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Introducéo

O cancer de tireoide (CT) é a neoplasia endécrina mais comum e sua incidéncia vem
aumentando significativamente nas Gltimas décadas (1), dos quais, dentre o CT, o cancer de tireoide
papilifero (CPT) é o mais comum. Embora os pacientes com CPT apresentem um bom progndstico,
uma pequena proporcao deles evolui para metastase linfonodal (ML) regional ou comportamento
agressivo do tumor, como invasao local, metastase a distancia e ML cervical - todos eles
correlacionados com pior prognéstico (2) e recorréncia (3). Outro CT de grande importancia clinica
€ o0 cancer medular de tireoide (CMT); este representa 3-12% de todos os tumores tireoidianos
malignos, sendo a maioria na forma esporadica. Sessenta por cento dos pacientes com tumores <
2 cm terdo envolvimento de linfonodos cervicais, onde o procedimento cirargico pode ser a melhor
chance de sobrevivéncia e paliacdo a longo prazo (4). A identificagdo de tumores com potencial
para pior progressao €, portanto, uma preocupacao continua dentro do CT.

O uso de ferramentas bioinformaticas tem sido amplamente empregado para a busca de
biomarcadores moleculares com propoésitos diagndsticos e prognésticos, principalmente com foco
em assinaturas de expressdo génica e painéis de mutagdes (5). Recentemente, pesquisadores tém
demonstrado um interesse crescente em microRNAs (miRNA) como biomarcadores de diagnostico
e prognéstico. Estes pequenos RNAs ndo-codificadores estdo relacionados a patogénese e
progressao de diferentes tipos de tumores. De acordo com 0s papéis de seus genes alvo, 0s
miRNAs também podem atuar como oncogenes ou supressores tumorais (6). Aqui, empregamos
varias dessas ferramentas para identificar possiveis miRNAs envolvidos na ocorréncia de ML em
pacientes com CT.

Partindo do pressuposto de que os mesmos miRNAs podem regular as mesmas vias em
distintos carcinomas, como bem elucidado por Niveditha et. al. (7) ao comparar os miRNAs
diferentemente expressos em 7 tumores distintos, Nnosso objetivo neste trabalho foi investigar
miRNAs desregulados na ML em dois diferentes tipos histolégicos de CT onde em um (CMT) a
presenca de ML é sabidamente um indicativo de pior prognéstico e outro (CPT) apresenta dados
ainda conflitantes.
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Materiais e métodos

Dados de Expressdo de miRNAs

Procuramos por "miRNA AND Thyroid carcinoma" no Gene Expression Omnibus (GEO) (8).
Dois dados de experimentos com ML [GSE104006 (9) e GSE97070 (10)] se apresentam adequados
para analise no GEO2R, um software de analise estatistica de dados do GEO, e foram selecionados
para busca de miRNAs diferentemente expressos (MDE) em amostras de CPT ML, CMT ML e seus
respetivos controles saudaveis.

O corte estabelecido foi um p-valor
ajustado < 0,05 (pelo método Benjamini
& Hochberg) e |log,(fold change)| > 1.
Consideramos como  critérios de
exclusdo miRNAs que também foram
desregulados no tumor primario (em
relacdo ao controle saudavel).

Utilizamos o miRWalk 2.0 (11) para
prever as interagbes com os alvos dos
mMiRNAs. Pesquisamos nos 12 bancos de
dados disponiveis pelos genes alvo de
cada MDE de nosso estudo. A fim de

: aumentar a confiabilidade,
Figura 1: Organograma do trabalho estabelecemos que pelo menos 7 de 12
plataformas devem prever o gene como alvo de cada um dos miRNAs.

Tabela 1. Numero de amostras por tipo histol6gico nos dados de expressdo miRNA.

CPT Normal CPT+ CMT Normal
Estudo CPT ML 1 PDTC PDTC ML CMT 5
GSE104006 (2) 20 2 6 2 4
GSE97070 (3) 9 8 3

Nota: Normall - tecido normal da tireoide, Normal2 - tecido de paratireoide normal, CPT+PDTC amostra com carcinoma
papilifero da tireoide e carcinoma da tireoide pouco diferenciado, PDTC carcinoma da tireoide pouco diferenciado.
Dados de Expressao Genbmica

Para os dados gendmicos do CPT ML, procuramos no GEO por “papillary thyroid carcinoma
[All Fields] AND ("neoplasm metastasis" [MeSH Terms] OR metastasis [All Fields])” e “("neoplasm
metastasis" [MeSH Terms] OR metastasis [All Fields]) AND PTC [All Fields]” que retornaram 40
resultados. Desses, 3 estudos foram selecionados como mais adequados: GSE151179 (12),
GSE104006 (9) e GSE60542 (13).

Tabela 2. NUmero de amostras por tipo histologico em dados de expressdes gendmicas.

Estudo CPT CPTML Normal NLN PM CPT+PDTC PDTC
GSE151179 (4) 17 17 13
GSE60542 (5) 33 23 30 4 1
GSE104006 (2) 20 2 6 2 4

Nota: NLN linfonodal normal, PM metéstase pleural.

