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Resumo

Oliveira RC. Perfil de expressao de microRNAs envolvidos na regulacdo de
genes associados a angiogénese no carcinoma renal das células claras
[Dissertacéo]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo;
2016.

INTRODUCAO: O Carcinoma de Células Renais (CCR) é reposnsavel por mais
de 200.000 casos a cada ano no mundo, representando cerca de 2% de todos
os canceres. O CCR do tipo células claras (CRCC) é o subtipo mais comum da
doenca e é responsavel por 75 a 80% dos casos, com maiores taxas de invasao
local, desenvolvimento de metastases e mortalidade. As novas terapias alvo sdo
baseadas em moléculas e anticorpos antiangiogénicos alterando o curso da
doenca, mas os resultados até agora nao sdo satisfatorios. OBJETIVOS: Nosso
objetivo nesse estudo foi estudar miRNAs e seus possiveis genes alvo
relacionados com a angiogénese em CRCC tentando trazer novos
conhecimentos relacionados as vias moleculares associadas a doenca.
METODOS: Os niveis de expressdo dos miRNAs miR-99a, 99b, 100, 199a,
106a, 106b, 29a, 29b, 29c, 126, 200a, 200b e seus respectivos genes alvo:
mTOR, HIF1-a, VHL, PDGF, VEGF, VEGFR1 e VEGFR2 foram avaliados por
gRT-PCR utilizando amostras de tecido tumoral de 56 pacientes com diagnéstico
de CRCC e 5 amostras de tecido renal benigno como controle. Os resultados
foram comparados com o tamanho tumoral, grau nuclear de Fuhrman e invasao
microvascular, considerando os critérios de risco propostos por Dall'Oglio et al
(2007). RESULTADOS: Encontramos subexpressdo da maioria dos genes,
exceto VEGFA e PDGF, enquanto que a analise dos miRNAs mostrou
subexpressao apenas dos miRs 100 e 126. Comparamos a expressao dos genes
com seus possiveis miRNAs reguladores, e encontramos que mTOR apresentou
subexpressao, enquanto miR99a apresentou superexpressdo na maioria das
amostras. Esta relagcdo também ocorreu entre VEGFA e 0 miR126 e entre os
MiRNAs 106a, 106b, e seu gene alvo VHL. Considerando os grupos de risco, a
superexpressao do miR200b foi associada com pacientes de alto risco (p = 0,01)
e a superexpressao do miR126 foi associada com menor grau de Fuhrman (I-11)
(p = 0,03). CONCLUSOES: Os resultados mostram que em CRCC ha um
desequilibrio na expressdo de genes e mIRNAs relacionadas com a
angiogénese. Além disso através dos nossos achados podemos especular o
papel do miR200b e do miR126 no progndstico de CRCC.

Descritores: Carcinoma de Células Renais; Progndstico; Estadiamento de
Neoplasias; Neovascularizacdo Patologica; Neoplasia; Biomarcadores
Tumorais; MicroRNAs.



Summary

Oliveira RC. MicroRna expression profile involved in the regulation of genes
associated with angiogenesis in the renal clear cell carcinoma [Dissertation]. S&o
Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo”, 2016.

BACKGROUND: There are more than 200,000 cases of renal cell carcinoma
(RCC) each year in the world, accounting for approximately 2% of all cancers.
RCC clear cell type (ccRCC) is the most common subtype of RCC and accounts
for 75 to 80% of the cases with highest rates of local invasion, development of
metastasis and mortality. New target therapy is based on antiangiogenic
antibodies and molecules, changing the course of the disease, but the results so
far are disappointing. OBJECTIVES: Our aim is to study miRNAs and their target
genes related to angiogenesis in ccRCC trying to bring some new knowledge to
the molecular pathways related to the disease. METHODS: The expression
levels of miIRNAs miR-99a, 99b, 100; 199a; 106a; 106b; 29a; 29b; 29c; 126;
200a, 200b and their respective target genes: mTOR, HIF1-i+, VHL, PDGF,
VEGF, VEGFR1 and VEGFR2 were evaluated using gRT-PCR.in snap-frozen
tumor tissue samples from 56 patients diagnosed with ccRCC and 5 samples of
benign renal tissue as control. The results were related to tumor size, Fuhrman
nuclear grade and microvascular invasion, considering the risk criteria proposed
by Dall'Oglio et al. (2007). RESULTS: We compared the expression of genes with
their possible regulatory miRNAs, and we found that mTOR was underexpressed
while miR99a was overexpressed in most samples. This relationship also occurs
between VEGFA and miR126 and between miRNAs 106a, 106b, and their target
gene VHL. Considering the risk groups the overexpression of miR200b was
associated with high-risk patients (p = 0.01) and the overexpression of miR126
was associated with lower Fuhrman grade (I-11) (p = 0.03). CONCLUSIONS: Our
results show that in ccRCC there is an unbalance in the expression of genes and
mMiRNAs related to angiogenesis and cell proliferation and survival. Furthermore
with our findings we can speculate the role of miR200b and miR126 in the
prognostic of ccRCC. We believe that the relationship between miRNAs and their
respective genes should be more profoundly searched as markers and possible
therapeutic agents in this neoplasia.

Key words: Renal Cell Carcinoma; Prognosis; Neoplasm Staging;
Neovascularization Pathologic; Neoplasm; Tumor Biomarkers.



1. INTRODUCAO



1.1 Carcinoma de células renais (CCR)

O carcinoma de células renais representa 2 a 3% de todos os canceres,
com maior incidéncia em paises ocidentais. Na Europa, houve um aumento
anual de 2% na incidéncia destes tumores. Entretanto, as taxas de incidéncia
estabilizaram-se ou declinaram em alguns paises (Suécia e Dinamarca),
enguanto que outros paises europeus ainda mostram tendéncia de aumento *.

O Instituto Nacional do Cancer em 2014 estimou 68.800 novos casos de
cancer de prostata e 8.940 novos casos de cancer de bexiga em todo Brasil 2. O
dado mais recente sobre incidéncia do CCR foi publicado no ano de 2002;de
acordo com estes dados a incidéncia do CCR no Brasil varia de 7 a 10 casos por
100.000 habitantes/ano nas areas mais industrializadas, exibindo incidéncia
menor nas areas menos desenvolvidas 3. O pico de incidéncia do CCR ocorre
entre os 60 e 70 anos de idade, com uma proporcao de 1,5:1 entre homens e

mulheres 1.

1.2 Aspectos Fisiopatologicos

O carcinoma células renais é a neoplasia maligna renal mais frequente e

apresenta quatro variantes principais:

e O carcinoma das células claras (CRCC) é a variante mais frequente,
correspondendo de 75 a 80% dos carcinomas de células renais. A maioria
dos CRCC sédo neoplasias corticais solitarias que ocorrem com igual
frequéncia nos dois rins. O carcinoma de células claras tem pior

prognostico quando comparado com os subtipos de células cromoéfobas



ou papilifero. Porém, a taxa de resposta a terapia antiangiogénica € maior

que em outros tipos histologicos.

e O carcinoma papilifero de células renais representa 10% dos
adenocarcinomas renais e tem curso clinico menos agressivo que 0
CRCC. O carcinoma papilifero pode ser bilateral ou multifocal com
frequente hemorragia, necrose e degeneracao cistica durante a evolucao

do tumor.

e O carcinoma renal de células cromoéfobas representa 5% dos tumores
renais; menos agressivo que 0s outros carcinomas renais celulares, esse
tipo é caracterizado por grandes células péalidas com citoplasma reticulado

e membrana celular proeminente na hematoxilina-eosina.

e O carcinoma de ductos coletores (Bellini) € um tipo raro, compondo
apenas 1% dos tumores renais, € localizado no centro do rim e pode
atingir até 12 cm. Quando diagnosticados, em geral, apresentam-se em

estagio avancado “.

1.3 Fatores de risco

MutacOes genéticas tém sido identificadas como fatores de risco
hereditarios em familias propensas ao desenvolvimento do cancer, estima-se
que estas mutacoes representam de 1 a 2% dos casos de CCR. As quatro
principais sindromes autossomicas hereditarias relacionadas ao aparecimento

do CCR séo: sindrome de Von Hippel-Lindau, Leiomiomatose Hereditaria,



Carcinoma Renal Papilifero e sindrome de Birt-Hogg-Dubé 5. Pacientes que
sofrem de insuficiéncia renal crénica também estdo sujeitos a desenvolver

tumores renais agressivos na maioria dos casos °.

Tabagismo €& um fator bem estabelecido, o risco é proporcional a
quantidade de cigarros fumados e a duracdo do habito tabagista, sendo que o

risco aumenta em 50% para homens e 20% para mulheres tabagistas ’.

Obesidade de longa data e habitos alimentares baseados em dietas com
alto teor de gorduras e baixa quantidade de ingestdo de frutas e vegetais €
responsavel por 40% dos carcinomas renais nos Estados Unidos. Fatores
hormonais como anormalidades com insulina e estrogeno também estdo
relacionados com a doenca e o risco estimado € de um aumento de24% para
homens e 34% para mulheres para cada 5 kg/m2 de aumento de indice de massa

corpérea 8.

1.4 Manifestacg8es clinicas e diagnéstico

O CRCC é geralmente uma doenca assintomatica. Exames de imagem
abdominal, como ultrassonografia e tomografia, indicados para deteccao de
outras patologias levam ao diagndstico incidental do cancer renal. O diagnéstico
incidental de massas renais esta se tornando cada vez mais comum pelo amplo
uso de exames de imagem na atualidade. Uma massa renal pode ser apenas
um cisto renal simples que nao requer nenhum tratamento ou acompanhamento

9 ou representam lesdes renais benignas como angiomiolipomas ou



oncocitomas ou entdo carcinomas de células renais °.Embora a maioria das
lesbes sejam detectadas incidentalmente até 17% de todos os carcinomas de
células renais tém metastases a distancia no momento do diagndstico ! neste
cenario clinico heterogéneo, a evolugcdo das técnicas de diagnostico e
tratamento podem revolucionar a abordagem a esta doenca, e a biologia

molecular pode contribuir em ambos 2.

1.5 Fatores prognosticos

O CRCC é uma doenca potencialmente letal, 30% dos pacientes tratados
tém recorréncia da doenca apo6s nefrectomia radical para o tratamento da doenca
localizada 3. Conhecer melhor seus fatores prognoésticos para sobrevida é
fundamental, principalmente para aconselhar os pacientes a possiveis terapias

adjuvantes 4.

Os fatores progndsticos classicos incluem fatores anatémicos,
histoldgicos, clinicos e moleculares, sendo 0os mais importantes estadiamento

TNM, presenca ou ndo de invasdo microvascular e grau de Fuhrman 15,

1.5.1 Estadiamento TNM

O estadiamento do cancer renal segue a classificacdo TNM 6. A (ltima

validacdo da classificacdo TNM foi feita em 2009. Os componentes do TNM



incluem extensao do tumor primario (T), o envolvimento dos linfonodos regionais
(N) e a presenca de metastase a distancia (M)'%. Em geral, CCRs com maior
estadio T, metastase linfonodal ou metastase a distancia apresentam pior

progndstico e menor sobrevida especifica e geral .

Devido a detecc¢do incidental de pequenas massas renais, muitos estudos
tém avaliado a significancia do tamanho tumoral para determinar o prognéstico
e propde mudancas na classificacdo TNM, em particular o diametro tumoral que

enquadra o tumor no estadio | ou Il da doenca 1°.

Com base em estudos recentes, a Union Internationale Controle Cancer
e a American Joint Committee on Cancer atualizaram a classificacdo TNM do
CRCC em 2009. Neste novo sistema de classificacdo, a classificacdo dos
tumores T1 permaneceu descrita como a classificagcdo anterior, porém o0s
tumores T2 foram subdivididos em dois subgrupos baseados no tamanho do
corte do tumor: tumores com 10 cm ou menos sao classificados como T2a e
maiores que 10 cm sédo classificados com T2b. Tumores que invadem a veia
renal sdo classificados como T3a; tumores com invasao ipsilateral da adrenal
foram re-classificados como T4 no caso de invaséo contigua, M1 se ndo houver
invasdo contigua. A classificagéo linfonodal de 2002 considerava Nx linfonodos
nao acometidos, NO invasao tumoral apenas nos linfonodos e N1, N2 referindo
ao numero positivo de metastases linfonodais. Entretanto, Lee et al. ndo
encontraram diferencas significativas nos estudos de 2009 entre pacientes
considerados N1 e N2; portanto estas determinagcbes atualmente séo

consideradas apenas N1 16,



1.5.2 Invasdo microvascular

A invasdo microvascular aplica-se a varios tipos de cancer como fator
prognostico, € definida como a invasdo de células neoplasicas em vasos
linfaticos, microscopicos ou émbolos vasculares. Estudo feito em 2013 por
Bedken e Kruck; constatou que pacientes com invasao microvascular eram, em
média, mais velhos e tinham um estadiamento mais alto. A invaséo
microvascular também foi associada com um diametro maior do tumor, grau de
Fuhrmann superior além de um estagio T mais avancado e presenca de
metastase ganglionar. O progndstico e a auséncia de metastase eram menos

favoraveis no caso de invasio microvascular 7.

