e induziu a apoptose mediada por p53. p53 também pode desencadear a
magquinaria enzimatica de miRNA, principalmente a RNAse Il Drosha, e assim
estimular a producdo de varios miRNA, incluindo o miR-145. A perda de funcdo de
p53 por mutagdes geraria uma produgdo inadequada de miR-145 e sua
consequente subexpressdao (Suzuki et al., 2009). Chiyomaru et al. (2010)
demonstraram em CUB uma associacdo entre o oncogene FSCN-1 e o silenciamento
promovido pelo miR-145 e sugerem que a perda de expressaio do miRNA
geralmente relacionada com tumores vesicais de todos os estadios, permite a perda

de silenciamento de FSCN-1 e maior agressividade e capacidade de invasdao tumoral.

Encontramos uma associagdo entre o miR-145 e sobrevida livre de recidiva
para tumores invasivos de alto grau. Pacientes sobreviveram livres de doenca por
um tempo médio de 15,6 meses quando valores de expressdo encontravam-se
acima de 0,66, enquanto que esse tempo foi 61,5% maior para valores menores ou
iguais ao ponto de corte (25,2 meses). Apesar da diferenca estatistica encontrada (p
=0,03), maiores niveis de expressao estiveram associados com maior recidiva e este
fato ndo é condizente com o racional proposto para o miRNA, um verdadeiro
supressor de tumor. Esperdvamos que concentracdes maiores de miR-145 se
correlacionassem com melhor comportamento tumoral e progndstico, e o que
podemos especular aqui é que talvez, frente a grande desorganizacdo da
magquinaria celular por conta da perda de funcdo de p53, a célula eleve a producdo
de miR-145 por outros mecanismos que ndo o mediado por p53. Esse fato poderia
ser encarado como um evento celular reacional na tentativa de manter as

condicGes fisioldgicas da célula neoplasica.

Oitenta por cento dos tumores pTa e 90% dos pT2-3 exibiram subexpressdo
do miR-221, parecendo existir uma tendéncia a maior subexpressdao conforme
aumento do grau e estadiamento tumoral. Enquanto a literatura demonstra um
papel oncogénico de miR-221 (Sage et al., 2007; Lu et al., 2010), aqui
demonstramos resultados discordantes e supomos que miR-221 tenha uma funcao

supressora de tumor no CUB. Pineau et al. (2010) demonstraram superexpressao de
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miR-221 em hepatocarcinoma (HCC) e sugerem sua acdo sobre p27KIP1 (inibidor de

ciclinas e supressor do ciclo celular) e DDIT4 (regulador negativo de mTOR).

miR-223 esteve subexpresso em tumores pTa e pT2-3 (96,7% e 66,7%,
respectivamente). Os niveis de subexpressdao foram mais evidentes nos pTa ndo
invasivos, mas nao houve diferencas entre os grupos. Esse miRNA estd subexpresso
em leucemias linfociticas cronicas (LLC) sendo os niveis de subexpressao maiores
guanto maior o volume tumoral, a agressividade da doenca e a presenca de fatores
de pior progndstico (Stamatopoulos et al., 2009). Wong et al. (2008) mostraram que
0 miR-223 estd subexpresso em HCC e que sua restauracdo em cultura de células
inibem a viabilidade celular, através do silenciamento da oncoproteina Statmina-1
(STMN-1). Em tumores ovarianos, miR-223 se mostra superexpresso em neoplasias
recidivantes em relacdo as primadrias (Laios et al., 2008). Chen et al. (2008),
analisando miRNA no plasma, verificaram superexpressao de miR-223 em pacientes

portadores de cancer de pulmao do tipo ndo pequenas células.

Diferente dos nossos achados, Gottardo et al. (2007), estudando CUB de
diversos graus e estadios, encontraram expressao de miR-223 em média 1,5 vezes

maior no tumor em relacdo ao tecido normal.

Metade dos pacientes com tumores pTa apresentou subexpressao de miR-
15a, enquanto que a 53,3% dos pT2-3 o fizeram. A subexpressdo do miR-16-1
ocorreu na maior parte dos tumores pTa e pT2-3 (73,3% para os dois grupos), sem
existirem diferencas para ambos os miRNA quando comparamos os dois grupos
para grau histolégico (p = 0,78 e p = 0,81) e estadiamento (p = 0,93 e p = 0,95). Os
miR-15a e 16-1 exibiram os resultados mais heterogéneos entre todos os miRNA
estudados. Parece ndo existir um padrdao de comportamento para 0s mesmos no
CUB, fato que poderia sugerir um ndo envolvimento desses mMIRNA na
carcinogénese vesical. Esses dois miRNA supressores estdo relacionados ao
desenvolvimento de leucemia linfocitica crénica atuando sobre o oncogene BCL-2
(Calin et al., 2002; Cimmino et al., 2005), que parece ndo ter papel na carcinogénese

vesical.
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miR-199a também se mostrou subexpresso nos dois grupos de tumor (93,3%
para pTa e 83,3% para pT2-3), sem diferencas significativas observadas para os
fatores progndsticos. O mesmo foi descrito por Ichimi et al. (2008) no CUB. Baixos
niveis de miR-199a ja foram descritos em tumores de ovario, testiculo, HCC e
osteossarcoma (Chen et al., 2008; Cheung et al., 2011; Fornari et al., 2010; Duan et
al., 2011) e o miRNA parece estar diretamente envolvido na progressao tumoral,
estando relacionado a um pior progndstico dessas neoplasias. Fornari et al. (2010)
estudando HCC sugerem mTOR como alvo do miR-199a, demonstrando uma relacao
inversa entre eles. Assim como para HCC, a via PI3K/AKT/mTOR também esta
envolvida na carcinogénese de CUB invasivo de alto grau e a subexpressao de miR-
199a poderia explicar o superestimulo a produ¢cdo de mTOR e, pelo menos em
parte, a instalacdo e progressdo tumoral. Cheung et al. (2011) comprovaram que o
gene PODXL, produtor de uma proteina anti-adesiva presente em tumores
agressivos, esta superexpresso em cancer de testiculo e é alvo de miR-199a, que
encontra-se subexpresso por hipermetilacdo de sua regido produtora. Tanto Chen
quanto Cheung procederam a estudos de transfec¢do do miR-199a em cultura de
células tumorais e observaram inibicdo do crescimento celular, sugerindo seu uso

no tratamento daquelas neoplasias.

A marcante subexpressdao do miR-452 nos dois grupos de tumor (93,3% no
grupo pTa e 96,7% no pT2-3) nos permite supor que esse MiRNA tem um papel
supressor de tumor no CUB. Além disso, os niveis crescentes de subexpressdo e a
maior porcentagem de casos subexpressos conforme evoluem grau histolégico e
estadio tumoral reforcam esse papel, ja que quanto maior a agressividade, menores
os niveis de expressao do miR-452. Nossos achados se contrapdem aqueles
publicados para CUB. Veerla et al. (2009) estudando 14 pacientes, sendo 50% deles
com linfonodos positivos, demonstraram que a superexpressdo de miR-452
relacionou-se com a presenca de metdstases linfonodais. Por outro lado, Mascaux
et al. (2009), avaliando carcinoma escamoso bronquico, pontuaram uma perda de
expressdao do miR-452 relacionada ao mau comportamento tumoral. O miR-452

humano tem aproximadamente 220 genes-alvo e, dentre eles, dois que estdo
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diretamente envolvidos com o crescimento e proliferacdo celular (E2F3 e MEF2C) e
que poderiam deixar de ser inibidos pelo miR-452 no CUB. Essa suposi¢ao merece

estudos mecanisticos complementares.

Embora alguns fatores como o nimero pequeno de casos e o tempo de
seguimento curto possam ter sido limitantes, nosso estudo foi capaz de demonstrar
uma diferenga na expressao de quatro miRNA em tumores de baixo grau, pTa e de
alto grau, pT2-3 que pode ser incorporada as vias moleculares ja descritas.
Sugerimos que esse perfil de expressdao poderia ser utilizado como indicador
progndstico e auxiliar o urologista e oncologista na escolha da melhor conduta

terapéutica.

Essa caracterizagdo pode ser utilizada ainda para o desenvolvimento de
drogas alvo como, por exemplo, a instilagdo de miR-100 em carcinomas pTa de

baixo grau recidivantes resistentes ao BCG.

S3o necessarios estudos mais amplos e comprovacdes experimentais da
acdo dos diferentes miRNA descritos nesse estudo para melhor compreensdo do

papel dessas moléculas no carcinoma urotelial de bexiga.

5.1 Consideragoes finais

Este estudo preliminar permitiu uma reflexdao sobre as verdadeiras fung¢oes
dos miRNA aqui estudados, ndo sé pelas suas amplas capacidades de agdo como
também pelas suas habilidades em definir o destino da célula. Considerando os
achados promissores aqui encontrados e frente a um mundo ainda ndao descoberto
sobre essas fantasticas moléculas, pretendemos estudar detalhadamente as vias
carcinogénicas envolvidas no CUB, na tentativa de identificar seus eventos-chave,
introduzindo os miRNA como seus integrantes fundamentais. Assim poderemos
especular seus papéis como potenciais marcadores diagndsticos e progndsticos e
desenvolver miRNA-alvos para intervencdo terapéutica molecular. Além disso,

desejamos dosar miRNA na urina e, se isso for possivel, tornaremos suas
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mensuracoes testes ndo invasivos e de facil aquisicdo do material a ser estudado,
independente da necessidade de amostras tumorais.