Em relagédo aos dados gendmicos do CMT ML procuramos no GEO por "MTC [All Fields]
AND ("neoplasm metastasis" [MeSH Terms] OR metastasis [All Fields])" ha mesma data, o0 que nos
retornou 2 resultados, dos quais nenhum deles com dados de controle saudaveis disponiveis,
portanto excluidos da andlise.

Com o GEOZ2R analisamos os genes diferentemente expressos (GDE) comparando CPT ML
com o controle ndo neoplasico. Utilizamos um valor de p ajustado < 0,05 como corte (pelo método
de Benjamini & Hochberg). Genes desregulados negativamente foram excluidos pois tendo em
vista a correlag&o inversamente proporcional entre miRNAs e seus genes alvo, estes devem estar
desregulados positivamente.
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Utilizamos a ferramenta de anotacgéo funcional do Database for Annotation, Visualization and
Integrated Discovery (DAVID) v6.8 (14) para descobrir 0s processos hioldgicos relacionados a estes
genes; Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) (15) para descobrir os caminhos nos
guais estes genes participam e finalmente a STRING: functional protein association network para
mostrar as interacdes entre o gene alvo e suas proteinas correlatas, como um complemento a
ambas as ferramentas.

Finalmente, para complementar a andlise realizada, utilizamos dados do TCGA baixados
pelo cBioportal referentes a 500 amostras que apresentavam dados de RNA-seq, cruzando com
informac®es clinicas para encontrar padrées no prognéstico dos pacientes.

Resultados

Quarenta e oito miRNAs foram encontrados desregulados nas amostras de CPT ML em
comparagdo com o controle saudavel em GSE104006 (9), e 236 miRNAs desregulados nas
amostras de CMT ML em comparacdo com o controle saudavel em GSE97070 (10). Desses, 14
mMiRNAs estavam comumente desregulados em ambos os tipos histolégicos, mas apenas 3 néo
estavam desregulados em comparacao ao respectivo tumor primario. O fold change, p-valor e p-
valor ajustado desses 3 miRNAs (hsa-miR-199a-3p, hsa-miR-199a-5p, hsa-miR-148a-5p) estdo
descritos na Tabela 3.

Tabela 3. MiRNAs desregulados

CPT ML CMT ML
. log, } P valor log, i P valor
MIRNA (fold change) FHvElo ajustado (fold change) Sl ajustado
miR-199a-3p -2.18590 0.000005 0.000785 -1.238755 0.00155 0.0260
miR-148a-3p -2.26743 0.000028 0.002838 -1.693896 0.00555 0.0492
miR-199a-5p -1.24834 0.000152 0.008906 -0.971227 0.00195 0.0302

Usando miRWalk 2.0 (11) procuramos por genes alvo potenciais para estes 3 MDE, e
encontramos 9 genes preditos: SNN, PVRL1, FBX028, ITGA3, FXR1, RC3H1, ANKRD52, VANGL1
e LCOR. A fim de confirmar esta potencial relacdo mRNA-miRNA, pesquisamos dados genémicos
de tireoide e confirmamos positivamente a desregulacdo dos genes ITGA3, PVRL1 (também
chamados NECTIN1), SNN e FBX028 nos CT ML quando comparados aos tecidos normais, como
descrito na Tabela 4, reforcando-os como possiveis genes alvo de miRNAs selecionados.

Tabela 4. Log,(fold change), p-valor e p-valor ajustado de genes previstos no carcinoma
da tireoide com metastase linfonodal em comparagdo com o tecido normal.

Gene log,(fold change) P-valor P-valor ajustado
SNN& 0.312786 0.000645 0.004580
0.898478 0.000008 0.000290

PVRL1?¢
1.10 0.000513 0.016069
0.237112 0.003540 0.025300
FBX0282 P

0.290343 0.000123 0.001160
ITGA3® 1.31 0.002300 0.038743
FXR1P -0.509844 0.000451 0.005630
RC3H12 -0.348581 0.000022 0.000281
VANGL1? -0.821988 0.000004 0.000168

Nota: * GSE60542, " GSE151179, e ¢ GSE104006.
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Com DAVID (14) procuramos processos bioldgicos que pudessem estar relacionados a
estes genes, obtendo resultados apenas para os genes ITGA3 e PVRL1. De acordo com essa
ferramenta, estes genes estdo relacionados a adeséo celular e a atividade de heterodimerizagéo
da proteina. Também procuramos informagdes no KEGG (15) e descobrimos que PVRL1 esta de
fato envolvido nas vias de adesao celular, além de participar das juntas de adeséao celular e na
infeccdo pelo virus do herpes simplex tipo 1 (HSV-1). Quanto ao ITGA3, os dados do KEGG
mostram que este gene esta relacionado a varias vias, como sinalizagdo PI3K-Akt [que medeia os
efeitos biolégicos da leptina (16)], adeséo focal, matriz extracelular e interacéo receptora, regulacédo
do citoesqueleto de actina, via de infeccdo pelo papiloma humano (HPV) e vias relacionadas ao
cancer. A rede de associagdo funcional de proteinas STRING produziu resultados semelhantes
sistema DAVID.