Em um estudo semelhante, Santiago-Agredano et.al. encontraram
resultados proximos dos obtidos por Bedken e Kruck. Eles também observaram
correlacdo entre maior idade, sexo masculino, alto grau de Fuhrman e estadio
pT avancado com a ocorréncia de invasdo microvascular 8. Em um estudo de
nosso grupo o fenbmeno da invasao microvascular também foi demonstrado

como sendo de suma importancia para determinacdo do prognostico do CRCC

19

1.5.3 Grau de Fuhrman

Em 1982, Fuhrmanet.al. realizaram um estudo que definiu quatro graus

nucleares para definir os tumores do carcinoma renal do tipo células claras.



Foram considerados o crescimento do tamanho do nucleo das células tumorais,
irregularidade e proeminéncia nuclear. Foi constatado que a graduacgéo nuclear
€ um parametro muito consistente na predicdo do desenvolvimento de metastase

a distancia apés a nefrectomia 2.

Fuhrmanet.al. estudaram 103 pacientes com carcinoma celular renal,
diagnosticado entre 1961-1974. Eles demonstraram que entre 45 pacientes que
apresentaram estagio | da doenca, e com tumores classificados como grau | de
Fuhrman, ndo apresentaram metastase dentro do periodo de 5 anos apés a
nefrectomia. Considerando que 50% dos tumores classificados em graus mais
altos metastatizaram, este estudo constatou que de fato o grau nuclear € um

forte preditor de sobrevida dos pacientes com carcinoma de células renais %°.

1.6 Tratamento

O tratamento padrédo para o CCR localizado € a nefrectomia parcial ou
radical, podendo ser realizada de forma aberta ou minimamente invasiva
(laparoscopica e robotica). Em casos selecionados pode ser realizado a ablacéo
por radiofrequéncia ou crioterapia. A radioterapia esta reservada para casos nao

passiveis de cirurgia.

Além das intervengfes cirlrgicas, a terapia antiangiogénica tem tido
destaque para o tratamento do CRCC nos ultimos anos. Sete drogas foram
aprovadas nos ultimos 8 anos. Quatro agentes inibem diretamente o VEGFR,

blogueando assim a angiogénese, dois agentes inibem mTOR, e um agente age



diretamente com o VEGF impedindo o mesmo de se ligar ao seu receptor. Todos
estes agentes tém também outros objetivos, o que explica algumas das
toxicidades e efeitos anti-tumorais, possivelmente aditivos, bem como a
atividade de uma variedade de outras malignidades. Todos demonstraram
melhora na sobrevida livre de progressdo em pacientes com CRCC, em ensaios
clinicos randomizados. Além disso, os dois grupos, anti-VEGF e inibidores de
MTOR, tém toxicidades de classe especifica que variam em intensidade com

base na afinidade de ligacéo, e na variabilidade intra pacientes 2.

1.7 Angiogénese

No inicio dos anos 70, Folkman postulou que tumores necessitam ser
vascularizados para seu crescimento e que moléculas difusas regulavam esse
processo ?2. O primeiro mecanismo descrito como uma forma de vascularizagdo
tumoral teve o0 nome de sprouting angiogenesis e envolvia a proliferacdo e
migracdo das células endoteliais para microvasos pré-existentes promovendo
uma organizacao tubular das estruturas vasculares. O maior executor deste
processo € o VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) e os membros da

familia deste, destacando-se o0 VEGF-A 23,

VEGF-A induz a vasodilatacdo dos microvasos pré-existentes e aumenta
a permeabilidade destes. Proteinas plasmaticas, particularmente o fibrogénio,
extravasam e formam uma matriz provisoria posteriormente usada no processo

migratorio pelas células endoteliais. A Angioproteina-2 é produzida e liberada
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pelas células endoteliais e antagoniza a atividade da Angioproteina-1 na
superficie da membrana celular das células endoteliais. Isto inibe as interacdes
dos pericitos com as células endoteliais e favorece uma rede vascular imatura.
O VEGF-A induz a proliferacdo celular e o aumento nas metaloproteases e
ativadores de plasmiogénio para a degradacao da matriz extracelular permitindo

a migracéo das células endoteliais 4.

Pericitos sdo células estromais que sustentam a rede vascular, e no rim,
0s pericitos desempenham papéis criticos na angiogénese, na regulacdo do
fluxo sanguineo cortical renal e medular, e agem como progenitores de
miofibroblastos intersticiais na fibrogénese renal. Eles interagem com as células
endoteliais através de vias de sinaliza¢ao distintas e sua ativacao e desligamento
dos capilares ap6s lesao renal aguda ou crdnica € crucial para a conducao da

progresséo das doencas renais 2°.

Para o recrutamento e cobertura pelo pericito, outro fator, o PDGF-3
(Platelet Derived Growth Factor) é extremamente necessario, ja que funciona
como quimioatrativo. Além disso, TGF-B (Transforming Growth Factor beta)
também participa na estabilizacdo das veias através da interacdo com a
endoglina e outros receptores. Em tumores esses mecanismos ndo sao bem
ajustados levando a perda da interacéo de células endoteliais com os pericitos.
Isso pode explicar o fato dos capilares tumorais apresentarem alta taxa de

permeabilidade e diametros anormais 4.

A orientacdo dos mecanismos angiogénicos ainda nao € totalmente
estabelecida. E possivel que a orientacéo das veias sanguineas seja andmala

para algumas extensdes do tecido tumoral levando a uma vascularizacao
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altamente desregulada. A angiogénese é essencial para o crescimento tumoral
e ocorre tanto no carcinoma renal de células claras, como nos demais tipos de
cancer. A angiogénese da condicdes de sustentacdo, suprimento de nutrientes
e oxigenacao que permite que o tecido tumoral cresca de forma acelerada e se
dissemine por outros orgaos e tecidos. Esta disseminacdo tem o nome de
metastase, e 0s tumores renais metastatizam principalmente na area dos
linfonodos regionais e posteriormente em linfonodos para-adrticos e paracavais.
A disseminacédo hematogénica ocorre para pulmdes, figado, cérebro, osso e/ou

pele 28,

1.7.1 Aviaangiogénica

O HIF-1 (Hipdxia Inductible Factor-1) tem sido bem estudado pelo papel
que exerce na sobrevivéncia das células em condi¢cfes de hipoxia. A regulacéo
do HIF-1 é um processo complexo e envolve varias moléculas e vias celulares.
As células dos mamiferos sédo capazes de se adaptar a baixos niveis de oxigénio
e o HIF-1 é tido como o principal elemento nesse processo regulatorio. O HIF-1
€ um heterodimero consistido de uma unidade alfa e uma unidade beta. A
subunidade beta € constitutivamente expressa enquanto a subunidade alfa é
induzivel. No estado de normoxia, duas prolinas sao hidroxiladas no HIF1-a pela
prolilhidroxilase utilizando O2 neste processo, permitindo uma ubiquitinacdo do

HIF1-a 27,



12

Apoés a hidrolise alguns cofatores facilitam a ligagdo do HIF-a com o
complexo do VHL e com isso se da a degradacao do HIF-a. Em estado de hipdxia
0S niveis de oxigénio estdo baixos, impedindo a hidrélise do HIF-a e
consequentemente impedindo a ligacdo deste com o complexo formado pelo
VHL, aumentando os niveis de HIF-a no tecido. Da mesma forma, a mutacao do
VHL impede a formacdo do complexo, promovendo o acumulo de HIF-a. A
expressdo de HIFi-a e HIF2-a induz duas importantes vias de sinalizagéao
mitogénica intracelular, a via da Proteina Quinase Ativadora da Mitose (MAPK)
e a via do mTOR (mamalian Target Of Rampamicin). O HIF-a promove a
transcricdo de importantes genes na promocdo da angiogénese (VEGF),
proliferacéo celular (PDGF), captacdo de glicose (GLUT-1) e manutencdo do

balanco &cido-basico (Anidrase carbonica IX) 28.

O mTOR é um regulador crucial do crescimento e proliferacéo celular e
pesquisas nessa area tém revelado que mTOR desregulado exerce um papel
chave em varios canceres. mMTOR apresenta um papel central na sinalizacao
causada por nutrientes e mitbgenos bem como fatores de crescimento. A
compreensao da ciéncia por tras do papel do mTOR como um regulador de
muitos processos celulares e como um potencial alvo terapéutico tem aberto

possibilidades de tratamento em varios tipos de cancer %7,

Na angiogénese o mTOR tem a funcdo de formar os novos vasos para
aumento da oxigenacao e influxo de nutrientes, crescimento e divisao celular. O
mTOR aumenta a translacdo do HIF-1 e HIF-2 27, A transcricdo do HIF leva a
expressado de fatores em resposta ao estresse causado pela hipéxia (Figura 1),

incluindo fatores de crescimento como o VEGF, PDGF e TGF-a 2°.
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A familia do VEGF compreende seis membros VEGF-A, B, C, D, Ee o
Fator de Crescimento da Placenta (PIGF), que diferem entre si pelas suas
massas moleculares e propriedade bioldgicas. O mecanismo de acao € através
de receptores de Tirosina Quinase, o VEGFR-1, VEGFR-2 e VEGFR-3. O VEGF-
A é conhecido por exercer um papel crucial na angiogénese e sua atividade esta
diretamente ligada a atividade do VEGFR-1 e VEGFR-2. VEGF-A promove um
aumento na permeabilidade microvascular e gera uma deposicao de fibrina que
pode ser responsavel pela migracdo massiva das células endoteliais para matriz
extracelular. Isso sustenta a sobrevivéncia das células endoteliais pela
expressdo de proteinas antiapoptoéticas liberadas por essas células 2°. Devido a
essas atuacoes, os membros da familia do VEGF séo tidos como reguladores
chave das funcdes das células endoteliais, controlando a vasculogénese,
angiogénese, permeabilidade vascular e sobrevivéncia das células endoteliais.
Outros fatores que promovem a angiogénese sao, além de muitos outros, o

PDGF, e o ja citado HIF1-a 3L

A familia do PDGF é atualmente composta por 4 membros, PDGF-A —-B —
C e -D, que se ligam aos receptores denominados PDGF-a e PDGF-[. Esta
familia é considerada a maior promotora de mitogénese por fibroblastos, células
musculares lisas, e varios outros tipos de células. O PDGF-A e o PDGF-B
formam homo e heterodimeros com seus receptores de tirosina quinase, ao
passo que o PDGF-C e PDGF-D formam apenas homodimeros. O aumento da
atividade do PDGF tem sido relacionado a varias condi¢cdes patolégicas em

adultos, incluindo a tumorigénese 3.
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PDGFR- é conhecido por ser uma molécula indispensavel na migragao,
proliferacdo e sobrevivéncia dos pericitos, essas moléculas estdo também
relacionadas com proteinas da matriz extracelular, fibronectina e colageno tipo

1%,

Como mencionado, VAarios genes estdo envolvidos no processo
angiogénico e atuam em cascata, ou seja, a expressao de um gene desencadeia
a expresséo do outro direta ou indiretamente, o controle da expresséo destes

genes entdo se torna de suma importancia para o controle deste processo.

S
ot

Hidrolise

HIF-a E—

-L
—

Complexo
proteico do VHL

Angiogénese

Figura 1 - Representacdo esquematica da via angiogénica. O evento que
desencadeia a transcricdo dos genes envolvidos nessa via € a hipdxia. Sem a
guantidade necessaria de oxigénio no tecido, a Prolilhidroxilase (PHD) néo realiza a
hidrolise do HIF-1a permitindo uma alta concentracdo deste no tecido e

desencadeando a transcricdo dos outros genes envolvidos na via.
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1.8 Micro RNA

MicroRNA compdem um grupo de moléculas pequenas de RNA que
possuem entre 19 e 25 nucleotideos, com acdo na regulacédo da expressao dos
genes nas plantas e em animais 3. Essas pequenas moléculas foram
descobertas ha mais de 20 anos 3* e desde entéo tém sido reconhecidas como
moléculas que atuam especificamente no controle pds-transcricional na maioria

do genoma dos eucariotos.