Através desta nova linha de pesquisa montada pelo nosso laboratério,
teremos a oportunidade de desenvolver analises mais completas das vias de
tumores invasivos e ndo invasivos por meio de estudos mecanisticos de
transfeccdo/inibicdo em cultura de células, analise imuno-histoquimica, método de
luciferase, Western Blotting e seqlienciamento do DNA dos genes envolvidos, que
permitirdo o entendimento mais amplo desses processos e, certamente, melhor
manejo dessa doenga tao prevalente.

Por fim, provavelmente o futuro da terapia de alvo molecular anti-tumoral
se baseard ndo em um, mas num grupo de miRNA que trabalhardo em conjunto nas
varias etapas do processo tumoral e serdo capazes de identificar a doenca, prever

seu comportamento e controld-la ou definitivamente tratd-la de modo eficaz.



6. CONCLUSOES
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A maioria dos miRNA se mostrou subexpressa no carcinoma urotelial de

bexiga de baixo e alto grau, pTa e pT2-3.

Os niveis de expressao de miR-100, miR-10a, miR-21 e miR-205 foram
capazes de diferenciar carcinomas de baixo grau, pTa e carcinomas de alto grau

pT2-3

Os carcinomas de baixo grau, pTa apresentaram subexpressdao de miR-100,
miR-21 e miR-205, enquanto que miR-10a mostrou-se superexpresso. No carcinoma
de alto grau, pT2-3 o padrdo foi exatamente inverso com superexpressao de miR-
100, miR-21 e miR-205 e subexpressdao de miR-10a. Esses perfis distinguem os dois
grupos tumorais e poderiam ser utilizados como biomarcadores diagndsticos e

progndsticos.

miR-10a e miR-145 relacionaram-se com sobrevida livre de recidiva em
tumores pT2-3 e suas maiores expressdes traduziram maiores taxas de recidiva. O

mesmo é valido para o miR-21 em tumores pTa.

miR-10a associou-se com sobrevida cancer-especifica em tumores pT2-3 e
maiores niveis do miRNA refletiu maior mortalidade pelo carcinoma urotelial de

bexiga.
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7. ANEXOS



Anexo A — Termo de Aprovagao da CAPPesq

FC
A
APROVACAO

A Comissdo de Efica para Andlise de Projetos de
Pesquisa - CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo, em sessdo de
21/07/2010, APROVOU o Protocolo de Pesquisa n® 0176/10, intitulado:
'ANALISE DE EXPRESSAO DE MICRO RNA EM CARCINOMA UROTELIAL
DE BEXIGA" apresentado pelo Departamento de CIRURGIA, inclusive
o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido,
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CAPPesq, os relatérios parciais e final sobre a pesquisa {Resolugdo do
Conselho Nacional de Saude n® 196, de 10/10/1996, inciso I1X.2, letra
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Pesquisador (a) Responsavel: Profa. Dra. Katia Ramos Moreira Leite
Pesquisador (a) Executante: Nelson Gaspar Dip Junior; Miguel Srougi;
Marcos Francisco Dall'Oglio; Sabrina Reils; Juliana Sousa Canavez
CAPPesq, 21 de Julho de 2010
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Prof. Dr. Eduardo Massad

Presidente da ComissGo

de Etica para Andlise de
Projetos de Pesquisa

Comissac de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa do HCFMUSP ¢ da FMUSP Diretoria Clinica do
Hospial das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universicade de S30 Paul Rua Ovidio Pres de Campos
225, 5° andar - CEP 05403 010 - S0 Paulo ~ SP Fone: 011 3055 6442 Fax 011 3088 6452 e-mall
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Anexo B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO
PAULO-HCFMUSP

1. DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

A.NOME:

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N2 : SEXO: Mo F O
DATA NASCIMENTO:
ENDERECO:

BAIRRO:
CIDADE:
TELEFONE:

B.RESPONSAVEL
LEGAL:
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador etc.):

DOCUMENTO DE IDENTIDADE : ...... SEXO: Mo F o
DATA NASCIMENTO:
ENDERECO:

BAIRRO:
CIDADE:
TELEFONE:

2. DADOS SOBRE A PESQUISA

A. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: Caracterizacdo da expressdo de Micro
RNA em Carcinoma Urotelial Invasivo da Bexiga

B. PESQUISADOR : Dr2. Katia Ramos Moreira Leite

C. CARGO/FUNCAO: Médica, chefe do Laboratério de Investigacio Médica da
Disciplina de Urologia — LIM/55

D. INSCRICAO CONSELHO REGIONAL: N2 51442
E. UNIDADE DO HCFMUSP: Departamento de cirurgia, disciplina de urologia

F. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:
RISCO MINIMO X RISCO MEDIO o
RISCO BAIXO O RISCO MAIOR O
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G. DURACAO DA PESQUISA : 24 meses
3. ORIENTACOES

1 — O objetivo desse estudo é avaliar um novo marcador para diagnosticar e/ou
definir o progndstico do cancer de Bexiga.

2 — O trabalho sera realizado utilizando parte do tecido que foi retirado durante a
sua cirurgia, ndo acarretard nenhum prejuizo a sua pessoa ou ao proprio material
que continuard preservado para seu interesse futuro.

3 — Nao sera necessdrio fazer nenhum procedimento adicional.

4—Portanto esta pesquisa nao lhe traz nenhum desconforto e nenhum risco.
5 — Nao ha beneficio direto para o senhor, somente no final do estudo poderemos
concluir a presenca de algum beneficio para os pacientes, que poderda ser uma nova
ferramenta para a descoberta ou para descartar a hipdtese do cancer de Bexiga, ou
ainda  definr qual o grau de malignidade do seu tumor.
6 — Como ndo ha procedimentos adicionais a serem feitos, ndo existem
procedimentos alternativos.

7 — Garantia de acesso: em qualquer etapa do estudo, vocé terd acesso aos
profissionais responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas.
O principal investigador é a Dr2. Kdtia Ramos Moreira Leite, que pode ser
encontrado no endereco Av. Dr. Enéas de Carvalho Aguiar 255- 7° andar sala 710-F,
Telefone (011) 3069 — 8080. Se vocé tiver alguma consideragao ou duvida sobre a
ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua
Ovidio Pires de Campos, 225 — 52 andar — tel: 3069-6442 ramais 16, 17, 18 ou 20,
FAX: 3069-6442 ramal 26 - E-mail: cappesq@hcnet.usp.br
8 — E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e
deixar de participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu
tratamento na Instituicao;
09 - Direito de confidencialidade — As informacdes obtidas serdo analisadas em
conjunto com outros pacientes, ndo sendo divulgado a identificacdo de nenhum
paciente;

10 — Direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das pesquisas,
guando em estudos abertos, ou de resultados que sejam do conhecimento dos
pesquisadores;

11 — Despesas e compensacdes: ndo ha despesas pessoais para o participante em
qualquer fase do estudo, incluindo exames e consultas. Também n3o ha
compensacao financeira relacionada a sua participacdo. Se existir qualquer despesa
adicional, ela serd absorvida pelo orcamento da pesquisa.
12 - Compromisso do pesquisador de utilizar os dados e o material coletado
somente para esta pesquisa.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacgdes que li ou
que foram lidas para mim, descrevendo o estudo: “Caracterizagcdo da expressao de
Micro RNA em Carcinoma Urotelial Invasivo da Bexiga”. Eu discuti com o Dr2 Katia
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Ramos Moreira Leite sobre a minha decisdo em participar nesse estudo. Ficaram
claros para mim quais sdo os propdsitos do estudo, os procedimentos a serem
realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de
esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participagao é isenta
de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar quando
necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar
o0 meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem
penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido,
ou no meu atendimento neste Servico.

Assinatura do paciente/representante
legal

Data / /

Assinatura da testemunha Data / /

para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou
portadores de deficiéncia auditiva ou visual.

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

Dra. Katia Ramos Moreira Leite

Data / /

(responsavel pelo estudo)
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Anexo C — Protocolo para Extracao de miRNA de Tecido Congelado — mirVana™

PwnNE

b

®

10.
11.
12.
13.
14.

15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.

23.

24.
25.

miRNA Isolation Kit (Ambion®)

Medir ou estimar o peso da amostra

Macerar o tecido em nitrogénio liquido ou macerador

Adicionar 10 volumes da solugdo de lise (Lysis/Binding Buffer)

Adicionar 1/10 do volume do aditivo de homogeneizar (homogenate
additive)

Deixar a mistura no gelo por 10 minutos

Adicionar um volume de acido fenol-cloroférmio (Acid-phenol:chloroform)
igual ao volume da solugao de lise

Vortex 30-60 segundos

Centrifugar 5 minutos em 10.000 rpm em temperatura ambiente

Remover cuidadosamente a fase aquosa e transferir para um novo tubo;
anotar o volume removido

Adicionar 1/3 do volume de etanol 100%

Vortex ou inverter o tubo

Transferir a amostra para a coluna (volume maximo de 700 ulL)

Centrifugar por 15 segundos a 10.000 rpm temperatura ambiente

Coletar o FILTRADO e transferir para um novo tubo; anotar o volume total; o
filtro contém RNA e o filtrado os pequenos RNA

Adicionar 2/3 do volume de etanol 100% ao filtrado e misturar

Transferir o filtrado para um novo filtro (volume maximo de 700 L)
Centrifugar por 15 segundos a 10.000 rpm temperatura ambiente

Descartar o filtrado (os miRNAs agora estdo no filtro)