Discussao

Este estudo visa contribuir explorando possiveis miRNAs envolvidos no processo
metastatico do cancer de tireoide. Usando a bioinformatica, conseguimos identificar 3 miRNAs e 4
genes relacionados com metastases linfonodais em dois tipos diferentes de cancer de tireoide.

Vale notar que o miR-199a-3p e o miR-199a-5p ja foram anteriormente correlacionados a
pior prognéstico de tumores da tireoide (17,18) e o miR-148a-5p a pior prognéstico de cancer
gastrico e pancreatico (19).

Ja descrito em estudos in vitro e in vivo, 0 miR-199a-3p parece ter papel supressor tumoral
no CPT, pois, quando restaurado, atuou reduzindo os niveis de MET e proteina mTOR, prejudicando
a migracdo e proliferacdo de células cancerigenas (20). Da mesma forma, o miR-199a-5p foi
considerado desregulado tanto no CPT quanto no cancer de tireoide anaplasico (CAT) e fortemente
associado a migragao celular, invasado e processo epitelial-mesenquimal (EMT) (18). Neste mesmo
estudo, o SNAI1 foi identificado como um possivel gene alvo do miR-199a-5p que refor¢ca sua
participacdo na metastase. O SNAIL1 é um grande mediador da invasédo e metastase do cancer em
diferentes tipos de cancer, uma vez que é responsavel pela supressao da E-caderina e pela inducao
do processo EMT (21).

000007 N Junta do comité americano de Cancer - C4digo de estadiamento para metéstase OS reSUItados do presente eStUdo
He mostram o ITGA3 como um possivel alvo
" dos miRNAs selecionados. De fato, em
, . um estudo de cancer colorretal, foi
woo0{ Q demonstrado que o0 miR-199a-5p é

50000 A

responsavel pela regulacéo da expressao
5 Q génica do ITGA3 (18). O ITGA3 codifica
, : um membro da familia das integrinas, e

E ) Q o ' H E sua superexpressao esta associada a
, proliferagédo celular, invasdo e migracao

2 10000 | | ' (22); ao interagir com sua subunidade

_ - B : ITGB1, o ITGA3 medeia a sinalizagéo do

ol ' : EMT envolvendo MAPK e TGF-,

prce T otsges des ams other participantes importantes da

Figura 2: Expressao do ITGA3 por tipo de tumor e cadigo de estagio de carcinogenese e progressdo da tireoide.

metéstase Usando dados do TCGA, pudemos

demonstrar uma expressdo mais elevada de ITGA3 na variante de células altas do CPT e em

tumores com metastases a distancia, como visto na figura 2. E interessante notar que o CPT de

células altas é um tumor com maior incidéncia de recorréncia, metastases nodais e extra nodais e
mortalidade associada ao tumor do que outras variantes de CPT (23).

Este resultado parece ser consistente com um estudo prévio que observou a superexpressao
do ITGA3 em CPT com TNM T3-4 quando comparado com T1-2 e com amostras de CPT positivas
para BRAF V600E (22). A mutacdo do BRAF V600E, afeta a via de sinalizacdo intracelular RAS-
RAF-MEK que leva a mudancas nos receptores de integrina da membrana celular e na expresséo
de proteinas de matriz extracelular aumentando o potencial metastético das células tumorais (22).

Diante disso, entretanto, ainda ha falta de estudos no CMT ML para provar que 0S genes em
guestao também sdo desregulados. Além disso, ha também uma falta de estudos na literatura sobre
SNN e FBXO28 no CT; interessantemente, dados do TCGA demonstraram tendéncia de co-
ocorréncia com ITGA3 (p<0,001, tabela 5).

ITGA3
Numero de reads do sequenciamento de RNA)
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Tabela 5. Tendéncia de co-ocorréncia ou exclusividade mutua

A B
~ ~ log, } i N
Gene A Gene B Nenhum ngo nzo Ambos (0dds Ratio) p-valor g-valor Tendéncia
ITGA3 SNN 457 16 19 6 >3 <0.001 0.002 Co-ocorréncia
SNN FBX0O28 449 22 24 3 1.351 0.147 0.430 Co-ocorréncia
ITGA3 FBX0O28 451 20 25 2 0.851 0.338 0.430 Co-ocorréncia
ITGA3  NECTINLI 453 22 23 0 <3 0.345  0.430 Excﬁz't‘::gade
NECTIN1 FBXO28 450 21 25 2 0.778 0.358 0.430 Co-ocorréncia
NECTINL  SNN 451 22 24 1 -0.227 0677 0667  Exclusividade

mutua

Embora esses resultados estejam sujeitos a certas limitagées, como a falta de validagéo
destes resultados em uma coorte de pacientes com tumores metastaticos da tireoide, estas
descobertas sugerem que, em geral, miR-199a-3p, miR-199a-5p e miR-148a-3p parecem estar
correlacionadas com desregulagfes que levam a EMT e falha na adesé&o celular.
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