Estima-se que os miRNAs regulam a translagcdo de mais de 30% das
proteinas codificantes de genes que estdo envolvidos em varios processos
celulares importantes, como apoptose, diferenciacdo, desenvolvimento e
proliferacdo celular 3%, podendo atuar como supressores tumorais ou agentes
oncogénicos 6. Além disso, a expressdo andmala destes pequenos RNAs tem

sido associada a diferentes patologias humanas 2.

1.8.1 Biogénese dos miRNAs

Os miRNAs séo sintetizados pela RNA polimerase 1l e modificados apés
a transcri¢ao pela adicao de uma capa na regiao 5’ e uma cauda poli A na regido
3’. O precursor primario do miRNA (pri-miRNA), forma uma estrutura do tipo
hairpin e, no nucleo, apos ser submetido a agdo do complexo microprocessador
nuclear Drosha, o pri-miRNA é convertido em pré-miRNA, uma molécula de fita
dupla de aproximadamente 60-70 nucleotideos 383°, O pré-miRNA é entdo

exportado para o citoplasma pela Exportina-5, proteina especializada no
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transporte nucleo citoplasmatico de macromoléculas, incluindo os acidos

ribonucleicos 4°.

No citoplasma, o pré-miRNA é clivado pela enzima Dicer, e torna-se uma
molécula de miRNA duplex, que consiste no miIRNA maduro e sua fita
complementar. Novamente a Dicer cliva a dupla fita e produz o miRNA maduro
de fita Unica, que serd incorporado ao complexo RISC (complexo silenciador

induzido por RNA) 33,

O RISC guia o miRNA maduro até seu RNAm alvo e apds esse processo
ocorre a repressao da traducdo da proteina ou a promocao da degradacdo do
RNA. Esta acdo dependera do grau de complementariedade do miRNA com o
seu RNA mensageiro (RNAm) alvo (Figura 2 ), o pareamento pode ser perfeito

ou incompleto 4%,
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Pré-miRNA miRNA duplex

#ﬁwm [ > LLLLLLL L )
T

Citoplasma

= Exportina _

Pré-miRNA

P
Drosha DGCRB

i I‘LII l@

Ty

Pri-miRNA

Transcrigao

RISC

—\

Clivagem do RNAm alvo RepressaoTraducional

Figura 2 — Representacdo esquematica dos principais eventos ocorrentes na

biogénese dos microRNAs 42,

1.9 miRNAs e genes envolvidos na angiogénese do CRCC

O CRCC de células renais € caracteristicamente um tumor
hipervascularizado. Um estudo de Takahashi et al. h& 20 anos demonstrou que
o mMRNA do gene VEGF estava presente em niveis significativamente mais
elevados nos tecidos de CRCC do que em tecidos de rins normais, levando ao
reconhecimento do VEGF como um importante mediador da angiogénese no
cancer renal 4. Evidéncias mais recentes revelaram que mais de 90% dos
tumores de células renais hipervascularizados apresentam mRNA de VEGF
elevado quando comparado com tecidos normais de rim 4. Os efeitos biolégicos

do VEGF nas células alvo sdo mediadas por receptores de tirosina-quinase
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denominados VEGFR-1 e VEGFR-2. Curiosamente, o VEGFR-1, em patrticular,
é superexpresso em relacdo ao HIF em situacées de hipdxia 4°. Além destes, o
gene VHL estéa diretamente ligado ao inicio da via angiogénica especificamente
no CRCC. O complexo proteico do VHL é responsavel por se ligar ao gene HIF1-
a em situagdes normais, porém se este estiver mutado ou inativo (como por
exemplo, em individuos que possuem a sindrome de Von Hippel-Lindau, uma
das maiores causas do aparecimento do CRCC) nao ocorre esta ligacao,
aumentando os niveis de HIF1-a no tecido o que promove o recrutamento de
genes responsaveis pela neoformacao vascular como VEGF e seus receptores,
além do PDGF, mTOR e muitos outros genes angiogénicos 6.

Os miRNAs podem prover repressao traducional ou apenas silenciar a
producdo da proteina de seu gene alvo, tudo depende do pareamento no fim de
sua biogénese. Os miRNAs 99a, 99b, 100, 126, 29a, 29b, 200b, 106a e 106b
podem estar diretamente ligados a angiogénese do CRCC pois sao tidos como
regulatérios dos genes supracitados. Alguns miRNAs se comportam como
agentes oncogénicos no CRCC por interferir na expressao de genes necessarios
para o equilibrio da homeostase (como por exemplo os miRNAs 106a e 106b
que impedem a expressao do gene VHL) gerando condicfes favoraveis para o
desenvolvimento tumoral. J& os demais miRNAs agem normalmente como
supressores tumorais, controlando negativamente a expressao de genes que, se
superexpressos, estimulam a angiogénese do CRCC.

Diante das limitagbes no tratamento da doenca disseminada torna-se
importante estudar fatores que séo responsaveis pelo controle das principais
moléculas conhecidas na fisiopatologia do CRCR e nesse contexto o estudo dos

possiveis MIRNAs responsaveis pela regulacdo destes genes assume
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fundamental importancia. Alguns miRNAs parecem atuar na via de angiogénese
Zhang #’, sendo por isso conhecidos como angiomirs: miR-126 4 4%; 0 miR-100,
o qual foi relatado com regulador da angiogénese a partir do controle da via

mTOR %°, 0 miR-200 que pode ser induzido por hipdxia 5!, e 0 miR-26a 2.

Poucos estudos na literatura avaliaram a presenca de angiomirs no
desenvolvimento tumoral 3. O objetivo deste trabalho é avaliar o perfil de
expressao de genes e miRNAs envolvidos na via da angiogénese em pacientes
submetidos a nefrectomia por carcinoma de células claras e verificar sua
correlacdo com parametros tradicionalmente utilizados para definicdo de

prognostico nesta neoplasia.
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2. OBJETIVOS
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Analisar a expressao dos miRs-99a,99b,100; 199a; 106a,106b; 29a, 29b;
126;200b e de seus respectivos genes alvo em pacientes portadores do CRCC

comparados com tecidos n&o tumorais.

Comparar a expressao dos miRNAs e genes alvo com os fatores
prognosticos classicos do CRCC grau tumoral, estadio patolégico e invasao

microvascular.
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3. METODOS



23

3.1 Tipo de estudo

Estudo experimental, exploratorio, retrospectivo.

3.2 Pacientes

Foram analisadas amostras teciduais armazenadas no banco de tumores
do LIM 55 (Laboratério de Investigacdo Médica 55) de 56 pacientes com
carcinoma de células renais do tipo células claras tratados por nefrectomia
radical ou parcial realizada no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
da Universidade de Sdo Paulo (HCFMUSP) (tabela 1) e 5 pacientes com tecido
renal normal (grupo controle) de pacientes com estenose de JUP (Juncado
Uretero-Pélvica).Os pacientes portadores de CRCC foram operados entre
janeiro de 2008 e marco de 2012 acompanhados no ambulatério do setor de

oncologia da disciplina de urologia por um periodo minimo de 12 meses.

Os pacientes foram subdivididos em grupos de acordo com as
caracteristicas clinico-patologicas. Foram avaliados os fatores progndsticos:
tamanho tumoral, tipo histologico, grau nuclear de Fuhrman e invasao
microvascular (anexo 1). Os pacientes foram também avaliados de acordo com
0 prognostico dividindo-se os pacientes em tumores de alto risco, intermediario
e baixo risco conforme descrito por nosso grupo em 2007 (19). Os niveis de
expressdo dos miRNAs miR-99a, 99b, 100; 199a; 106a; 106b; 29a; 29b; 126;
200b e seus respectivos genes alvo foram correlacionados com os fatores

prognésticos do CRCC.
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O consentimento informado foi obtido dos pacientes para o uso do
material retirado em pesquisas. Estas amostras de tecido estdo estocadas em
condicOes ideais de armazenamento em freezer -80°C e fazem parte do banco
de tumores da disciplina de urologia. Fragmentos de 1 cm? de tumor foram
colocados em RNA later imediatamente apds a nefrectomia e armazenados a -

80°C até o uso.

Os miRNAs descritos e seus genes alvo foram avaliados através da
técnica de reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (QRT-

PCR).

Tabela 1 - Dados demogréficos dos pacientes com CRCC

Idade (anos)

Média 63,2
Mediana 51
Género

Masculino 37 (66,0%)
Feminino 19 (33,9%)
Tipo de Nefrectomia

Parcial 16 (28,6%)
Radical 40 (71,4%)
Grau de Fuhrman

1-2 32 (57,2%)
3-4 24 (42,8%)
Invas&o Microvascular

Ausente 44 (78,6%)
Presente 12 (21,4%)
Estadio Patologico (T)

T1-T2 26 (46,4%)
T3-T4 30 (53,6%)
Estadio Patologico (N)

NO 54 (96,4 %)
N1 02 (3,6%)
Estadio Patologico (M)

MO 48 (85,7%)

M1 08 (14,3%)




25

3.3 Etica

Todas as amostras utilizadas neste estudo foram codificadas, garantindo
sua confidencialidade. Este projeto foi submetido e aprovado pelo comité de ética

em pesquisas do HCFMUSP sob o nimero 352.891em 07/08/2013.

3.4 Processamento das Amostras

Os espécimes cirargicos foram coletados imediatamente apdés o
procedimento cirargico, sendo seccionado um fragmento proveniente de tumores
renais, armazenado imediatamente em criotubo Eppendorf de 1,5 ml com 1 ml
de RNA LATER® (fixador de RNA), sendo tomados todos os cuidados para evitar
a contaminacao das amostras e degradacdo do RNA. Os espécimes entdo foram

mantidos em freezer -80 °C no LIM-55 até o momento do processamento.

3.5 Isolamento do miRNA, do RNA e Sintese do Cdna

3.5.1 Isolamento do miRNA e do RNA dos espécimes cirurgicos

Para extracdo de miRNA utilizamos o kit de isolamento miRVana®miRNA
(Ambion, Austin, Tx), de acordo com as recomendacdes do fabricante. Este kit
permite o isolamento de todos os tipos de RNA, e por isso o utilizamos para a

extracdo do miRNA e do RNA dos espécimes cirurgicos.

O tecido congelado foi transferido para um tubo proprio para esse
procedimento e macerado no aparelho Tissue lyser LT (Quiagen®). Ao tecido

macerado foram adicionados 500ul do tampé&o de lise (10 vezes o volume da
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massa tecidual), e 10% do volume total de aditivo para homogeneizac¢éo e logo
apos os tubos foram colocados em gelo por 10 minutos. Foram adicionados
500ul de fenol-cloroférmio, e as amostras foram agitadas em vortex e
centrifugadas na velocidade maxima (10.000g) por 5 minutos a temperatura
ambiente. A fase aquosa foi entdo removida e transferida para um novo tubo
onde foi adicionado um terco do volume de etanol 100% a temperatura ambiente.
A solucdo entdo foi passada para o filtro (coluna GFX) e as amostras foram
novamente centrifugadas a 10.000g por 1 minuto. Neste momento o filtro contém
RNA e o filtrado, os pequenos RNA. O filtro foi entdo reservado. Ao filtrado foi
adicionado 2/3 do volume de etanol e transferidos para uma nova coluna,
centrifugadas e o filtrado foi descartado. Retomando os filtros com o RNA, foram
realizadas lavagens com solucdes proprias do Kkit, intercaladas com
centrifugacfes. Ap6s o descarte do filtrado, centrifugamos por mais 1 min a
10.000 g para secagem da coluna. As colunas foram entao repassadas para um
novo tubo e entdo adicionamos 100ul de agua livre de RNase pré-aquecida a
95°C, no centro da coluna. Apés 1 min a temperatura ambiente, centrifugamos a

coluna e os miRNA e o RNA foram armazenados a -80°C até sua utilizacao.

A pureza e concentracdo do miRNA e do RNA foram mensuradas em

espectrofotdometro Nanodrop® (ND-1000, Wilmington, EUA) (260/280nM).