Adicionar 700 uL de wash solution 1 e centrifugar 5-10 segundos

Adicionar 700 pL de wash solution 2/3 e centrifugar 5-10 segundos (12 vez)
Adicionar 700 pL de wash solution 2/3 e centrifugar 5-10 segundos (22 vez)
Depois de descartar o filtrado, centrifugar por 1 minuto a 10.000 rpm
temperatura ambiente, os tubos vazio para secar e remover residuos
Transfira o filtro para um novo tubo e adicionar 100 uL de H20 pré aquecida
a 952 C (Elution Solution) e fechar o tubo

Centrifugar 10.000 rpm temperatura ambiente por 20-30 segundos
Quantificar as amostras e armazenar em freezer - 20 °C
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Anexo D — Valores de expressao dos 14 miRNA estudados para cada amostra de
tumor pTa de baixo grau

miRNA 100 21 Let7c  125b 143 145 10a

pTa

B54 0117 0211 0103 0505 0018 0422 0003 0002 0,16 2,6° 029 7612 3987 035
B56 0,440 0,167 0,003 04 0018 009 061 0135 021 0,04 003 1138 00001 0,005
B61 0,198 0,029 0013 0085 0,002 0,144 461 0554 13,57 2,33 005 1974 0,002 0,005
B74 0072 0040 005 0128 0002 0023 0392 0132 132 0001 001 1611 0,007 0,036
B75 0083 0022 003 0123 0002 0033 0307 028 032 1,89 0,04 3,194 00003 0,077

B79 0,0009 0,029 0,206 0,113 0,008 0,288 0,14 0,103 0,32 1,11 0,26 2,271 0,008 0,058

B87 89" 0,414 13,14 0,334 4,13 2,275 2,01 0,711 2,18 6,04 2,7 6,282 0,04 0,005
B91 1,2 2,890 12,85 0,262 0,31 9,037 1,942 0,758 4,65 12,3 0,78 37,74 0,08 0,006
B95 31 0,566 2,29 0,152 0,351 24,06 0,296 0,06 0,77 0,95 0,66 9,159 0,04 0,019
B102 0,0007 0,373 1,234 0,12 0,228 3,947 0,452 0,098 0,48 0,56 0,63 7,156 0,02 0,025

B107 0,0008 0,393 0,115 0,017 0,036 0,552 0,489 0,136 0,28 0,66 0,18 32,22 0,02 0,034

B111 0,007 1,433 0434 0133 0063 1,428 1,18 0,074 0,53 1,24 0,78 6,005 0,05 0,03
B112 0007 0,710 00003 0,053 0036 0711 17,64 9,494 6,58 0,95 0,06 114,3 0,06 0,002
B118 0003 0,018 6,3° 9,4° 0,01 0,324 0503 0,003 1,62 0,06 0,01 0,149 0,04 0,102

B121 0,001 0,026 0,003 0,147 0,11 1,021 0,151 0,033 2,42 0,24 0,09 0,916 0,007 0,189
B147 0,0008 1,264 0,005 0,042 0,012 0,035 0,627 0,073 4,55 0,61 0,05 12,92 0,001 0,043
B161 0,008 5,849 0,029 0,086 0,082 0,407 0,301 0,139 11,09 2,21 0,19 7,745 0,12 0,058
B163 2,8° 1,158 0,021 0,062 0,009 0,148 0,351 0,174 4,23 0,91 0,2 3,746 0,02 0,043

B164 61° 0882 0016 0,02 00008 0026 0212 0,018 0,46 0,52 0,08 2,302 0,02 0,101

B169 34% 0926 0013 0081 0003 0248 0133 0054 173 0,58 016 2,447 008 0,099
B170 2,8° 065 0025 0051 0001 0065 0,12 0,01 0,5 05 009 1,406 006 0,105
B193 127 1666 0162 0,154 0002 0126 0278 0011 0,74 0,8 019 0,543 06 0,055
4 21° 1,144 0008 0,032 00007 0044 0075 0002 051 0,51 006 2425 009 0,078
24 1,3 11,13 0182 0762 0023 1,701 0994 0,189 153 8,64 1,5 30,80 1,04 0,004
25 2® 0002 0041 0018 0002 1,000 2573 0951 2,75 0,18 003 1849 001 0,002
31 0073 0540 002 0661 0006 0001 0009 0466 164 0,21 1,06 0031 0007 0,011
MB2 0023 0005 0009 0014 0016 0120 001 0,146 0,7 0,006 00008 0,004 0,23 0,24

MB6 0,109 0,002 0,008 0,0004  0,0004 0,039 0,147 0,012 2,92 0,009 0,001 0,193 0,005 0,032
MB9 0,001 0,005 0,0009 0,0002  0,0002 0,017 0,007 0,005 0,18 0,003 0,001 0,078 0,002 0,152

MB12 0,003 0,004 0,003 0,003 7,4° 0,023 0,025 0,003 0,1 0,005 0,5 0,157 0,005 0,024
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Anexo E — Valores de expressao dos 14 miRNA estudados para cada amostra de
tumor pT2-3 de alto grau

Let7c 125b 143 145 221 223 15a 16-1 199a 10a 452

B53 0,505 1,780 0,108 0,09 007 0129 0,348 0,27 0,29 06 0,02 0,001 0,005 1,954
B59 1893 5650 0,001 0,012 0,35 1025 0543 3,888 0,6 33 067 0,922 0,001 0,604
B60 0,024 6432 00003 0,002 0006 0906 0,107 0,054 3,74 072 03 0,228 0001 1,931
B64 1,593 10,33 0,04 00006 0074 0675 0,073 1,94 4,28 097 0,69 0,407 001 0,241
B70 9,136 12,45 1,322 0,266 0,096 2,080 0,335 2,236 4,51 145 6,78 1,266 001 0,697
B71 1,29 1,928 0,125 0036 0028 0,126 0,134 0,491 0,69 024 1,46 0071 0005 1,083
B81 0,151 0233 0,009 0013 00003 0215 0171 6,203 0,69 06 0,03 0,085 0,004 0,926
B93 0,074 1,090 059 0176 0015 0,187 0,393 3,09 1,74 0,001 0,87 0,052 0,07 0,06

1 1,954 0611 0644 0197 0,107 0,153 0,087 0,913 0,25 038 29 0,044 0006 0,515

5 0,395 0600 0024 0073 003 0065 0,209 1,97 0,64 04 073 0,004 0,08 1,41
B97 21,08 0593 0,614 0,31 3,8 0034 0514 1,541 1,88 2,37 0,03 0,242 002 0,351
B99 22,48 0153 0011 0054 0,163 0,008 0,064 0,78 0,5 0,68 0,04 0,01 014 6,491
B117 5266 4079 0172 0067 0675 0,103 1,920 0,02 3311 024 0,9 0,006 0,007 97,84
B122 27,85 31,30 0598 0,004 0057 0,715 0,722 0,01 29,4 133 1,07 0,177 0,008 4,08
B127 0533 0032 0067 0024 0003 0063 07123 0,117 4,27 045 0,09 0,347 003 0373
B140 0,106 0,109 0,008 0,0002 00006 0,075 0,102 0,032 0,47 049 0,05 0,01 0,02 0,841
B15 3,273 3,534 0,18 0011 0005 0176 0,987 0,203 3,52 162 0,07 1,75 0,02 0,043
B18 0,495 0,692 0,021 0062 0006 0178 0214 0227 1,64 0,18 0,07 0,013 0,04 0,199
B35 0,862 2,959 0,162 0,127 0,004 0109 0,635 0,161 3,5 089 0,06 0,65 3,69 0,127
B43 4950 1,066 0,685 0,609 0,012 0,410 0,75 2,382 2,48 1,06 0,14 0,023 012 6,077
B50 51,18 0,260 1,409 2,02 2,95 0,0005 0,99 0,064 2,54 081 2,18 0,002 026 0,221
B152 4,046 0,550 046 0598 00006 1,402 0,107 0,051 0,31 028 0,21 0,033 041 0,151
B172 3,041 0373 0,099 0,404 1,7° 405 0,176 0,01 0,58 024 0,04 0,009 0,07 0,35
B175 10,37 0,196 0,494 1,919 2,2°  0,0003 03 0,009 0,39 1,05 0,002 0,011 0,04 0,799
B190 8,037 0,707 0,013 0035 0001 1,160 1,334 1,188 0,12 001 03 0,107 057 51,21
B206 1049 1,641 0868 0,373 00005 0,005 1,02 0316 0,38 042 0,16 0,052 023 27,63
B207 0,606 0,146 0,005 0,014 1,25 0,002 038 0,042 5,26 021 051 0,073 03 1,031
B213 0,360 0,543 001 0,021 57° 0,000 04 0,097 0,08 013 0,13 0,128 0,009 0,2
B214 0,238 0,105 0,005 0,017 1,1° 0,000 0,296 0,387 0,02 022 0,02 0,05 0,37 0,096

19 0,922 0,260 0,044 0,198  0,0005 0,537 0,911 1,528 0,04 1,38 0,28 0,132 0,76 0,009




68

Anexo F — Tempo médio de sobrevida livre de recidiva (SLR) e cancer-especifica
(SCE) em meses para os 14 miRNA estudados

miRNA
100

10a

21

205

Let7c

125b

143

145

221

223

15a

16-1

199a

452

SLR pTa
(n=30)

21,79 (1)
22,37 (2)
22,54 (1)
19,12 (2)
24,58 (1)
16,32 (2)
23,82 (1)
19,06 (2)
21,39 (1)
27,33 (2)
23,78 (1)
17,44 (2)
21,39 (1)
27,33 (2)
22,04 (1)
23,07 (2)
22,86 (1)
21,33 (2)
22,86 (1)
21,33 (2)
22,98 (1)
20,87 (2)
23,55 (1)
17,2 (2)
22,19 (1)
22,33 (2)
23,95 (1)
20,92 (2)