3.5.2 Sintese do DNA complementar

O DNA complementar (cDNA) do miRNA foi obtido wusando

TagMan®miRNA Reverse Transcription kit (AppliedBiosystems, Foster City, CA).
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Uma quantidade de 200ng/ul de miRNA foi diluida em 20 pl de agua. Deste
volume 3pl foi submetido a transcricao reversa, onde foram adicionados 7 ul de
mix contendo os reagentes do kit: 0,15ul de DNTP mix, 0,5ul da enzima
transcriptase reversa, 1,5ul do tampao da enzima, 0,19ul de inibidor de RNAse,
3,66l de agua livre de nucleasse e 1ul de primer stem-loop com sequéncia
especifica para os miRNA (Tabela 2), totalizando 10ul de cDNA. A reacgao foi
realizada em equipamento PCR Veriti® (AppliedBiosystem, Foster City, CA)
seguindo os seguintes parametros: 30 min a 16 °C, 30 min a 42 °C e 5 min a 85

°C.

A sintese do cDNA do RNA foi realizada utilizando-se o kit High-Capacity
cDNA Reverse Transcription® (AppliedBiosystems) que utiliza a Transcriptase
reversa Multiscribe™e primers randémicos. O RNA total foi diluido em H20 livre
de nucleases em um volume final de 20ul e concentracéo de 500 pl/ng. A este
volume foram acrescentados 4pl de oligonucleotideos randémicos (10X), 1,6pl
do mix de dNTPs (25X), 4ul do tampédo da enzima (10X), 2ul da enzima
transcriptase reversa e 8,4ul de agua livre de nuclease. A solucdo foi entdo
submetida a ciclos de temperaturas (25 °C por 10 min, 37 °C por 120 min e 85
°C por 5 min) no termociclador Veriti® (AppliedBiosystems). Ao final das reagdes

ambos os cDNA foram armazenados a -20 °C até o uso.

3.5.3 Andlise da Expressdo de miRNA e RNA

A expressdo dos miRNA e RNA estudados foi avaliada a partir do cDNA

utilizando a metodologia qRT-PCR no sistema ABI 7500 Fast no modo standard
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utilizando-se Master Mix PCR Tagman Universal (Applied Biosystems, Foster
City, CA). A expresséo de miRNA e RNA individuais foi analisada usando primers

sequéncia-especificos (tabela 2).

Tabela 2 - Primers utilizados para quantificacdo da expressdo dos

microRNAs e seus genes alvo no CRCC.

miRNA Ensaio Gene Ensaio
29a 002112 HIFla  Hs00153153 ml
29b 000413 VHL Hs03046964 s1
200b 0004571 VEGF-a Hs00900055 ml
99a 000435 VEGFR-1 Hs01052961 m1l
99b 000436 VEGFR-2 Hs00911700 m1l
100 000437 PDGF- Hs00966522 m1l
126 002228 Mtor Hs00234508 m1
199a 000498 B2M Hs99999907 m1l
200b 0004571
106a 0000103
106b 0004672
RNU48 010006

Este protocolo TagMan® utiliza dois iniciadores néo fluorescentes e uma
sonda com dupla marcacao que se anela a regido localizada entre os iniciadores.
Esta marcacéo dupla é formada por um fluoréforo que emite luz quando excitado
e um quencher que absorve luz emitida pelo fluoréforo. Durante os ciclos da
PCR, a sonda é quebrada pela Taq polimerase na etapa de extensédo do iniciador
anelado. Esta quebra da sonda elimina a absor¢céao pelo quencher que pode ser
entdo medida através de uma camera situada na parte superior do equipamento.

A quantificacdo da emissdo absorvida pela camera apds quebra da sonda
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permite a quantificacdo indireta do miRNA e do RNA alvo contido na reacéao apés

cada ciclo da PCR.

3.6 Andlise Estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas através do software SPSS 19.0
for Windows (SPSS Inc., Chicago, Estados Unidos). Os testes t de student ou
Mann-Whitney foram usados para comparar a relacdo entre a expressao dos
mMiRNAs miR-99a,99b,100; 199a; 106a;106b; 29a; 29b; 29c; 126; 200a;200b e
seus respectivos genes alvos os fatores progndésticos do carcinoma renais do
tipo células claras (tamanho, estadiamento clinico e graduacdo nuclear de
Fuhrman). Com relacao a triade patologica foram utilizados os testes ANOVA ou

Kruskall-Wallis quando as variaveis eram homogéneas ou nao respectivamente.

Um valor de p inferior ou igual a 0,05 foi considerado estatisticamente

significante para todos os célculos.
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4 RESULTADOS
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4.1 Perfil da expressao dos genes envolvidos no processo angiogénico.

A andlise da expressao génica através do método qRT-PCR nos tecidos
de CRCC indicou uma superexpressao em 84% dos casos para VEGFa e em
66% dos casos para PDGF. O mTOR estava subexpresso em 88% dos casos,
bem como o VHL que foi subexpresso em 86% dos casos, VEGFR1 em 59%,

HIF1-a em 57% e o0 VGFR2 em 55% dos casos (Figura 3).
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Figura 3 — Perfil de expresséo dos principais genes associados a angiogénese em 56 pacientes com CRCC.
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O gene VEGFa que apresentou maior superexpressao dentre os demais
genes estudados (84%) (Figura 5) também apresentou maior mediana de
expressdo quando comparado com os outros genes (7,25). O gene VHL
apresentou 86% de subexpressao (Figura 5) e 0,004 de mediana de expressao

(Tabela 3).

Tabela 3 - Médias e medianas da expressao dos genes estudados.

Gene Mediana Desvio Padrao

MTOR 0,22 4,05
VEGFR1 0,80 3,89
VEGFR2 0,71 4,21

VEGFa 7,25 348,69

HIF1a 0,71 2,56

PDGF 1,74 9,96

VHL 0,004 63,28

Inicialmente os pacientes foram divididos em trés grupos (baixo,
intermediario e alto risco) de acordo com a “Triade Patoldgica” proposta por
pesquisadores de nossa disciplina em 2007, e entdo correlacionamos a
expressdo dos genes com a triade patolégica, mas ndo encontramos nenhuma

associagao significativa (tabela 4).



Tabela 4 - Correlacdo da expresséo dos genes associados a angiogénese com

os grupos divididos de acordo com a Triade Patologica.

Genes Grupos

Baixo Intermediario Alto

n=18 n=29 n=9
MmTOR 0,63(1,32) 1,32 (5,43) 0,55(0,63) 0,82*
VEGFR2 3,17(6,12) 1,11(1,38) 1,51(2,26) 0,89**
VEGFR1 1,96(2,10) 1,84(4,85) 4,48(6,10) 0,37*
VEGF A 143,97(576,03) 7,10(4,47) 4,20(4,58) 0,08**
HIF1 A 1,56(2,27) 1,05(1,29) 3,12(5,58) 0,43**
PDGF 5,91(11,18) 4,27(9,39) 7,05(9,53) 0,76*
VHL 0,29(1,04) 18,28(87,65) 5,18(6,73) 0,67*
mTOR 0,63 (1,32) 1,32 (5,43) 0,55(0,63) 0,82*

Teste *Anova Teste**Kruskall-Wallis

Comparamos também a expressao dos principais genes ligados a
angiogénese no CRCC com os trés fatores da triade patoldgica separadamente:
tamanho tumoral (Tabela 5), invasdo microvascular (Tabela 6) e grau de
Fuhrman (Tabela 7) e mais uma vez ndo encontramos diferengas estatisticas

significativas.

Tabelab - Expressao génica comparada ao tamanho tumoral

Genes Tamanho tumoral
27cm n=30 <7 n= 26 p

mTOR 0,52 (1,11) 1,54 (5,84) 0,97**
VEGFR1 2,41 (5,14) 1,31(1,72) 0,87*
VEGFR2 1,74 (2,06) 2,69 (5,81) 0,59**
VEGFA 100,03 (474,81) 6,32 (4,45) 0,12*
HIFla 1,27 (1,97) 1,74 (3,10) 0,50*
PDGF 6,62 (12,76) 3,56 (5,17) 0,97*
VHL 0,39 (1,20) 18,84 (85,70) 0,12**

*Teste T *Teste deMann-Whitney



Tabela 6 - Correlacao da expresséo dos genes associada a auséncia ou a

presenca de invasédo microvascular.

Genes Invasao microvascular

IMV ausente IMV presente p
n=44 n=12
mTOR 0,45 (0,95) 3,39 (9,18) 0,25*

VEGFR1 2,08 (4,27) 1,10(1,71) 0,46*

VEGFR2  2,03(4,11)  2,75(4,76) 0,61*

VEGFA 71,04(392,47) 3,61(3,57) 0,57+
HIFla  1,10(1,63)  2,91(4,36) 0,08*
PDGF  5,24(10,57)  4,89(7,41) 0,91*

VHL 12,54(72,60)  3,66(5,73) 0,68
*Teste T **Teste de Mann-Whitney

Tabela 7 - Nivel de expresséo génica em relacdo ao grau de Fuhrman.

Genes Grau de Fuhrman
Grau |l e ll Grau lll e IV
n= 32 n= 24

mTOR 1,43 (5,32) 0,40 (0,52) 0,81**
VEGFR1 2,43 (4,97) 1,19 (1,68) 0,56**
VEGFR2 1,57 (1,79) 3,00 (6,10)  0,45*
VEGFA 93,59 (458,79) 6,57 (4,81) 0,23*

HIF1a 1,54 (2,11) 1,45 (3,06) 0,89*

PDGF 4,39 (9,21) 6,17 (10,97) 0,51*

VHL 0,19 (0,84) 20,65 (89,28) 0,13*
*Teste T **Teste deMann-Whitney
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Correlacionamos os fatores extensdo do tumor (T) (Tabela 8) e metastase

a distancia (M) (Tabela 9) com a expressao dos genes associados a

angiogénese no CRCC e também n&o encontramos correlagéo estatistica.



Tabela 8 - Expressao dos genes em relacdo ao estadiamento do CRCC.

Genes Estadiamento
T1-2 T3-4
n= 26 n=30
mTOR 0,51 (1,16) 1,48 (5,62) 0,38*
VEGFR1 2,47 (5,31) 1,33 (1,72) 0,97*
VEGFR2 1,33 (1,74) 3,03 (5,63) 0,51*
VEGFA 106,72 (492,77) 6,83 (4,67) 0,36
HIF1a 1,47 (2,13) 1,53 (2,95) 0,80**
PDGF 7,07 (13,16) 3,34 (4,95) 0,16*

VHL 0,20 (0,86)

19,00 (85,67) 0,18*

*Teste T **Teste de Mann-Whitney

Tabela 9 - Correlacao do fator metastase a distancia com a expressao dos genes

da via angiogénica no CRCC.

Genes Metastase
Ausente Presente P
n=48 n=8
mTOR 0,46(0,93) 3,64(9,71) 0,82**
VEGFR1 1,96 (4,14) 1,41 (2,10) 0,71*
VEGFR2 1,81 (2,86) 4,03 (8,24) 0,49**
VEGFA 65,65(379,05) 7,98(4,54) 0,67*
HIFla 1,54(2,76) 1,27(1,20)  0,77*
PDGF 5,59 (10,78) 3,05(3,04) 0,49*

VHL 1,18 (3,44)

54,33(151,70) 0,79*

*Teste T *Teste de Mann-Whitney
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4.2 Perfil da expressao dos miRNAs envolvidos no processo angiogénico

A analise indicou uma superexpressao em 80,0 %, 94,0%, 95%, 100% e
97% dos casos para o miRNA99a, 99b, 200b, 106a e 106b respectivamente. O
MiRNA126 e 100 se mostraram subexpressos em 81,0% e 67,0% dos casos
respectivamente. Os miRNAs 199a, 29a e 29b apresentaram uma expressao
muito heterogénea (Figura 4). As médias e medianas da expressao dos miRNAs

estdo expostas na tabela 10.
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Figura 4 — Perfil de expressdo dos miRNAs associados aos principais genes da via angiogénica em 56 pacientes com CRCC.
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Tabela 10 - Médias e medianas da expressédo dos miRNAs incluidos nos nossos
estudos.

MIRNA  Mmédia  Mediana Desvio Padréo

199a 356,36 1,11 2192,45
100 3389,38 0,004 473,26
99a  13270,48 3,63 64326,94
126 2,96 0,33 1,31
99b 23,17 4,55 65,29
29a  10971,57 5,51 1875,60
200b 109,19 13,06 386,76
29b 3,39 1,15 4,86
106a 109,37 59,83 148,56
106b 735,67 98,77 2390,31

Para o estudo do perfil de expressdo dos miRNAs associados aos
principais genes da via angiogénica também dividimos os pacientes incluidos no
estudo de acordo com a triade patoldgica. Encontramos correlagéo significativa
apenas para o miR200b, que apresentou maior expressao nos pacientes de alto

risco segundo a triade patolégica (p=0,01) (tabela 11).
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Tabela 11 - Perfil da expressao dos miRNAs relacionado a divisdo dos pacientes

em baixo, intermediario e alto risco

MicroRNAs Grupos
Baixo Intermediario Alto P
(n=18) (n=29) (n=9)
100 0,51 (1,34) 878,42 (4618,50) 0,77 (1,75) 0,65*
99a 17,89 (34,38) 24553,80 44,44 (75,01) 0,41*
(86666,25)
99bh 22,01 (37,56) 13,07 (31,14) 65,13 (159,75) 0,17*
20a 707,88 2953,53 7,05 (9,72) 0,75*
(2027,19) (14705,28)
29b 3,94 (7,35) 2,72 (2,89) 5,30 (2,91) 0,59*
126 2,10 (4,16) 0,96 (2,96) 0,37 (0,32) 0,29*
106a 65,14 (65,16) 110,15 (141,57) 202,94 (270,20) 0,23*
106b 159,44 1046,55 (3045,16) 511,16 (870,48) 0,47*
(171,94)
199a 60,12 (104,18) 614,51 (2990,22) 48,64 (85,19) 0,65*
200b 43,39 (89,17) 58,51 (98,63) 563,01 0,01*
(1128,21)

*Teste Anova

Correlacionamos a expressdo dos miRNAs com os trés fatores da triade

isoladamente. Os dados estdo expostos nas tabelas 12,13 e 14.A expressao do

miR126 foi o Unico a apresentar correlagdo significativa, mas apenas com o grau

de Fuhrman. Neste caso ele apresentou superexpressao nos pacientes com

grau mais baixo (p=0,03).



Tabela 12 - Expressao dos miRNAs relacionada ao tamanho tumoral.

MiRNAs Tamanho Tumoral
Tumor=7 cm ldade <7 cm P
(n=30) (n=26)

199a 61,13 (91,26) 651,59 (3099,88)  0,41**
100 945,63 (4792,83) 0,90 (2,77) 0,35**
99a 11053,71 (56262,30) 15671,96 (73235,01) 0,80*
126 1,57 (3,60) 1,02 (2,11) 0,49*
99b 22,79 (42,34) 23,59 (84,36) 0,96*
29a 3660,96 (15295,52) 12,62 (28,97) 0,57**
200b 57,91 (97,01) 162,81 (545,59)  0,36*
29b 3,48 (6,21) 3,29 (2,90) 0,12%
106a 79,23 (68,51) 139,51 (196,72) 0,76**
106b 125,34 (140,61) 1346,00 (3305,13) 0,26**

* Teste T **Teste de Mann-Whitney
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Tabela 13 - Expressao dos miRNAs de acordo com a presenca ou auséncia de

invasao microvascular

mMiRNAs Invasao Microvascular
Ausente Presente P
(n=44) (n=12)

199a 445,81 (2485,04) 43,28 (73,27) 0,58*
100 600,00 (3816,97) 0,88 (1,80) 0,60*
99a 16575,10 (71714,47) 51,97 (76,99) 0,47*
126 1,55 (3,28) 0,36 (0,38) 0,43**
99b 17,73 (35,12) 43,48 (127,41)  0,72*
29a 2318,55 (12190,30) 5,37 (7,45) 0,57*
200b 55,97 (95,09) 355,35 (899,73) 0,53*
29b 3,19 (5,13) 4,30 (3,50) 0,54*
106a 93,38 (127,07) 173,31 (213,58) 0,17*
106b 572,09 (2254,46)  1389,97 (2951,72) 0,39*

*Teste T

**Teste Mann-Whitney

Tabela 14 - Expresséo dos miRNAs de acordo com grau de Fuhrman.

MiRNAs Grau de Fuhrman
Graus Il Graus llI-IV p

(n=32) (n=24)
199a 1402,50 (87,23) 697,10 (3154,27)  0,11*
100 0,49 (1,32) 983,86 (4887,62)  0,43**
99a 23,61 (45,13) 28821,14 (93531,68) 0,97**
126 1,92 (3,73) 0,55 (1,25) 0,03**
99b 17,40 (31,45) 29,41 (88,93) 0,51*
29a 442,87 (1607,25) 3649,46 (16360,37) 0,28**
200b 56,44 (99,57) 169,48 (557,25)  0,33*
29b 3,63 (6,04) 3,11 (3,06) 0,71*
106a 103,91 (158,18) 113,84 (143,83)  0,83*
106b 39,95 (3467,84) 190,08 (427,42) 0,43**

* Teste T **Mann-Whitn
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N&o encontramos correlagdes significativas quando correlacionamos a
expressao dos miRNAs com o estadio patolégico ou presenca de metastases

(tabelas 15,16).

Tabela 15 - Expressdo dos miRNAs em relacdo ao estadiamento patoldgico

MiRNAsS Estadiamento

T1-T2 T3-T4 p

(n=26) (n=30)
199a 50,88 (82,18) 619,70 (2989,61) 0,34*
100 1024,60 (4988,40) 0,69 (2,59) 0,23**
99a 11976,10 (58559,04) 14465,27 (70373,79) 0,89*
126 1,19 (2,75) 1,41 (3,19) 0,78*
99b 23,35 (43,82) 23,01 (81,17) 0,98*
29a 3926,22 (15977,99) 71,06 (297,40) 0,40**
200b 48,99 (94,76) 161,87 (521,68) 0,33*
29b 3,86 (6,32) 2,96 (3,03) 0,51*
106a 67,86 (60,49) 143,33 (187,99) 0,23**
106b 580,39 (1976,87) 862,71 (2722,08) 0,71*

* Teste T **Teste de Mann-Whitney
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Tabela 16 - Correlagdo do fator metastase a distancia com a expressao dos
mMiRNAs reguladores dos genes associados a via angiogénica no CRCC.

MiRNAs Metéstase
Ausente Presente p
(n=48) (n=8)

199a 399,57 (2373,97) 107,88 (286,69) 0,73*
100 546,59 (3643,45) 1,89 (4,94) 0,69*
99a 15422,82 (69236,81) 48,92 (81,75) 0,56*
126 1,17 (2,54) 2,20 (5,18)  0,39*
99b 25,78 (69,88) 6,41 (6,35)  0,47*
29a 2147,31 (11740,47) 18,95 (28,74) 0,66*
200b 119,99 (0,47) 50,56 (114,07) 0,66*
29b 3,61 (418,33) 2,24 (3,24) 0,46*
106a 117,25 (5,12) 54,21 (43,87) 0,38*
106b 819,42 (156,78) 149,38 (113,15) 0,56*

*Teste T

4.3 Perfil da expressédo do miRNAs comparado aos seus respectivos genes
alvo no CRCC.

A primeira correlagéo entre a expressao do miRNA versus seu gene alvo
foi do miRNA 99a com o gene mTOR. Este ultimo foi subexpresso em 86% dos

casos, enquanto o miR99a foi superexpresso em 71,41% (Figura 5).
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mMiR99a x mTOR
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Figura 5 -Comparacéo da expressdo do miRNA 99a e seu gene alvo mTOR.

As analises de comparacédo entre o miRNA 199a e seu gene alvo, o HIF1-
a, demonstraram que este Ultimo apresentou uma expressado anarquica, Vvisto
que o HIF1-a teve uma porcentagem de subexpressao de 54%. O miRNA 199a

apresentou uma expressao de 50% dentre os casos estudados (Figura 6).

miR199a x HIF1a
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Figura 6 - Expressdo do miRNA 199a e seu gene alvo HIF1-q.
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O gene VEGFa apresentou 77% de superexpressao, enquanto o miRNA

126 se mostrou subexpresso em 78% dos casos (Figura 7).

miR126 x VEGFa
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Figura 7 - Expressdo do gene VEGFa comparada a expressdo do miRNA 126.

O miRNA 200b se mostrou superexpresso em 78,57% enquanto seu gene
alvo, o VEGFR2, apresentou uma subexpressao de 52% nos casos estudados

(Figura 8).
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miR200b x VEGFR2

sy ij,thll |

Figura 8 - Expressdo do miRNA 200b comparada ao seu gene alvo VEGFR2.

O gene PDGF é regulado pelos miRNAs 29a e 29b. Entretanto em nossos
casos nao observamos uma possivel regulacéo, pois 0 gene em questao estava
superexpresso em 63% dos casos, e ambos 0os miIRNAs estavam subexpressos

em 53,57% dos casos (Figura 9).
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miR29a, miR29b x PDGF-B
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Figura 9 - Expressdo dos miRNAs 29a e 29b em relagdo ao seu gene alvo
PDGF.

Finalmente, o VHL foi encontrado subexpresso em 86% dos casos, 0S
MiRNASs que séo associados a ele sdo o 106a e 106b, e em noss0s casos estes
mostraram uma superexpressao de 100,0% e 97,0% respectivamente (Figura

10), demonstrando uma possivel regulagao.
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miR106a, miR106b x VHL
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Figura 10 - Expressdo dos miRNAs 106a e 106b em relacéo ao gene VHL.



49

5. DISCUSSAO
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Avaliamos a expressao dos miRNAs 99a, 99b, 100, 126, 29a, 29b, 200Db,
106a e 106b devido ao seu possivel envolvimento ao processo de angiogénese
do CRCC pois sao tidos como regulatorios de genes sabidamente associados
ao processo de angiogénese. O miRNA 126 é descrito na literatura como um
regulador do gene VEGF-a. Aqui em nosso trabalho conforme o esperado
encontramos uma subexpressédo do miR126 e uma superexpressao do VEGFa.
Além disso, também mostramos associacdo entre a maior expressdo do miR126
em pacientes que possuiam menor grau de Fuhrman.

Khella et. al. realizaram um estudo para comparar a expressao de varios
mMiRNAs diferentes em tecidos de tumores renais primarios e metastaticos. Neste
estudo eles também estudaram a relacédo entre a expressao do miRNA 126 e o
gene VEGF especificamente, e perceberam que existe uma significante relacao
das expressdes destes fatores, e assim como encontramos em nosso trabalho,
foi observada uma relacao inversamente proporcional entre 0 miRNA 126 e seu
alvo >4, Em um estudo mais recente Khella et. al. descreveu o miRNA 126 como
um possivel marcador prognéstico, pois, sua baixa expressao esta diretamente
associada a tumores mais agressivos, menor tempo de sobrevida especifica do
tumor e evolugdes tumorais mais rapidas 4’.

Em nossos casos 0 miR126 estava mais expresso nas amostras de CRCC
que apresentaram menor grau de Fuhrman. Neste mesmo sentido, a
subexpressao deste miRNA também foi associada ao grupo de pacientes de alto
risco no cancer de pancreas > além de ser descrito como elemento inibitério da
proliferacéo celular e induzir apoptose no carcinoma hepatocelular, atraves da

repressdo que exerce sobre o gene Sox2 6. Considerando estes fatores
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achamos coerente a associacao que encontramos do miRNA126 com o melhor
fator prognostico do CRCC visto que ele inibe um oncogene que € o VEGFa.
Como esperado encontramos uma superexpressao do gene VEGFa em
nossos casos de CRCC. Este gene esta fortemente associado ao processo da
angiogénese no CRCC, e em outros tipos de cancer como, por exemplo, o
cancer de pulméo, de ovério %7, e carcinoma hepatocelular %8, Djordjevick et. al.
encontraram uma relacdo da superexpresséo do gene VEGFa com alto grau de
Fuhrman analisando 93 amostras de tecido utillizando a técnica de

imunohistoquimica °.

Burgesser et al. realizaram um estudo em 83 pacientes analisando a
expressdo do VEGFa e de outras 3 proteinas (HIFla, CD34 e Ki67),
correlacionando a expressao destes com 0s principais fatores prognosticos do
CRCC. Neste estudo foi utilizada a técnica de imunohistoquimica para analise
da expressao da proteina produzida pelos genes em observacao. Foi observada
uma correlagéo entre a superexpressédo do VEGFa com o tempo de sobrevida
dos pacientes; individuos com porcentagem de expressdo do gene VEGFa
maiores que 30% apresentaram um menor tempo de sobrevida apdés o
tratamento cirargico. Também foi observada uma relacdo linear direta da
superexpressao do VEGFa com o gene Ki67 que é responsavel pela proliferacéo
celular, sendo assim um estimulo para o fend6meno da angiogénese . Em nosso
trabalho como esperado encontramos uma superexpressao do gene VEGFa
entretanto ndo correlacionamos este gene com nenhum fator progndstico,
entretanto devemos ressaltar que os trabalhos da literatura avaliaram a proteina

VEGFa e ndo o mRNA que foi a molécula avaliada por nos.