0,45

0,83

0,02

0,24

0,43

0,24

0,43

0,95

0,7

0,7

0,66

0,19

0,97

0,37

SLR pT2/pT3
(n=30)

21,63 (1)
21,67 (2)
26,13 (1)
13,05 (2)
22,4 (1)
13,5 (2)
21,92 (1)
18 (2)
21,9 (1)
23,25 (2)
21,5 (1)
23,16 (2)
22,2 (1)
15 (2)
25,19 (1)
15,57 (2)
21,79 (1)
20,73 (2)
21,47 (1)
20,61 (2)
22,4 (1)
13,5 (2)
23,95 (1)
18,3 (2)
22,78 (1)
18,86 (2)
19,19 (1)
30,8 (2)

p
0,55

0,007

0,85

0,63

0,96

0,9

0,92

0,03

0,68

0,61

0,85

0,5

0,69

0,11

SCE pT2/pT3
(GEED))
p
22,6 (1) 0,57
26,23 (2)
27,34 (1) 0,04
15,28 (2)
25,04 (1) 0,49
13,5 (2)
21,2 (1) 0,08
30,4 (2)
21,39 (1) 0,12
34(2)
21,35 (1) 0,11
34(2)
24,88 (1) 0,73
15 (2)
24,76 (1) 0,62
23,13 (2)
23,5 (1) 0,5
23,85 (2)
24,5 (1) 0,93
22,2 (2)
26,57 (1) 0,32
18,96 (2)
25,67 (1) 0,81
21,99 (2)
22,87 (1) 0,29
24,8 (2)
23,77 (1) 0,72
27 (2)

1: casos abaixo da média de expressao; 2: casos acima da média de expressao
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ABSTRACT

Purpose: To identify miRNA expression profiles in Urothelial Carcinomas (UC) that
are associated with the grade, stage and recurrence-free (DFS) and disease-specific
survival (DSS).

Methods: The expression of 14 miRNAs was evaluated by gRT-PCR in surgical
specimens from 30 patients with low-grade, non-invasive (pTa) and 30 patients with
high-grade invasive (pT2-3) UC. The controls were normal bladder tissue from five
patients underwent surgical treatment for BPH. Endogenous controls were RNU-43
and RNU-48. The miRNA profiles were compared, and Kaplan-Meyer curves were
contracted to analyze DFS and DSS survivals.

Results: In low-grade pTa, miR-100 was underexpressed in 100% of the specimens
(p<0.001), and miR-10a was overexpressed in 73.3% (p<0.001). miR-21 and miR-205
were both overexpressed in high-grade pT2-3 (p=0.02 and p<0.001, respectively).
The other miRNAs were present at levels similar to those of normal bladder tissue
or were underexpressed in both groups of tumors. miR-21 overexpression (>1.08)
was related to shorter DFS in patients with low-grade pTa UC, and higher levels of
miR-10a (>2.30) were associated with shorter DFS and DSS in patients with high-
grade pT2-3 UC.

Conclusions: Four miRNA are differentially expressed in both UC groups. miR-100
and miR-10a show under- and overexpression, respectively, in low-grade pTa
tumors. miR-21 and miR-205 are overexpressed in pT2-3. In addition, the
overexpression of miR-10a and miR-21 are both associated with shorter disease-
free and disease-specific survival. We suggest that miRNAs could be incorporated
into UC molecular pathway. These miRNAs could also serve as new diagnostic or
prognostic markers and as new target drugs.



INTRODUCTION

Bladder cancer (BC) is the second most common malignancy of the urinary
tract, with 386,000 cases and 150,000 deaths estimated for 2011 . Ninety percent
of BCs are urothelial carcinomas (UCs), most of which are papillary low-grade, non-
muscle-invasive tumors that recur frequently but rarely progress to muscle invasion
2. However, 10 to 20% are high-grade, muscle-invasive tumors at diagnosis, and
these tumors display aggressive clinical behavior >.

There are two different molecular pathways that characterize the two types
of tumors, and some authors believe that these profiles should be used to
determine the best management course for patients >*.

The most common genetic alteration of low-grade pTa UC is an activating

> whereas

mutation in the fibroblast growth factor receptor 3 (FGFR3) gene
mutations in the P53, retinoblastoma (RB1) and PTEN genes characterize the high-

grade pT2-3 UC >6,

The FGFR3 gene belongs to a growth factor receptor family related to the
tyrosine kinase signaling pathway, which plays an important role in embryogenesis,
development, angiogenesis, wound healing, tissue homeostasis, tumorigenesis, the
regulation of cellular proliferation, migration and apoptosis >. Mutations are the
primary phenomenon related to FGFR3 dysfunction, and these mutations often
allow FGFR3 to act in a ligand-independent manner >. P53, RB1 and PTEN are
traditional tumor suppressor genes in which mutations and loss of function are
related to the loss of proliferation control, apoptosis and genetic instability, which
induce the development of high-grade pT2-3 UC °. Epigenetics phenomena such as
DNA methylation and histone acetylation can be influenced by metabolic process
and carcinogens and have been shown to be related to tumorigenesis by altering
the levels of gene expression without changing the DNA.

MicroRNA (miRNA) is a new class of small RNAs that post-transcriptionally
control the expression of hundreds of genes, often by promoting the degradation of
recently transcribed messenger RNA (mRNA). This process depends on the
complementarity between the miRNA and the 3’ untranslated region of the mRNA.
miRNAs are involved in many physiological and pathological processes ’ and have
been reported to be differentially expressed in several types of cancers. Currently,
there are more than 1,400 known miRNAs in humans £, and up to 30% of genes are
thought to be regulated by miRNAs S,

Few studies have analyzed miRNAs in bladder urothelial carcinomas 101112

and our aim was to characterize the miRNA expression profiles in low-grade pTa



and high-grade pT2-3 UC. Comparing these profiles will improve the knowledge
about the well-known molecular pathway involved in urothelial carcinogenesis.

MATERIAL AND METHODS
Patients

Two tumor groups were defined for this study. The first one consists of 30
patients with low-grade, non-invasive pTa urothelial carcinomas who underwent
transurethral resection (TUR), and the second group consists of 30 patients with
high-grade, invasive pT2-3 urothelial carcinomas that were treated with radical
cystectomy, between 2006 and 2009. Seventy-three percent (44/60) of patients
were male, and the mean age was 66 years old (range, 41 to 82). There were no
differences between groups with respect to the demographic data. The control
group consisted of normal bladder tissue from five men with a mean age of 66 years
old (range, 61 to 71) who underwent retropubic prostatectomy to treat benign
prostatic hyperplasia. All patients provided informed consent, and the study was
approved by the Institutional Board of Ethics (#0176/10). Patients were followed for
a mean follow-up period of 16.1 months with cytology and cystoscopy every three
months for the first two years and biannually thereafter for an additional five years.

A 1 cm? portion of each surgical specimen was immediately snap-frozen at -
80°C for genetic tests, and the remaining tissue fixed in 10% formalin, routinely
processed and stained with hematoxylin and eosin for histological examination.
Histological graduation and staging followed the WHO/ISUP 2004 grading and
AJCC/TNM 2010 stage, respectively.

miRNA extraction and amplification

The choice of the miRNAs evaluated in this study was based on their role in
the carcinogenesis processes of many different tumors already published in the
literature. The miR-100 was specifically selected for analysis because it was already
related to UC, having as target FGFR3, an oncogene upregulated in non-invasive,
low grade UC.

Before miRNA extraction, part of the frozen tissue was fixed in 10% formalin,
routinely processed and embedded in paraffin, and a slide was stained with
hematoxylin and eosin to guarantee the presence of tumor in at least 75% of the
specimen. The mirVana Kit® (Applied Biosystems, CA, USA) was used for miRNA
extraction following the manufacturer’s instruction. miRNA cDNA was generated
using a Tagman MicroRNA Reverse Transcription Kit® (Applied Biosystems, CA, USA)



for the following miRNAs: miR-100, miR-10a, miR-21, miR-205, miR-let7c, miR-125b,
miR-143, miR-145, miR-221, miR-223, miR-15a, miR-16-1, miR-199a and miR-452;
the reverse transcription assays were incubated at 16°C for 30 min, 42°C for 30 min
and 85°C for 5 min. The cDNA was stored at -20°C until further use. For miRNA
amplification, a Tagman Reagent Kit® (Applied Biosystems, CA, USA) was used with
the 7500 Fast Real-Time PCR System® (Applied Biosystems, CA, USA) using the
following reaction conditions: 50°C for 2 min; 95°C for 10 min; and 40 cycles of 95°C
for 15 seconds and 60°C for 1 min. The expression levels of miRNAs were obtained

A% method. The reactions were conducted in

by relative quantification using the 2
duplicate, and RNU-43 and RNU-48 were used as endogenous controls. The formula
includes the following mathematical relations: AACT = dCT; - dCT,, where dCT; = CT
of the miRNA-target (tumor sample) - CT of the mean of the endogenous control
(tumor sample) and dCT, = CT of the mean of the normal controls (normal bladder
samples) - CT of the mean of the endogenous control (normal bladder samples). The

final result was obtained by applying the 27

method, and findings greater and
smaller than 1 are considered to indicate over and underexpression, respectively.
All values were standardized relative to the normal control values which are

represented as a value of 1 in the figures.
Statistic analysis

The Mann-Whitney U test, the Kruskal-Wallis test, ANOVA and the T test
were used to compare the grade and stage. The distributions of the expression
levels of miRNAs were skewed; therefore, the data were log transformed for
analyses. The results are presented as geometric means with 95% confidence
intervals (95% Cls). Kaplan-Meyer curves were constructed to analyze the disease-
free (DFS) and disease-specific (DSS) survivals.