52

Ambos os receptores do VEGF apresentaram um perfil de expresséo
heterogéneo. Estudos indicam que o VEGFR1 e VEGFR2 em conjunto com o
VEGFa agem como marcadores prognosticos importantes no CRCC, muito
associados ao estagio tumoral e tempo de sobrevida. Porém estes fatores nao
agem sozinhos, pois fazem parte da via angiogénica e dependem da expressao
um do outro para desempenharem seus papéis ¢1. Sendo assim esperavamos
uma superexpressao destes receptores, entretanto ambos apresentaram uma
expressao heterogénea em nossos casos e nenhuma associacdo com os fatores
prognoésticos. Mais uma vez gostariamos de ressaltar que existem poucos
trabalhos na literatura que a avaliaram a expressao génica destes receptores, e
a grande maioria avalia a expressao proteica. Em nosso grupo estes mesmos
receptores ja foram avaliados no CRCC e eles encontraram uma
superexpressao destes dois receptores 2.

O miRNA 200b geralmente é encontrado subexpresso nas amostras de
tumor e até o presente momento, sua expressao nao foi correlacionada com
nenhum fator clinico-patologico do CRCC. No entanto, em nossas amostras este
MIiRNA se mostrou 95% superexpresso, e isso pode talvez explicar o fato dos
receptores do VEGFa estarem subexpressos, pois o0 miR 200b regula
diretamente estes genes %3. Além disso, a maior expressdo do miRNA 200b
mostrou correlacgéo significativa com tumores de alto risco. Liu et. al. Observaram
que o MiIRNA 200b é subexpresso nos tecidos de CRCC comparados com
tecidos renais normais, por outro lado ele aparece superexpresso em tecidos de
cancer de pulmao e cancer de ovario 5. O miRNA 200b n&o foi registrado como
marcador prognostico no CRCC até o presente momento, entretanto no cancer

de prostata nosso grupo ja demonstrou uma superexpressao deste miRNA, e
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uma associacao entre a maior expressdo com fatores de melhor progndstico
desta neoplasia (Escore de Gleason mais baixo e tumores nédo invasivos) ©°.

O PDGF-B também se mostrou superexpresso. A expressao de PDGF-B
nao apresentou associacdo com nenhum dos fatores progndsticos classicos.
Wang et. al. estudaram o papel do PDGF-B e seu receptor (PDGFR-3) na
progressdo do CRCC através de andlise de microarray em 174 pacientes e foi
observado uma reducéao significativa no risco de morte nos pacientes com maior
expressdo do PDGF-B dentre as amostras estudadas. Eles também realizaram
testes in vivo, apos a inducdo de tumor nos modelos experimentais. Foi
constatado que a alta expressédo de PDGF-B inibe o crescimento do tumor nos
ratos além de reduzir a proliferacéo celular nos mesmos 6. Além disso, Qi et. al.
conseguiram correlacionar a alta expressao do gene PDGF com um maior tempo
de sobrevida dos pacientes. Foram estudadas 100 amostras de tumores de
CRCC, onde 38 casos apresentaram baixa expressdo do PDGF-B enquanto 62
apresentaram o0 gene superexpresso. A expressdo de PDGF-B foi
significativamente correlacionada com o didmetro do tumor, estadiamento T,

graduacdo histopatoldgica e metastase do CRCC ¢,

No trabalho ja citado de Chow et. al. e no trabalho de Wotschofsky et. al.
0os miRNAs da familia 29 (29a, 29b e 29c) foram validados como associados ao
gene PDGF-B %8. NGs apenas consideramos a expressdo do miRNA 29a e 29b
em nossas amostras. O miRNA 29a se mostrou superexpresso em 57% dos
casos, enquanto o miRNA 29b se mostrou subexpresso em 52% dos mesmos.
Wotschofsky comparou a expressao dos miRNAs em tecidos de rim normal,

tumores primarios e metastases de CRCC e encontraram uma expressao mais



54

alta destes miRNAs nos tecidos normais em relacao aos tecidos tumorais. He et.
al. compararam a expressdo do miR29a em trés estagios diferentes do tumor e
também encontraram subexpressdo do miRNA nos tecidos tumorais ¢°. N&o
encontramos nenhuma significancia estatistica considerando a expressao
destes miRNAs com os fatores progndsticos do CRCC e também ndo podemos
afirmar que o gene PDGF-B esta sendo regulado por eles pois este foi
superexpresso na maioria dos nOSSOS casosS enquanto seus possiveis

reguladores, miR29a e miR29b, apresentaram uma expressao heterogénea.

O gene VHL apresentou uma subexpressao importante em nossos casos
(86%), este gene é um dos que desencadeiam eventos cruciais da via
angiogénica, pois esta diretamente ligado a expressdo do HIF1-a, o principal
gene da via em estudo. A subexpressado do VHL observada em nossa série pode
ser atribuida ao fato de seus dois miRNAs controladores estarem altamente
superexpressos. O miR106a apresentou superexpressao em 100% dos casos

estudados e 0 106b em 97%.

Esse fato pode colaborar para ocorréncia do fenbmeno da angiogénese
no CRCC, visto que o bloqueio da atividade do VHL impede que este se junte ao
seu complexo proteico, e com isso ndo se ligue ao HIF1-a, deixando este ultimo
livre no tecido tumoral desencadeando a producdo dos outros genes
responsaveis pela angiogénese, fato que também pode ser a explicacdo para

alta expressao do VEGF-A também encontrada em nossas amostras.

Shahzad et. al. avaliaram a expressao do gene VHL em 30 casos de
CRCC, através da téecnica de PCR. Foi observado por eles que em 20 casos

(95%) o gene VHL apresentava mutacbes favorecendo a progressao dos
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tumores. Além disso, também foi observado que o VHL é mutado no carcinoma
renal das células croméfobas e no carcinoma renal papilifero °. Em um estudo
com linhagem celular proveniente do CRCC Zhang et. al observaram a
progressao do crescimento celular quando o gene VHL estava inativo. Como
resultado, perceberam que devido a baixa expressdo do VHL; o HIF1l-a se
manifesta fortemente. Esse fator ndo altera o crescimento das células in vitro,
porém quando esta cultura € utilizada em modelos experimentais os altos niveis
do gene HIF1-a contribuem para um crescimento acelerado dos tumores. Além
disso, foi observado também que a alta expressao do HIF1-a induz a producéo
do gene VEGF, fato que aumenta significantemente o crescimento tumoral nos

modelos experimentais ..

Sobre os miRNAs reguladores do VHL, Chow et.al. demonstraram em seu
estudo que o miRNA 106a é um agente estimulante da hipdxia, ja que inibe a
expressdo do gene VHL, fato também observado em nosso estudo 2. O miRNA
106b foi relatado como um importante marcador progndéstico por Slaby et.al, eles
realizaram um estudo com 38 amostras de pacientes com CRCC poés
nefrectomia. Para analise da expressao dos genes foi utilizada a técnica de qRT-
PCR, e foram encontrados altos niveis de expressao para os miRNAs 106a e
106b (106a apresentou um nivel de expressao de 20.557 nos tecidos de CRCC
e 4.934 nos tecidos controle, enquanto o miRNA 106b 14.102 nos casos e 2.937
nos tecidos controle). Além disso, eles encontraram significancia estatistica na
relacdo entre a expressao do miRNA 106b e a recorréncia dos tumores apos a

nefrectomia (p=0,03) 2.
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O miRNA 106a também é relacionado com um pior prognoéstico no cancer
gastrico, sua superexpressao foi relacionada positivamente com estagios mais
avancados desta neoplasia além de contribuir para o crescimento dos tumores
4. Por outro lado, o miRNA 106b é um marcador de bom prognéstico no cancer
epitelial ovariano. Ele induz apoptose, diminui proliferacdo celular nos tecidos
tumorais e sua expressao é mais elevada nos tecidos ovarianos normais e em
tumores benignos ’°. N&o encontramos significancia estatistica quando
comparamos a expressao destes dois miIRNAs com os fatores clinico-
patolégicos, porém sua forte influéncia na expressao do VHL nos sugere que
estes mIRNAs sdo importantes na ocorréncia do processo angiogénico no

CRCC.

O gene HIF1l-a apresentou uma expressdo heterogénea em nossas
amostras. Entretanto esperdvamos encontrar um padrao de superexpressao
mais significativo j& que HIF1-a € um potente agente pr6 angiogénico. Villaamil
et. al. compararam a expresséo do gene HIF1-a em trés variantes de carcinoma
das células renais diferentes. Eles registraram que os niveis de HIF1l-a sao
significantemente mais altos no CRCC do que nas outras variantes, o HIF1-a
apareceu superexpresso em 66 amostras de CRCC, 20 de carcinoma celular
renal papilifero e em apenas 6 amostras de carcinoma renal das ceélulas

cromofobas 8.

Além disso, Berghoff et. al. observaram os niveis de HIF1-a em amostras
de metastase cerebral de CRCC, cancer de mama, cancer de pulmao, cancer
colorretal e melanoma através de imunohistoquimica. Eles também encontraram

niveis mais altos de HIF1-a nas metastases cerebrais provenientes dos



57

pacientes de CRCC. Eles ainda registraram que as metastases cerebrais de
CRCC apresentavam maiores efeitos da angiogénese em seus tecidos quando

comparadas aos outros tumores .

Chow et. al. descreveu o miRNA 199a como associado ao gene HIF1-a
no CRCC. Em nosso estudo, o gene HIF1-a apresentou um padréo heterogéneo
de expresséao, e o miRNA 199a demonstrou este mesmo padréo de expresséo,
fato que nos impede de afirmar a existéncia de uma correlacdo entre o gene
HIF1-a e o miRNA 199a nos casos que estudamos. Si et. al. obtiveram resultados
interessantes ao associar a expressdao do miRNA 199a com os fatores clinico-
patoldgicos do CRCC. Os resultados positivos de expressdo do miR-199a foram
detectados tanto nos tecidos de CRCC quanto em tecidos normais adjacentes,
porém os tecidos tumorais apresentaram niveis de expressao significativamente
menores uma média de 13,7 vezes (p = 0,003). A expressao de miR-199a foi
negativamente correlacionado com recorréncia tumoral (P <0,05), mas néao
apresentaram correlacdes significativas com a idade dos pacientes, tipo
histoldgico do tumor, metédstase de nddulo linfatico, metastase a distancia, ou
grau de Fuhrman. Os pacientes com expresséao reduzida de miR-199a no tecido
tumoral tinham um tempo de sobrevida significativamente mais curto do que

aqueles com uma expresséo maior do miRNA (P =0,017 pelo teste de Log-rank)
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Além desta associacdo no CRCC, o miRNA 199a também foi encontrado
regulando a via do gene HIF1-a no cancer ovariano , inibindo a proliferacéo

celular no carcinoma hepatocelular 8 além de estar associado a um outro gene
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responsavel pela progressao tumoral no CRCC, o Fator de Crescimento dos

Hepatdécitos (HFG) 8.

O gene mTOR foi 0 gene que apresentou a mais alta taxa de
subexpressao entre os genes estudados, ele esteve subexpresso em 88% dos
casos. O mTOR é responsavel pela ativacdo de varios outros genes ligados a
via principal da angiogénese, e estes tém como funcdo principal atuar na
proliferacdo das células e aumento do tecido tumoral. Niveis mais baixos de
expressdo de mTOR ja foram relacionados a um melhor progndstico dos
pacientes. Neste estudo Haddad et. al. demonstraram uma relagdo do mTOR e
mais 4 elementos de sua via como marcadores prognosticos em espécimes
cirtrgicos de 566 pacientes portadores do CRCC. Ficou provado que uma maior
expressdo do gene mTOR esté diretamente ligada a possiveis recorréncias dos
tumores, além da expressao deste gene estar relacionada com fatores clinico-
patolodgicos, como por exemplo, tumores de mais alto grau e com necrose
presente. Aqui em nosso trabalho ndo correlacionamos a expressao do gene

MTOR com nenhum dos fatores clinico-patoldgicos avaliados.

Os miRNAs 99a, 99b e 100 pertencem a uma mesma familia e ja foram
descritos como miRNAs regulatorios do gene mTOR. Em nossos casos 0 miRNA
100 apareceu subexpresso em sua maioria bem como o gene mTOR 0 que nos
impede de afirmar que houve relagéo entre estes dois elementos. Por outro lado
em nosso grupo, Morais et. al. demonstrou que o miRNA 100 induz um efeito
inibitério no gene MTOR em linhagens celulares de cancer de bexiga. Houve
uma reducdo de 53% na expressao do gene apos a exposicdo das células ao

miRNA 100 8. Em contrapartida, os outros miRNAs da familia do miRNA 100
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(99a e 99b) apresentaram 80% e 94% de superexpressao, respectivamente, nos
fazendo postular que em nossos casos o0 miR99a e 99b possam estar inibindo a
expressdo de mTOR. Cuiet. al. estudaram os efeitos do miRNA 99a sobre o
gene mTOR através da transfeccdo do miRNA em linhagens celulares de CRCC
e xenoenxerto em modelos experimentais. O resultado descoberto foi que o
MiRNA 99a atua inibindo a expressdo do gene mTOR tanto nas linhagens
celulares como nos modelos experimentais. Ficou comprovado que a alta
expressdo do miRNA 99a interferia na fase G-1 do ciclo celular das células
cancerosas retardando a proliferacdo celular e proporcionando um melhor

prognostico aos pacientes e, além disso, diminuia a progressao tumoral in vivo
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Tanto a fungdo quanto a expressédo do miRNA 100 nos tecidos tumorais
sdo controversas, parecem ser tecidos e contexto dependente. Wang et. al.
estudaram a expressao e a correlacdo do miRNA 100 com os principais fatores
prognosticos e evolucdo do CRCC. Eles encontraram superexpressdo de
miR100 nas amostras de tumores em relagdo ao grupo controle. Além disso, a
expressao do miRNA 100 foi significativamente associada a tumores de alto grau
e a presenca de metastase. Os pacientes que apresentaram alta expressao do
mMiRNA 100 também tiveram menor tempo de sobrevida cancer especifica. Este
trabalho concluiu que o miRNA 100 é um importante marcador prognostico pois
esta relacionado com um desfecho clinico desfavoravel para os pacientes 8.
Neste mesmo sentido em cancer de prostata nosso grupo ja demonstrou que a
maior expressdo de miR100 € associada com recidiva bioquimica e com menor

tempo de sobrevida livre de recidiva desta neoplasia 8. Em cancer de bexiga
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nosso grupo demonstrou que este MiRNA apresenta 100% de subexpressao nos
tumores de baixo grau, enquanto que em tumores de alto grau este padréo
reverte e 0 miR100 foi encontrado superexpresso na maioria dos casos,
demonstrando ndo sé seu papel tecido especifico, mas também contexto
dependente pois em um mesmo tumor ele possuiu dois padrdes diferentes de

expressao 2.

Com relacéo aos outros miRNAs da familia do miR100, Gowrishankar et.
al. observaram expressao de miRNAs em 95 amostras de CRCC. Foi utilizada a
técnica de microarray para a andlise das amostras, e 0 miRNA 99b apareceu
subexpresso nas amostras de mais alto grau e amostras de pacientes que
apresentaram progressao do tumor. O miRNA 99b também regula o gene mTOR
no cancer pancreatico, segundo Weiet. al. Eles perceberam que quando o gene
MTOR era silenciado através de terapia com droga alvo, o nivel de expressao
do miRNA 99b subia drasticamente, levando a crer que o0 miRNA 99b é também
um elemento ligado ao melhor progndstico no cancer pancreatico. Embora néo
tenhamos registrado significancia estatistica em relacéo a expressao do miRNA
99b em nosso estudo e os fatores progndésticos, podemos especular que este

exergca uma regulacao ativa no gene mTOR, juntamente com o0 miRNA 99a.

Dentre as limitagbes de nosso estudo podemos citar 0 NOSSO grupo
controle, representado por tecido renal de apenas 5 pacientes com estenose de
JUP. Um dos grandes problemas em biologia molecular é a captagdo do grupo
controle, pois realizar biopsia em pacientes saudaveis é eticamente incorreto.
Também podemos citar a falta de estudos funcionais para comprovagdo das

interagcBes entre MIRNAS e os genes alvo, entretanto ndo possuimos em nosso
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laboratorio culturas celulares de carcinoma renal e para finalizar a falta da analise
das proteinas também é uma limitacdo de nosso trabalho, porém mesmo néo
sendo um objetivo desta dissertacdo informamos que a analise proteica sera

realizada e os resultados serao incorporados a estes achados em um artigo final.
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6. CONCLUSOES
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No geral, demonstramos uma superexpressdo dos miRNAs analisados
com excecdo do miR100 e 126 que foram subexpressos, de acordo com a
expressdo genica observamos uma subexpressdo da maioria dos genes
analisados com excecdo do VEGFa e PDGF. Quando avaliamos a expressao
dos miRNAs com os genes alvo encontramos uma possivel regulacéo por parte
dos miRNAs 106a e 106b sobre o gene VHL, e do miR99a sobre o mTOR. Além
disso, a superexpressao do VEGFa pode ser explicada pela subexpressao do

mMiRNA126 visto que este ultimo regula o gene.

Considerando os fatores progndsticos correlacionamos a expressdo dos
miRNAs 200b e 126 com dois fatores prognésticos importantes. A
superexpressao do miRNA200b foi relacionado com pacientes de alto risco de
acordo com a triade patoldégica e a maior expressdo do miRNA 126 com
pacientes com baixo grau de Fuhrman, o que sugere que estes miRNAS possam

ser possiveis marcadores prognoésticos do CRCC.
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Titulo: Perfil de expressdo de genes e microRNAs relacionados a

angiogénese no carcinoma renal de células claras

Autores: Rita de Cassia Oliveira, Nayara |. Viana, Katia Leite, Vanessa
Guimaraes, Denis Reis Morais, Iran Silva, Caio Martins Moura, Alexandre Iscaife,
Ruan Pimenta, Adriano Nesrallah, Miguel Srougi, William Nahas, Sabrina Reis

Introducdo/Objetivos: A angiogénese é essencial para o crescimento do carcinoma
renal das células claras (CRCC). Neste estudo, avaliamos a expressdo de miRNAs,
pequenos RNAs reguladores da expresséo génica e possiveis genes alvo associados a
angiogénese em pacientes com CRCC.

Material e Métodos: Os miRNAs estudados foram: 99a, 106a, 106b, 126, 200b. Os
genes foram: VEGFa, PDGF-B, mTOR, VHL, HIF1-a. Utilizamos amostras teciduais de
56 pacientes submetidos a nefrectomia. O grupo controle foram 5 pacientes com JUP.
Para andlise da expressao génica, utilizamos a técnica de qRT-PCR. Os pacientes
foram divididos nos grupos baixo, intermediario e alto considerando a Triade Patolégica
(grau de Fuhrman, tamanho tumoral e invasao microvascular). Avaliamos também os
fatores clinico patolégicos isoladamente.

Resultados: A andlise da expressédo génica mostrou subexpressao da maioria dos
genes citados, exceto do VEGFa e PDGF. Comparamos a expressao dos genes com
seus possiveis miRNAs reguladores, e vimos que 0 mTOR apresentou-se subexpresso
engquanto miR99a apresentou-se superexpresso na maioria das amostras. Essa relacdo
também ocorre entre VEGFa e miR126 e entre os miRNAs 106a e 106b sobre o gene
VHL. Também vimos que a superexpressao do miR200b é associada aos pacientes de
alto risco considerando a triade patolégica (p= 0,01) e a maior expressado do miR126 se
da em pacientes com menor grau de Fuhrman (I-11) (p=0,03).

Conclusao: Demonstramos uma regulacdo dos miRNAs 106a e 106b sobre o gene
VHL, e do miRNA 99a sobre o0 gene mTOR; e a superexpressao do VEGFa pode ser
explicada pela subexpressdo do miRNA 126. O miRNA 200b foi relacionado com
pacientes de alto risco e 0 miRNA 126 com pacientes com baixo grau de Fuhrman,
sugerindo que estes miRNAs agirem como marcadores prognosticos do CRCC.
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Angiogenesis related microRNAS and gene expression prodile in renal cell carcinoma, clear c=il type
Rita de Cassia (Wveira, Nayam Viana, Katia Lefe, Vanessa Guimardes, José Pontes, 530 Paw, Banil Aenalo anowic, S0 Paulo, Brasi, Cao Mowa, Sac
Pawp, Braail, Denis Acs, 530 Paufo, Braal MNelson Dip, Wiliam Nahas, Migusl Sroug, Sabning Reis. Sao Paulo, Braal

INTRODUCTION AMD DBJECTIVES: There are more than 200,000 cases of renal cell carcinoma (RCC) each year in the word, accounting for
approximately 2% of all cancers. RCC clear cell type [e¢RCC) is the mast common subtype of RCC and accourts for 75 to B0 of the cases with highest [AIes of
iocal invasion, cevelopment of melasiasis and monality. New tanpet theragy is based on anfiangiogenic antibodies and moiecules, changing the course of the
disease, but the: resuits so far ane sisappointing. Our aim is o shidy MIRMNAS and their tanget genes related o angiogenesis in ceACT irying to bring some new
nowiedge o the molecular patimways related 1o the disease

METHODS: The expression levels of miRMNAs miR-88a, B8b, 100; 188a; 108a; 1080; 28a; mmq1m.m.mammr5pa:mugetm
mTOR. HIF1 4+ VHL, POGF, VEGF, VEGFR1 and VEGFA2 were evaluated using gRT-PCALIN snap-razen tumar tissue samples from 56 patients diagnased with
ecRCC and 5 sampies of benign renal tissue as contnol. The results were relaied 0 tumor size, FUhfman nuciear grade and microvascular imvasion, considering
the risk clilena proposed by Dall'Oglio et al. (2007).

RESULTS: We found an undeexpression of the mast genes except the VEGFA and POGF, whie the analysis of miAMAS showed underexpression only

the mif 1883, 100 and 125. We companed the expression of genes. with their possibie reguiatony miRNAs, and we found that mTOR was undemexpressed while
MiRBEa was oversxpressed in mast samples. This “.Em]nmmmVﬂfﬁmmzﬁﬂmmm1ﬁ 1k, and fheir famget gene
VHL Considering ihe risk groups the guerexpression of was associaled with high-isk patients (p mpmmmmﬁnﬂmﬂm

assocated with lower Fuhrman grade [HI) (p = DU03).

CONCLUSIONS: Our results show that in ecACC there is an unbalance in the expression of genes and miRMNAS related o angiogenesis and oell
prolieration and sundval Furlhermnome with our findings we can speculaie the mie of miR2000 and MIA126 in the prognostic of ccACT. We believe that the
redationship between MIRMAS and their respective genes shoukl be mone proscundly seanched as Markers and passible therapeutic agents in this necplasia.

Source of Funding: CHPQ 44058620141
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Caso

Sexo

Idade

T.T.
(cm)

IMV

GF

TNM

MD

Necr.

199a

100

99a

126

99b

29a

200b

29b

106a

106b

mtor

VEGFR1

VEGFR2

VEGFa

HIF1 a

PDGFD

VHL

R44

56

5%

sem
inf.