RESULTS

The levels of the 14 miRNAs in low-grade pTa and high-grade pT2-3 UC are
presented in table 1 and figure 1.

A comparison of miRNAs expression levels in both types of tumor revealed
that low-grade pTa UCs were characterized by the significant underexpression of
miR-100 (mean 0.04), miR-21 (mean 1.08) and miR-205 (mean 0.07) and the
overexpression of miR-10a (mean 46.38). On the other hand, high-grade, invasive
pT2-3 UCs exhibited underexpression of miR-10a (mean 0.23) and overexpression of
miR-100 (mean 24.39), miR-21 (mean 18.17) and miR-205 (mean 6.91). The
behavior profiles for these four miRNAs showed significant differences with respect



to the grade and stage when we compared the two groups. There were no
differences in the expression levels of the other 10 miRNAs studied between the
two groups of tumors.

The Kaplan-Meyer curves reveal that the overexpression of miR-21, higher
than 1.09, is associated with shorter disease-free survival in patients with low-grade
pTa UC. For high-grade pT2-3 tumors, the higher expression of miR-10a was related
to shorter recurrence-free and disease-specific survival (Figure 2).

DISCUSSION

miRNAs have been extensively studied in human tumors, in which these
RNAs act as tumor promoters or tumor suppressors. Our results add a possible role
for four different miRNAs in bladder urothelial carcinogenesis; these miRNAs could
affect the expression of different genes that have already been described as altered
in this neoplasia.

Our objective was to identify miRNA expression signatures that could be
incorporated to the already well known molecular carcinogenic pathway of UC.
Considering the two groups of tumors defined by histological grade and stage, we
identified differences in the expression of four miRNAs (miR-100, miR-10a, miR-21
and miR-205).

In the comparison of low-grade pTa and high-grade, muscle-invasive
urothelial carcinomas, we found that the underexpression of miR-100, miR-21 and
miR-205 and the overexpression of miR-10a are characteristic of the pTa tumor
group. It is already known that FGFR3 mutations and, more rarely, RAS mutations
are the main events that occur during the development of low-grade pTa UC.
Recently, it was suggested by Catto et al. 19 that FGFR3 is a target for miR-100. They
found an inverse association between miR-100 and FGFR3, suggesting that miR-100
underexpression that occurred in all cases could allow enhanced gene activity and
higher levels of FGFR3 protein, thus facilitating mutational events before the
occurrence of point mutations through higher cell turnover and the selection of
mutant cells. The mechanism proposed for the loss of miR-100 function is the DNA
methylation promoted by aromatic amines and carcinogens present in tobacco and
other chemical compounds. Consequently, miR-100 underexpression could be used
as a new biomarker in patients at risk for the development of urothelial tumors,
predominantly smokers and workers in the chemical industries.



The majority (56.7%; 17/30) of invasive tumors were associated with miR-
100 overexpression (mean 24.39). Most likely, in this case, miR-100 acts on another
target, THAP-2, a member of the RB/E2F family that as an important role in the
regulation of proliferation control *. The loss of expression of RB1, P53 and PTEN is
involved in the carcinogenesis of high-grade, muscle-invasive UC ***. miR-100
overexpression in high-grade pT2-3 could promote THAP-2 silencing and the loss of
cell proliferation control.

miR-10a was overexpressed in 73.3% (22/30) of low-grade pTa UCs and only
in 6.7% (2/30) of high-grade pT2-3 UCs. The same result was described by Veerla et
al. *®, who showed that miR-10a expression was 2.47 times higher in pTa tissues
than in pT1 and pT2-3 tissues. Even without establishing a mechanistic relationship
between miR-10a and the FGFR3 gene, they speculated an association between the
two. miR-10a is located in chromosome 17921 and has been shown to be
associated with cell differentiation *”*%. In addition to the canonical role of this
miRNA, it can also bind to the 5 mRNA region, increasing the translation of
ribosomal proteins and positively regulating general functions of the cell such as
transformation and differentiation *°.

Interestingly, we found an association between miR-10a overexpression and
shorter disease-free and disease-specific survival for patients with high-grade pT2-3
UC. The role of miR-10a in neoplasias is not completely understood. Some studies
have shown that miR-10a is oncogenic and overexpressed in breast and pancreatic
cancer and that its expression is related to tumor aggressiveness, the development

2021 1 contrast, Agirre et al. 22 showed that the

of metastasis and poor prognosis
underexpression of miR-10a was related to increased cellular proliferation and the

progression of chronic myeloid leukemia.

miR-21 was markedly overexpressed in high-grade pT2-3 tumors (18.17 vs
1.08). miR-21 has been constantly described as an oncomiR, being overexpressed in
many tumors 2. Our findings are similar to those of past studies '° that showed that
miR-21 overexpression is related to P53 inactivation, invasion and tumor
progression in bladder cancer. P53 is a target of miR-21 1 and the loss of P53
function is the single most important genetic alteration involved in muscle-invasive
UC because P53 controls the cell cycle, apoptosis and DNA repair. Furthermore, the
PTEN gene is also a target of miR-21, and its loss is involved in UC carcinogenesis via
the activation of the PI3K/AKT/mTOR pathway °.

Analysis of the follow-up periods of patients with low-grade pTa carcinomas,
miR-21 overexpression was found to be correlated with shorter DFS, a result that
strengths the hypothesis that this miRNA has an oncogenic role.



miR-205 was expressed at a higher level in high-grade pT2-3 UC (6.91 vs
0.07). In contrast, past studies have found lower levels of miR-205 in neoplasias,
including bladder cancers, and these lower levels were related to the aberrant
methylation of the 1932.2 chromosome, where miR-205 is located 28 Neely et al. 24
observed miR-205 underexpression in UC, and interestingly, they have shown that
the ratio miR-21:miR-205 increases progressively accordingly tumor progression.

miR-205 is also underexpressed in lung, breast and prostate cancers *#*?®. Th

e
present results are consistent with the rationale proposed only for pTa tumors. miR-
205 has been defined as a tumor suppressor miRNA involved in the epithelial-
mesenchymal transition (EMT). This miRNA is part of the miR-200 family, members
of which act as inhibitors of ZEB-1 and ZEB-2, which inhibit E-cadherin. E-cadherin is
an adhesion molecule that is responsible for the maintenance of physiological cell
features ™. The loss of miR-205 expression allows ZEB-1 and ZEB-2 to be overactive,
thus suppressing E-cadherin and facilitating the invasion and dissemination of the
neoplasia. Further studies are needed to explain these contradictory results.

We want to propose the incorporation of miRNA expression in the
carcinogenic pathway of urothelial carcinomas, as shown in Figure 3. Different
expression profiles based on significant numeric values of these four miRNA could
be included as a decision tool for medical treatment and follow-up.

Until now, there is no ideal tumor marker for UC and the routine remains
the follow up with cytology and cistoscopy. Among the features of an ideal
biomarker, its detection in body fluids is critical, and miRNAs are shown to be stable
in body fluids as well as in paraffin embedded tissues 2 Thus, we have initiated a
study to identify these four differentially expressed miRNAs in urine of patients
being followed by UC. Since we found specific miRNAs related to the two different
UC, we could propose their inclusion in the decision making process related to more
aggressive treatment if the profile suggest an aggressive tumor or a closer follow up
in cases were recurrence is the rule.

CONCLUSIONS

We have demonstrated that low-grade pTa and high-grade pT2-3 urothelial
carcinomas exhibit differences with respect to miRNA expression that could be
incorporated into the well-known carcinogenic pathway. The aberrant miRNA levels
could be used as new biomarkers to better manage patients with bladder cancer or
who are susceptible to the development of the neoplasia.
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Figure 1. Expression profile of miRNAs in low-grade pTa and high-grade pT2-3 UC.
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Figure 2. Kaplan-Meyer curves showing shorter DFS in patients with low-grade pTa
UC that overexpresses miR-21 (A) and shorter DFS (B) and DSS (C) in patients with
high-grade pT2-3 UC that overexpresses miR-10a.
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Figure 3. Mechanism of urothelial carcinogenesis incorporating miRNAs.



Table 1. Levels of miRNA expression in low grade, pTa and in high-grade pT2-3
urothelial carcinomas.

Low-grade, pTa High-grade, pT2/pT3
(n=30) (n=30)
Mean Mean
Median (min-max) Median (min-max)
miRNA p p
100 0.04 <0.001 24.39 <0.001
0.0008 1.77
(8.94™-0.44) (0.02-526.6)
10a 46.38 <0.001 0.23 <0.001
4.88 0.06
(0.004-761.2) (0.001-1.75)
21 1.08 0.02 18.17 0.03
0.4 0.65
(0.002-11.14) (0.03-407.99)
205 0.07 <0.001 6.91 <0.001
0.04 0.65
(0.002-0.35) (0.009-97.84)
Let7c 1.03 0.16 0.29 0.31
0.02 0.1
(6.3'5-13.14) (0.0003-1.41)
125b 0.15 0.92 0.26 0.99
0.08 0.06
(9.4'5-0.76) (0.0001-2.02)
143 0.18 0.99 0.18 0.76
0.009 0.005
(7.4°-4.13) (1.7°-3.85)
145 1.61 0.27 0.66 0.48
0.2 0.13
(0.002-24.06) (4.4'5-10.25)
221 1.22 0.89 0.48 0.98
0.3 0.34
(0.003-17.64) (0.06-1.92)
223 0.49 0.21 1.007 0.41
0.1 0.29
(0.002-9.49) (0.009-6.2)
15a 2.76 0.78 13.53 0.93
1.04 0.69
(0.1-15.3) (0.02-331.1)
16-1 1.47 0.81 0.76 0.95
0.57 0.54
(2.6%-12.3) (0.001-3.3)
199a 0.36 0.25 0.69 0.52
0.13 0.19
(0.0008-2.7) (0.002-6.78)
452 1.42 0.39 0.24 0.68
0.03 0.03

(0.0001-39.87) (0.001-3.69)
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ABSTRACT

Objetives: The pathways involved in the carcinogenesis of bladder urothelial
carcinoma have been well established and are used for the development of new
diagnostic and prognostic markers for the disease. The main genetic pathway for
the development of low-grade pTa urothelial carcinomas is related to FGFR3
mutation. MicroRNAs have been related to processes involved in carcinogenesis in
many organs, and miR-100 was recently shown to target FGFR3 messenger RNA.
Our aim was to study the profile of expression of miR-100 and FGFR3 in low-grade,
pTa bladder urothelial carcinoma.