8,424

0,002

3,624

13,958

17,485

74,302

17,456

0,987

26,527

323,092

0,213

0,468

2,932

12,793

1,173

2,149

0,026

R45

72

12

pT3a,

PNX,p
M1

0,004

0,001

191,899

0,123

0,386

0,608

29,510

0,138

1,703

2,104

4,013

1,631

0,001

R82

50

11

pT2,
pNO,
pMx

0,016

0,000

3,176

1,414

0,137

0,929

69,150

4,310

0,062

4,077

1,088

0,652

1,718

0,838

0,015

R86

71

15

pT3b
pNO,p
Mx

0,328

0,001

5,199

0,393

11,837

0,038

0,027

1,443

0,010

0,637

1,632

1,548

11,467

R88

34

10

pT3,
PN2,p
M1

817,134

13,115

2,119

0,000

1,052

21,847

15,985

0,015

45,080

128,962

0,106

0,149

0,245

10,369

1,107

4,431

0,006

R89

56

55

pT1b,
pNX,p

0,033

0,000

0,488

0,004

7,879

0,000

3,438

48,081

250,871

0,262

0,563

0,857

6,535

1,130

50,624

0,012

R111

46

pT2a,

pPNX,p
Mx

21,089

4,331

59,557

0,023

17,485

6,776

3,179

0,066

220,464

8491,478

1,161

1,247

0,672

4,330

5,555

7,396

0,012

R117

67

pT3,

PNX,p
Mx

0,010

0,000

1,238

0,012

31,979

0,001

86,983

0,001

227,607

17,788

1,148

2,361

6,237

14,214

0,035

3,810

R132

73

14

pT3a,

pPNX,p
Mx

0,029

0,191

56,111

2,444

140,686

186,195

1,036

679,533

1941,290

0,352

1,063

0,508

7,486

0,145

0,720

0,000

R149

76

pT3,

PNX,p
Mx

0,657

0,009

2,085

0,169

0,913

1492,312

70,898

0,001

86,426

7,305

0,156

1,094

2,231

8,576

0,457

3,016

0,003

R150

63

79

pT3,
pN1,p
Mx

0,080

0,000

2,419

0,326

12,837

3,911

4,583

0,409

0,788

2,067

14,433

2,230

5,528

429,764

R152

73

16

pT3a

PNX,p
Mx

0,013

0,000

0,305

0,079

4,096

0,001

4,120

0,229

118,390

6,547

0,242

0,956

0,475

6,387

0,842

2,599

0,002

R154

66

16

pT4,
PNX,p

0,305

0,506

16374,917

0,139

0,216

7,892

1,832

0,274

11,619

93,300

1,003

3,756

0,634

0,059
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Caso

Sexo

Idade

T.T.
(cm)

IMV

GF

TNM

MD

Necr.

199a

100

99a

126

99b

29a

200b

29b

106a

106b

mtor

VEGFR1

VEGFR2

VEGFa

HIF1 a

PDGFD

VHL

R189

71

2,2

pT1la,
pNO,p

0,004

0,152

37,225

0,024

3,083

86,662

2,913

13,274

10,603

30,207

0,246

1,011

2,326

13,457

0,486

1,341

0,000

R190

67

pTla,
PNX,p

55,540

131,891

32,180

0,000

1,102

5,511

0,712

32,254

34,008

0,001

0,144

0,489

10,044

0,173

0,808

R199

63

pT3a,

PNX,p
Mx

20,727

24444,123

286902,298

0,067

0,728

75037,978

91,181

0,670

106,035

145,593

0,161

0,954

0,299

11,090

0,179

0,455

0,000

R192

71

12,3

pT3a
PNX,p

1,180

0,001

1,225

0,107

3,100

5,515

3,760

0,470

103,781

39,473

0,056

0,033

0,301

5,713

0,184

0,973

0,003

R193

72

3,5

pT1a,

pNX,p
Mx

0,081

0,055

2,513

0,201

1,646

0,011

1,240

0,268

0,011

0,007

0,153

1,748

0,005

R195

83

2,5

pTla,

PNX,p
Mx

0,081

0,055

0,201

1,646

0,011

1,240

26,937

9,927

188,550

0,063

1,174

2,842

10,449

0,310

1,777

0,001

R203

68

pTlb
PNX,p

0,056

0,001

0,178

3,854

33,529

5,414

0,011

0,234

0,499

0,144

2521,821

0,549

0,373

R205

67

17

pT3a
pN1,p
Mx

0,922

2,946

0,138

2,186

0,139

2,207

0,795

4,331

0,000

R206

59

6,5

pT1b,
pNX,p

96,364

1,612

150,456

163,619

30,967

7,303

207,706

143,092

0,043

0,814

0,672

2,775

0,184

0,804

0,001

R208

66

pT2a,

pPNX,p
Mx

276,173

0,148

3,643

13,958

16,361

0,843

4,236

0,032

41,424

5,270

0,145

1,032

1,778

4,357

1,046

0,299

0,001

R213

52

10

pT3a
pNO,p
Mx

14,265

4,870

34,636

3,345

133,085

4,215

0,061

70,983

61,172

6,009

17,599

0,546

73,478

1,633

14,947

0,005

R215

69

1.8

pTia,

pNX,p
Mx

0,001

0,458

24,816

0,094

2,377

22,790

13,065

1,893

29,969

27,527

0,459

0,645

2,538

5,185

0,704

10,665

7,177

R220

62

11,5

pT3a
pNO,p
Mx

0,002

0,000

1,255

0,957

45,829

0,039

5,527

25,500

320,415

0,212

0,439

0,952

3,517

2,106

2,396

0,003
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Caso

Sexo

Idade

T.T.
(cm)

IMV

GF

TNM

MD

Necr.

199a

100

99a

126

99b

29a

200b

29b

106a

106b

mtor

VEGFR1

VEGFR2

VEGFa

HIF1 a

PDGFD

VHL

R222

64

i1

pTla,
pNX,p

0,000

0,000

8,672

0,644

10,959

0,007

3,614

4,066

11,427

22,205

0,030

1,026

0,198

9,384

1,820

1,594

0,001

R226

69

pTlb
pNO,p
MO

1,664

0,005

6,737

0,059

1,436

0,320

62,805

4,616

8,068

215,369

0,049

2,545

1,856

14,941

6,201

1,826

0,042

R229

71

pT3a
PNX,p

0,001

0,000

0,147

0,859

1,070

13,254

34,599

0,549

60,564

28,125

0,574

0,752

2,762

14,503

0,194

10,330

0,002

R231

57

pT3a,
pN1,p
Mx

0,129

4,733

21,469

0,101

5,630

0,051

111,869

3,079

161,725

256,675

0,155

0,098

13,976

0,057

0,716

0,457

0,005

R232

66

10

pT3a
pNO,p

16140,8
41

0,009

359143,281

0,049

2,286

17,176

0,609

8,726

8,985

6,558

0,177

0,006

0,014

0,459

0,418

2,628

0,001

R233

74

10,5

pT3b,
pNoO,
pMx

349,568

0,609

4,467

0,522

102,836

3464,264

5,414

12,532

6,947

6,201

0,609

0,020

2,362

14,244

0,015

0,493

0,004

R235

64

5,5

pT1lb

pPNX,p
M1

0,000

3,118

7,761

0,225

39,869

26,052

76,568

0,333

109,092

118,834

0,235

0,049

1,207

13,960

0,022

0,006

0,006

R245

60

12,5

pT3b,

PNX,p
Mx

1,060

0,001

0,800

9,363

18,677

19,005

337,482

0,240

50,437

104,243

0,349

0,708

1,166

9,191

0,907

1,229

0,009

R246

61

10,5

pT4,

pPNX,p
Mx

6,947

0,007

8,068

6,212

6,089

0,203

10,858

0,018

11,372

50,696

0,130

0,140

0,450

12,894

0,225

0,253

0,088

R247

82

4,5

pTia,

PNX,p
Mx

1,923

0,002

1,505

0,966

9,897

0,001

39,360

5,367

221,998

350,386

0,303

2,033

6,288

5,933

3,118

1,280

0,001

R250

74

10

pT3a,
pNO,p
Mx

0,009

0,005

2,090

0,818

1,592

0,104

35,597

1,271

81,935

12781,770

0,003

0,009

1,352

6,357

0,429

0,009

4,733

R254

56

43

pT1b,

PNX,p
Mx

22,982

0,003

0,650

0,415

3,814

0,017

2,267

0,037

1,166

6,201

0,175

1,075

2,447

7,034

0,150

0,726

0,000
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Caso

Sexo

Idade

T.T.
(cm)

IMV

GF

TNM

MD

Necr.

199a

100

99a

126

99b

29a

200b

29b

106a

106b

mtor

VEGFR1

VEGFR2

VEGFa

HIF1 a

PDGFD

VHL

R255

46

pT3a,
pNO,p
Mx

0,290

0,001

0,828

0,002

1,421

1,544

0,628

6,201

2,104

6,248

0,596

5,944

3,810

0,170

€ ik

50,100

8,068

R183

59

pTlb

PNx,p
Mx

204,567

0,001

11,175

0,724

1,700

10,149

2,059

9,289

74,306

142,202

1,631

0,074

0,015

12,246

1,400

24,981

0,003

R196

82

4,5

pT1lb

PNX,p
Mx

0,862

0,002

2,967

0,564

19,919

14,665

21,402

5,887

6,248

110,799

0,121

0,539

0,008

10,269

0,008

1,336

1,664

R198

46

2,5

pT1a,

PNX,p
Mx

134,590

0,013

28,647

0,012

3,558

7592,363

2,447

0,071

6,947

0,288

0,014

0,174

0,041

3,702

1,052

5,933

4,692

R218

76

pT3a,

pN1,p
Mx

0,288

0,001

7,276

0,450

1,808

2,266

2579,126

6,288

70,151

68,870

0,140

8,068

2,447

0,325

15,734

12,256

16,626

R238

69

2,5

pT1a,

PNX,p
MO

87,600

0,009

0,917

0,018

7,706

0,046

335,383

0,004

59,113

58,437

0,031

0,175

0,109

11,324

0,463

13,039

0,170

R258

64

3,2

pT1la,

PNX,p
Mx

0,905

0,000

6,558

0,679

6,396

0,744

215,369

0,061

239,586

542,997

0,726

4,673

5,868

12,521

3,799

3,335

1,256

R261

54

pT1ia,
pNX,p

129,645

0,193

1,975

2,351

4,692

15,577

12,894

0,060

47,551

0,109

0,444

0,892

0,701

11,618

0,581

8,396

0,140

R262

46

5,8

pT1lb
pNO,p
MO

2,104

0,126

141,455

0,522

5,210

16,975

308,829

0,080

74,874

135,092

0,006

121,805

0,001

8,726

0,333

0,273

0,003

R266

72

10,7

pT3a
pNO,p
MO

163,079

0,007

2,293

0,754

3,671

0,929

1,386

8,985

53,386

62,805

0,188

0,587

0,141

0,439

0,314

0,249

0,006

R269

63

12

pT4,

pNXx,p
M1

26,694

0,004

2,601

0,338

4,647

13,826

2,777

15725

36,641

69,061

0,399

1,706

0,718

10,521

1,229

2,717

0,001

R273

44

23,5

pT3a

PNX,p
MO

2,176

6,201

14,665

0,628

1,664

1,400

1,386

2,845

6,201

153,256

2,104

6,527

25,846

6,248

1,305

9,651

4,861

R274

59

815

pT3a,
pNO,p
Mx

0,023

0,000

0,170

0,008

5,231

0,140

0,003

121,8

05

8,068

6,947

1,256

6,019

0,102

5,670

0,091

3,389

0,978

R275

68

45

pTib,

PNX,p
Mx

219,858

0,001

0,138

0,338

19,227

5,519

26,185

6,429

170,355

20,891

0,284

0,227

0,713

8,068

0,483

3,103

0,001
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Continuagao...

Caso | Sexo | Idade (LI]) IMV | GF | TNM | MD | Necr. | 199a 100 99a 126 | 99b 29a 200b | 29b | 106a 106b | mtor | VEGFR1 | VEGFR2 | VEGFa | HIF1a | PDGFD | VHL
pT3a,

R276 | M 75 | 45 | A | 2 |pNxp| A A |144350 | 0,032 0,364 1,157 | 1,454 0,158 20,846 | 2,511 | 47,518 | 33,055 | 0,379 | 0,375 0,142 0,363 | 2981 | 0972 | 3,993
MO
pT3a,

R281 | M 56 | 115 | P | 2 |pNxp| P P | 121,805 | 0,000 27,939 | 0,376 | 4,463 0,006 1,664 | 6,261 | 21,402 | 0,015 0,416 | 0,300 0,300 0,740 1,130 | 0,338 | 4,065
M1
PT3a, 215,3

R282 | M 54 10 | P | 4 [pNxp| A P 12,256 | 2,845 26,694 oo | 6248 | 0288 87,600 | 9,155 | 2,447 | 170,355 | 0,073 | 1,256 0,628 2,021 | 0325 | 0519 | 0,003
Mx
pT2a,

R284 | M 0 | 63| A | 2 [pNxp| A A |135151| 0,226 196,747 | 0,856 |427,328 | 170,355 | 108,961 | 6,001 |678,592 | 2060,530 | 0,526 | 0,838 10,245 1,463 1612 | 1,305 | 0,004
Mx

Obs: GF = Grau de Fuhrman; T. T. = Tamanho do Tumor; MD = Metastase a Distancia; Necr= Necrose