Methods and Materials: Using qRT-PCR, we studied the expression of miR-100 and
FGFR3 in 30 patients who had undergone transurethral resection of low-grade, pTa
bladder urothelial carcinoma.

Results and Conclusion: There was under-expression of miR-100 and over-
expression of FGFR3 in 100% of the specimens. Under-expression of miR-100 might
be an alternative pathway for low-grade pTa urothelial bladder carcinogenesis and
the identification of this molecular alteration may constitute a new diagnostic and

prognostic marker for the disease.

Keywords: Micro RNA; Bladder cancer; Carcinogenesis; Molecular pathway;

Prognosis; Diagnosis; FGFR3



INTRODUCTION

Bladder cancer (BC) is the second most common malignancy of the urinary
tract. Approximately 383,300 new cases are estimated for 2011 [1]. Ninety percent
of BC are urothelial carcinomas (UC), previously named transitional cell carcinomas,
and the majority are papillary low-grade, non-muscle invasive that recur in up to
80% of cases but rarely progress to muscle invasion [2,3]. In contrast, 10 to 20% of
tumors are muscle invasive at diagnosis, and 50% of patients die from metastatic

disease [4].

The molecular pathways underlying the main two distinct types of UC, low-
grade, non-muscle invasive, and high-grade, muscle invasive [2,5] have been
investigated to identify new potential markers for diagnosis, disease monitoring,
prognosis and development of new targeted therapies [2,6,7]. The most common
genetic alteration of BC associated with low-grade and stage neoplasias is an
activating mutation of the fibroblast growth factor receptor 3 (FGFR3) gene [8,9],
whereas mutations in the p53 and retinoblastoma (RB1) genes have as being
identified as characteristic of the carcinogenesis pathway for high grade invasive

disease [5,7,10,11].

The FGFR3 gene belongs to the growth factor receptor family related to the
tyrosine kinase signaling pathway, which plays an important role in embryogenesis,
development, angiogenesis, wound healing, tissue homeostasis and tumorigenesis,
regulating cellular proliferation, migration and apoptosis [9]. Mutations are the
primary phenomenon related to FGFR3 dysfunction allowing its ligand-independent
operation [9,12] and the identification of FGFR3 dysfunction has been purposed as a
new tumor marker [5,10,13]. Other events that may lead to the over-expression of
the FGFR3 including alterations in the epigenetic control including DNA methylation,
histone acetylation and abnormalities in the expression of microRNAs can also play

crucial roles in the development and progression of BC.

MicroRNAs are members of small single-stranded regulatory RNAs (21-25

nucleotides) that can suppress the translation or promote the degradation of mRNA



regulating the expression of target genes, including transcription factors, oncogenes
and tumor suppressor genes. MicroRNAs have been reported to be differentially
expressed in several types of cancers. Currently, there are more than 700 miRNAs
described in humans, and up to 30% of genes are thought to miRNA regulated [14].
MicroRNAs are involved in cell development, differentiation, apoptosis, tissue
homeostasis and several metabolic pathways [15,16,17,18], and they have been
related to carcinogenesis acting as negative regulators of genes related to cancer as
typified by the effect of miR-15a and miR-16-1 on BCL2 mRNA, miR-143 and miR-
let7c on RAS mRNA and miR-21 on p53 mRNA [19,20,21,22].

Recently authors have demonstrated that the FGFR3 gene is a target of
microRNA 100 (miR-100), and the down-regulation of FGFR3 could be involved in
the development of low-grade, non-muscle invasive UC. [22,23]. Our aim was to
study the expression of miR-100 and the FGFR3 gene in low-grade, non-invasive UC
to validate a new carcinogenesis pathway that may be involved in the development

of the disease and that could potentially be used as a new biomarker.

METHODS AND MATERIALS
Patients

Thirty low-grade non-invasive pTa urothelial carcinomas obtained from
patients who underwent transurethral resection were the subject of the study.
Eighty-seven percent (26/30) of patients were male; the mean age was 67.6 years
old, ranging from 47 to 82. As control, we used normal bladder tissue from five
patients who had undergone retropubic prostatectomy to treat benign prostatic
hyperplasia. All patients provided informed consent and the study design was

approved by the Institutional Board of Ethics protocol 10/176.

A subsection of the all the specimens were fixed in 10% formalin routinely

processed and stained with hematoxylin and eosin for histological examination.



Only urothelial low-grade (2004 WHO/ISUP) pTa (2010 AJCC/TNM) tumors were

included in the study.
RNA and miRNA extraction and amplification

Part of the resected tissue was immediately frozen and stored at -80°C. At
the time of the RNA and microRNA extraction, a fragment of the frozen tissue was
fixed in 10% formalin, routinely processed and embedded in paraffin and a slide was
stained with hematoxylin and eosin to guarantee the presence of tumor in at least

75% of the specimen.

miR-100 expression was examined in all 30 cases; however, because of the
relatively small amount of tissue available, FGFR3 messenger RNA expression was

only examined in 15 cases.

Total RNA and miRNA was isolated using a RNAaqueous Kit® (Applied
Biosystems, CA, USA) and a mirVana Kit” (Applied Biosystems, CA, USA),
respectively, according to the manufacturer’s instructions. RNA and miRNA
concentration was determined by 260/280 nM absorbance using Nanodrop® ND-
1000 spectrophotometer (Thermo Scientific). cDNA was generated using a High
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit" (Applied Biosystems, CA, USA) for RNA
and a Tagman MicroRNA Reverse Transcription Kit~ (Applied Biosystems, CA, USA)
for miRNA. RNA reactions were incubated at 25 °C for 10 min, followed by 37 °C for
120 min and 85 °C for 5 min, and the miRNA was incubated at 16 °C for 30 min, 42

°C for 30 min and 85 °C for 5 min. The cDNA was stored at -202C until further use.

For mRNA and miRNA amplification, a Tagman Reagent Kit" (Applied
Biosystems, CA, USA) was used in the 7500 Fast Real-Time PCR System® (Applied
Biosystems, CA, USA).

Expression profiles of miR-100 and mRNA FGFR3 were obtained by relative

-AA . .
“ method. Reactions were conducted in

guantification determined using the 2
duplicate using B-2 microglobulin (B2M) as an endogenous control for mRNA

analysis and RNU-43 and RNU-48 as endogenous controls for miRNA analysis.



Statistic analysis

The distribution of the expression levels of the miRNAs was skewed;
therefore, the data were log transformed for analyses. Results are presented as

geometric means with a 95% confidence interval (95% Cl).

RESULTS

The data for miR-100 and FGFR3 expression are presented in Table 1 and
Figure 1. All examined cases displayed under-expression of miR-100 and over-
expression of FGFR3. The mean and median expression values for miR-100 and
FGFR3 were 0.038 and 0.0008 (8.94E-13 — 0.44), and 1599.6 and 202.95 (3.26 —
16002.3), respectively.

DISCUSSION

Molecular pathways are directly involved in the biological behavior of BC
and are able to predict disease evolution prior to its complete presentation. Our
study revealed that 100% of low-grade pTa UC showed under-expression of miR-
100 (30/30) and over-expression of FGFR3 (15/15), showing a strict association
between two events. We sought to prove that FGFR3 is a target of miR-100, and
that FGFR3 over-expression is due to the under-expression of miR-100, which is a
different mechanism related to BC carcinogenesis that could be used in clinical
practice. Catto et al. (2009), who studied 22 cases of low-grade pTa UC, found the

same result and proved FGFR3 as a target for miR-100 in vitro models.

The FGFR3 mutation in BC was initially described in 1999 by Cappellen et al.,
who identified mutations in 35% of the tumors they examined. FGFR3 can be
abnormally activated through two mechanisms. The first mechanism is the
translocation t(4;14)(p16.3; g32) that results in an increase in mRNA, as has been

described in multiple myeloma [25]. The second mechanism is an anomalous over-



activation of the receptor by a point mutation [26]. Currently, the FGFR3 point
mutation is well established in BC carcinogenesis; it is present in more than 70% of
low-grade non-invasive UC [5,9,13,22], and can be caused by tobacco smoke and
contact with aromatic amines [27,28]. These mutations activate the tyrosine kinase
domain, lowering the specificity for the ligand, promoting dimerization independent

of the ligand or inducing autophosphorylation of the intracellular domain.

In contrast, approximately 30% of low-grade pTa UC do not have the FGFR3
mutation suggesting that other regulatory pathways may be involved in the
pathogenesis of the tumor. Few studies have evaluated alternative mechanisms of

FGFR3 dysfunction in BC [13,22].

It is important to clarify the mechanisms that may be involved in the
dysfunction of miR-100 expression. Blick et al. (2011) recently demonstrated that
hypoxia could up-regulate FGFR3 and concomitantly down-regulate miR-100 in an
HIF-1a dependent manner in BC. In addition, epigenetic events such as methylation

could be involved in the silencing of miR-100 [30].

We hypothesize that mechanisms affecting miR-100 expression could be the
first molecular event in low-grade pTa UC development, and there is a need for
further studies to confirm the precise role of miR-100 as a controller of FGFR3 in BC.
If these events precede FGFR3 mutation, we propose the search for miR-100 under-

expression as a new tumor diagnostic and prognostic marker.

CONCLUSIONS

We have demonstrated a profile of miR-100 and FGFR3 expression in low-
grade pTa UC that could precede or be an alternative pathway for bladder
carcinogenesis. Further confirmation of the findings presented in this study would
constitute new data for the development of novel diagnostic and prognostic

markers for bladder carcinogenesis.
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Figure 1. Expression levels of miR-100 and FGFR3. Note under-expression of all low-

grade non-invasive pTa tumors and 100% of robust over-expression of FGFR3.



Table 1. miR-100 and FGFR3 expression values.
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0.0726
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ABSTRACT

Purpose: Bladder cancer (BC) is the second most common malignancy of the urinary
tract, with high mortality. The knowledge of the molecular pathways associated
with BC carcinogenesis is crucial to identify new diagnostic and prognostic
biomarkers. MicroRNAs (miRNAs) are short non-coding RNA molecules that play
important roles in the regulation of gene expression by acting directly on mRNA:s.
miR-145 has been considered as a tumor suppressor, which targets the c-MYC,
MUC-1 and FSCN1 genes. Our aim was to evaluate the expression profile of miR-145
in low-grade non-invasive and high-grade invasive UC, followed over a mean time of

16.1 months.

Materials and Methods: We studied 30 specimens of low-grade, non-invasive pTa
and 30 of pT2/pT3 high-grade invasive UC obtained by transurethral resection or
radical cystectomy. Normal controls were represented by five samples of normal
bladder biopsy from patients who underwent retropubic prostatectomy to treat
BPH. miRNA extraction and cDNA generation were performed using commercial
kits. Analysis was performed by qRT-PCR, and miR-145 expression was calculated

-AAct

using the 2 method; we used RNU-43 and RNU-48 as endogenous controls.

Results: miR-145 was under-expressed in 73.3% and 86.7% of pTa and pT2/pT3,
respectively, with expression means of 1.61 for the former and 0.66 for the last.
There were no significant differences in miR-145 expression and histological grade,

tumor stage, angiolymphatic neoplastic invasion and tumor recurrence.

Conclusion: miR-145 is under-expressed in low-grade, non-invasive and high-grade
invasive urothelial bladder carcinoma and may play an important role in the

carcinogenesis pathway, being an interesting candidate diagnostic marker.

Keywords: Micro RNA, miR-145, bladder urothelial carcinoma, diagnostic,

prognostic, biomarker.



INTRODUCTION

Bladder cancer (BC) is the second most common malignancy of the urinary
tract, and approximately 383,300 new cases are estimated to be diagnosed in 2011
(1). Ninety percent of BC are urothelial carcinomas (UC), previously known as
transitional cell carcinomas, and the majority are papillary low-grade, non-muscle
invasive cancers that recur in up to 80% of cases but rarely progress to muscle
invasion (2,3). In contrast, 10 to 20% of tumors are muscle invasive at diagnosis, and

50% of patients die from metastatic disease (4).

The molecular pathways underlying the two main distinct types of UC, low-
grade non-muscle invasive UC and high-grade muscle invasive UC (2,5) have been
investigated to identify new potential markers for diagnosis, disease monitoring,
prognosis and the development of new targeted therapies (2,6).The most common
genetic alteration of BC associated with low-grade and low-stage is an activating
mutation of the fibroblast growth factor receptor 3 (FGFR3) gene (6,7), whereas
mutations in p53, retinoblastoma (RB1) and PTEN have been identified as being

characteristic of the carcinogenesis pathway for high-grade invasive BC (7-9).

The FGFR3 gene belongs to the growth factor receptor family related to the
tyrosine kinase signaling pathway, which plays an important role in embryogenesis,
development, angiogenesis, wound healing, tissue homeostasis and tumorigenesis,
by regulating the processes of cellular proliferation, migration and apoptosis (7).
Mutations are the primary phenomenon related to FGFR3 dysfunction by allowing

ligand-independent operation (7,10).

p53, RB1 and PTEN are traditional tumor suppressor genes that work
together and trigger BC carcinogenic pathways through several mechanisms,
ranging from missense mutation and subsequently loss-of-function (9). Moreover,
PTEN gene is another tumor suppressor and play roles in cell proliferation,
migrations and invasion trough PI3K/AKT/mTOR carcinogenic pathway (3,9). Despite
PTEN is related to development of non-invasive tumors, it is much more associated

with promoters pathways and progression of invasive neoplasias. Other events are



also related to alterations in protein expression, including DNA methylation, histone
acetylation and abnormalities in the expression of microRNAs that contribute tothe

development and progression of BC.

MicroRNAs (miRNAs) are members of small single-stranded regulatory RNAs
(21-25 nucleotides) that can suppress translation or promote degradation of
mMRNAs, thereby regulating the expression of target genes, including transcription
factors, oncogenes and tumor suppressor genes. MicroRNAs have been reported to
be differentially expressed in several types of cancers. Currently, there are more
than 1400 miRNAs identified in humans, and up to 30% of genes are thought to be
regulated by miRNAs (11). MicroRNAs are involved in cell development,
differentiation, apoptosis, tissue homeostasis and several metabolic pathways (12-
15) and have been related to carcinogenesis by acting as negative regulators of
genes related to cancer, as exemplified by the effects of miR15a and miR16-1on
BCL2 mRNA, miR-143 and miR-let7c on RAS mRNA as well as miR-21 on p53 mRNA
(16-19).

miR-145 is located in chromosome 5g32 and is widely established as a tumor
suppressor. Several studies have validated miR-145 as an inhibitor of cellular
proliferation, apoptosis, invasiveness and metastasis, as it is down-regulated in an
array of cancers including those of the colorectum, lung, breast and prostate (20-
22). In colorectal cancer, it was firstly demonstrated that down-regulation of miR-
145 is involved with malignancies where miR-145 may play a role in tumor initiation
(23,24). In BC,a Japanese group previously showed under-expression of miR-145
that normally targets the oncogenes KRT-7 and FSCN1 (25,26). However, they have
not related miR-145 expression with important prognostic factors orperformed any
follow-up. Our aim is to study the expression profile of miR-145 in low-grade, non-
invasive and high-grade invasive BC, speculating on its potential role as a prognostic

or diagnostic marker.



MATERIAL AND METHODS
Patients

Specimens of 30 low-grade, non-invasive, staged pTa and 30 high-grade
invasive, staged pT2/pT3 urothelial carcinomas obtained from patients who
underwent transurethral resection or radical cystectomy were the subject of the
study. Seventy-three percent of patients were male, and the mean age was 66.5
years, ranging from 41 to 86 years. As a control, we used normal bladder tissue
from five patients who underwent retropubic prostatectomy to treat benign
prostatic hyperplasia. All patients provided informed consent, and the study design

was approved by the Institutional Board of Ethics,Protocol #0176/10.

A 1-cm? fragment of tumor tissue was immediately frozen and stored at -
80°C for molecular studies. The remaining tissue was fixed in 10% formalin,
routinely processed and stained with hematoxylin and eosin for histological
examination. Only low-grade, non-invasive pTa and high-grade invasive pT2/pT3
tumors were included in the study. For tumor grading, we used the WHO/ISUP 2004
and for staging AJCC/TNM 2010 classifications. The mean follow-up time was 16.1

months.

miRNA extraction and amplification

miR-145 was isolated using a mirVana Kit® (Applied Biosystems, CA, USA)
according to the manufacturer’s instructions, and the concentration was
determined by 260/280 nm absorbance using a Nanodrop® ND-1000
spectrophotometer (Thermo Scientific). miRNA cDNA was generated using a
Tagman MicroRNA Reverse Transcription Kit® (Applied Biosystems, CA, USA).
miRNA reactions were incubated at 16 °C for 30 min, 42 °C for 30 min and 85 °C for

5 min. The cDNA was stored at -20°C until further use.



For miRNA amplification, a Tagman Reagent Kit® (Applied Biosystems, CA,
USA) and the 7500 Fast Real-Time PCR System® (Applied Biosystems, CA, USA) were

used.

Expression profiles of miR-145 were obtained by relative quantification

BAt method. The formula includes the following mathematic

determined by the 2
sentences: AACT = dCT; — dCT,, where dCT; = CT of miRNA-target, (tumor sample) —
CT of mean of endogenous control (tumor sample), and dCT, = CT of mean of
normal controls (normal bladder samples) — CT of mean of endogenous control

A method

(normal bladder samples). The final result is obtained by application of 2
and findings greater and smaller than 1 are considerate over and under-expressed,

respectively.

The reactions were conducted in duplicate, and RNU-43 and RNU-48 were
used as endogenous controls. Endogenous RNUs are miRNAs produced by cell
machinery and they do not play roles over cellular functions and show a stable

behavior. Thus, they were used to stardardize the values in mathematic formula.

Statistical analysis

Mann-Whitney U tests, ANOVA and T tests were used to compare miR-145
expression levels with tumor grade, stage and angiolymphatic invasion,
respectively. The distribution of the expression levels of miR-145 was skewed;
therefore, the data were log-transformed for analyses. The results are presented as
the geometric means ata 95% confidence interval (95% Cl). The number 1 in
logarithmic graphics represent normal bladder samples and the expression levels
are represented at times, for overexpression (greater than 1) or underexpression

(smaller than 1).



RESULTS

miR-145 was under-expressed in 73.3% (22/30) and 86.7% (26/30) of pTa
and pT2/pT3, respectively, as presented in Figure 1. Although both groups showed
miR-145 under-expressed, we can observe that levels of under-expression were
more evident in pT2/pT3 group. Furthermore, when we consider samples over-
expressed (8/30 for pTa and 4/30 for pT2/pT3), the levels of over-expression were
greater in low-grade, non-invasive pTa group, when compared with high-grade

invasive pT2/pT3 tumors.

Expression values of miR-145 in pTa, pT2/pT3 and normal bladder controls
are represented in Table 2. The mean and median expression of miR-145 was 1.61
and 0.2 (0.002 — 24.07) in pTa and 0.66 and 0.13 (4.4E-05 — 10.25) in pT2/pT3,
respectively. We observed no significant differences when we compared miR-145
expression in pTa and pT2/pT3 when considering grade (p=0.27), stage (p=0.48) and
angiolymphatic invasion (p=0.89). Additionally, there was no difference regarding

tumor recurrence (Table 1).

DISCUSSION

Although we did not detect any differences in miR-145 expression between
low- and high-grade tumors, our results show that this miRNA is under-expressed in
both urothelial carcinomas; the lowest miRNA levels were detected in the second
group (86.7%). In BC, miR-145 can silence a large number of genes and has been
involved in bladder carcinogenesis. Ichimi et al. (27) have previously shown miR-
145 under-expression in BC by microarray and gRT-PCR, but they did not
characterize the relationship between miR-145 expression with histological grading,

staging or tumor behavior.

miR-145 is located on chromosome 5g32 and is considered a tumor

suppressor miRNA because of its negative regulation of target mRNAs involved in



the control of the cell cycle, apoptosis, invasiveness and metastasis, exerting a

fundamental role in cellular and tissue homeostasis (22-24,29).

The first report of miR-145 under-expression was performed by Michael et
al. (23) in a study suggesting that these alterations could be involved in the
initiation of colorectal cancer. These findings were confirmed by Shi et al. (24) who

showed that miR-145 under-expression was associated with malignant tumors.

Accumulating evidence suggest that microRNAs could be key players in the
regulation of tumor cell invasion and metastasis. Sachdeva and Mo (27) have shown
in breast cancer cells lines that miR-145 targets the Mucin 1 (MUC-1) gene, involved
in initiation, invasiveness and tumor dissemination. Another miR-145 target is c-
MYC (22). miR-145 inhibits c-MYC, a negative regulator of p21, and loss of miR-145
expression could be involved in a failure of c-MYC regulation, lowering levels of p21
and increasing cellular proliferation rate. c-MYC over-expression could also
stimulate CDK-4/6 and cyclin D1, promoting RB1 phosphorylation, which would also
trigger mitosis and cellular proliferation. The other role of miR-145 is to enhance
p53 function by MDM-2 indirect inhibition (6). p53 gene is one of the main indirect
targets of miR-145 and is directly related to the high-grade invasive BC
carcinogenesis pathway. In 2009, Sachdeva et al. (22) observed that, under
physiological conditions, higher levels of p53 due to cellular stress leads to
increased levels of miR-145 through the p53 response element (p53RE). p53 can
also trigger the enzymatic machinery of microRNAs, mainly the RNase Il Drosha,
promoting higher expression levels of several microRNAs including miR-145. Loss of
p53 function through mutations could generate a lack of production and

consequent under-expression of miR-145 (29).

Spizzo et al. (28) demonstrated a tumor suppressor role of miR-145,
preventing cell growth and inducing apoptosis through stimulation of p53, by
transfecting miR-145 into breast cancer cell lines. This experiment could suggest a

therapeutic use of miR-145 in tumors.



The FSCN1 gene is another target of miR-145. The protein product of this
gene is required to form protrusions of the cellular membrane and cytoplasmic
movements related to migration. In malignant neoplasms, FSCN1 activity has been
correlated to high-grade disease, extensive invasion, metastasis and poor prognosis
(30). Chiyomaru et al. (26) concluded that there is an association between FSCN1
oncogene over-expression due to miR-145 under-expression in BC, which leads to a
more aggressive phenotype. The authors found a positive correlation between high
tumor stage and low levels of miR-145. However, we did not find a relationship
between miR-145 expression and tumor grade or stage or angiolymphatic tumor

embolization.

We also investigated the levels of miR-145 with tumor recurrence and found
no association between both groups. Here, we can make the case that miR-145 is
important to tumor carcinogenesis and triggers low-grade, non-invasive pTa
tumorigenesis through the lack of control of AKT. We also speculate that miR-145 is
involved in our cases of high-grade invasive pT2/pT3 carcinomas through MUC-1, c-

MYC, p53 and FSCN1 deregulation.

The casuistic was limited, and groups greater than 30 samples are wished.
Maybe this fact could really be related to ausence of statistical differences. Another

limitation was a short follow-up.

CONCLUSIONS

miR-145 is a well-characterized tumor suppressor miRNA. We hypothesize
that lack of protector role promoted by this miRNA over probable target genes
PI3K/AKT, FSCN1, MDM2, c-Myc and MUC-1 could be involved in carcinogenic
process of low-grade, non-invasive and high-grade invasive urothelial carcinomas,
triggering their carcinogenesis. Since we found miR-145 widely under-expressed in
both tumor groups, we speculate its use as a possible diagnostic marker. These

findings should be tested in experimental models.
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Figure 1. Expression profile of miR-145 in pTa low-grade non-invasive and pT2/pT3
high-grade invasive UC.



Table 1. miR-145 expression in low-grade non-invasive (pTa) and high-grade

invasive (pT2/pT3) UC.

Low High pTa pT2-3 Angiolymphatic tumor Tumor recurrence

grade grade (30) (30) embolization
(30 (30)
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Micro RNA profile of superficial and invasive bladder urothelial carcinomas related to disease-free and cancer-specific
survival

Nelson Dip*, Sabrina Reis, Daniel Abe, Sao Paulo, Brazil, Marcos Dalloglio, Sdo Paulo, Brazil, Miguel Srougi, Katia Leite, Sao
Paulo, Brazil

INTRODUCTION AND OBJECTIVES: Bladder Cancer (BC) is the second most common tumor of genitourinary tract with
383,000 estimated deaths in 2011. Urothelial carcinomas (UC) represent 95% of the cases, and the knowledge of molecular
pathways associated to BC carcinogenesis is crucial to identify new diagnostic and prognostic biomarkers. Micro RNAs (miRNAs)
are short non-coding RMNA molecules that play important roles in gene expression regulation, acting over messenger RNA
repressing translation. Studies of miRNA in BC are still preliminary and the purpose of this study is to identify an expression profile
of miRNA in low-grade non-invasive pTa and high-grade invasive pT2/3 UC, also evaluating their involvement with tumor
progression.

METHODS: Expression levels of 14 miRNAs were analyzed by qRT-PCR using TagMan system in fresh-frozen tumor
specimens collected from 60 patients who underwent transurethral resection or radical cystectomy, 30 patients representing pTa
low-grade UC and 30 pT2/pT3 high grade UC. Five specimens of normal bladder obtained from patients who underwent
transvesical prostatectomy to treat benign prostate hyperplasia were used as controls. For internal control we used two small
nucleolar RNA RNU-43 and 48. Also disease-free (DFS) and disease-specific survival (DSS) were evaluated with a mean follow up
of 16.1 months.

RESULTS: Only four miRNAs showed difference in expression considering pTa and pT2/3 tumors, miR-100, miR-10a,
miR-21 and miR-205. The differentially expressed miRNAs in both groups are exposed in table 1. Considering tumor behavior, for
pTa UC the overexpression of miR-21 was related to shorter DFS. For pT2/3 UC the overexpression of miR-145 was related to
shorter DFS and the underexpression of miR-10a was related to shorter DFS and DSS.

CONCLUSIONS: We have shown that there is a specific profile of miRNAs for pTa and pT2/3 UC and some miRNAs are
related to tumor behavior and that could be used to better preview tumor prognosis, which may help in deciding the better treatment
for patients with UC.

Source of Funding: FAPESP #10/50824-1

—
miRNA Low grade High grade P
pTa pT2/T3
(n=30) [n=30}
100 0,04 24,39 <0,001
00008 1.77
(8,9413-0,44) (0,02-526.6)
10a 16,38 023 <0,001
4,88 0,06
10,004-761,2) {0,001-1,75)
21 1,08 18,17 0,03
0.4 0,65
(0,002-11,14) (0,03-407,99)
205 0,07 6,91 <0,001
0,04 0,65

(0,002-0,35) (0,009-97,84)




	FICHA CATALOGRÁFICA
	DEDICATÓRIA
	AGRADECIMENTOS
	EPÍGRAFE
	SUMÁRIO
	LISTA DE SIGLAS
	LISTA DE FIGURAS
	LISTA DE TABELAS
	RESUMO
	SUMMARY
	INTRODUÇÃO
	OBJETIVOS
	MÉTODOS
	RESULTADOS
	DISCUSSÃO
	CONCLUSÕES
	ANEXOS
	REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS
	APÊNDICES

