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RESUMO

O carcinoma papilifero de tireoide (CPT) ¢ a neoplasia endécrina mais comum,
responsavel por 80-85% de todos os canceres de tireoide e 1% de todas as neoplasias
malignas humanas. Prever a evolucdo do CPT ¢ um desafio atual para o manejo desse tipo de
cancer. Embora o CPT geralmente tenha um bom prognostico, uma fracdo dos pacientes
apresentara comportamento agressivo com prognostico ruim. Determinar o risco de um
paciente desenvolver uma doenga agressiva ¢ util para a adog¢ao de estratégias de reducao de
risco de forma individualizada e personalizada. Recentemente, varios biomarcadores tém sido
usados para determinar o risco de um individuo desenvolver céancer.

MicroRNAs (miRNAs) podem regular muitas fungdes biologicas, como
desenvolvimento celular, proliferacdo e transdugdo de sinais. Alteragdes na expressdo de
miRNAs sdo descritas em muitas doengas humanas, incluindo cancer. A expressao de miRNA
¢ comumente desregulada no cancer e tornou-se um marco para o diagndstico e prognostico
desta doenca. No carcinoma de tireoide, estudos tém demonstrado que o perfil de expressdo
de miRNAs pode contribuir para predizer a evolucdo e o desfecho da doenga.

Neste estudo, realizamos algumas analises de bioinformatica e ex vivo para explorar o
papel de miR-21-3p e miR-146b-5p no contexto do CPT. Nossos dados apontam as vias
associadas ao cancer MAPK, PI3K-AKT, Wnt, Notch, RAS e mTOR como alvos para miR-
21-3p e miR-146b-5p e observamos uma correlagdo positiva entre a expressao desses miRNA
em amostras de CPT. Além disso, demonstramos expressao aumentada do miR-146b-5p em
CPT e associagdo do miR-21-3p com caracteristicas clinicas e oncologicas da doenca. Esses
fatos destacam a relevancia de realizar uma analise prévia de possiveis interagdes por
bioinformatica, bem como investigar se os miRNAs podem impactar os desfechos clinicos de

pacientes com CPT.



ABSTRACT

Papillary thyroid carcinoma (PTC) is the most common endocrine malignancy,
responsible for 80-85% of all thyroid cancer and 1% of all human malignancies. Predicting
the evolution of PTC is a current challenge for cancer management. Although PTC generally
has a good prognosis, a fraction of patients will exhibit aggressive behavior with a poor
prognosis. Determining a patient's risk of developing an aggressive disease is useful for
adopting risk reduction strategies in an individualized and personalized way. Recently, several
biomarkers have been used to determine the risk of an individual developing cancer.

MicroRNAs (miRNAs) can regulate many biological functions, such as cell
development, proliferation, and signal transductions. Changes in miRNA expressions are
described in many human diseases, including cancer. The miRNA expression is commonly
deregulated in cancer and became hallmarks for the diagnosis and prognosis of this disease. In
thyroid carcinoma, studies have demonstrated that the expression profile of miRNAs can
contribute to predicting the disease evolution and outcome.

In this study, we performed some bioinformatics and ex vivo analysis to explore the
role of miR-21-3p and miR-146b-5p in the context of PTC. Our data point out the cancer-
associated pathways MAPK, PI3K-Akt, Wnt, Notch, Ras, and mTOR as targets for miR-21-
3p and miR-146b-5p and we observed a positive correlation between these miRNA
expressions in PTC samples. Additionally, we demonstrated upregulation of miR-146b-5p in
PTC tumors and the association of the miR-21-3p with clinical and oncological features of the
disease. These facts highlight the relevance of carrying out a prior analysis of possible
interactions by bioinformatics, as well to investigate if these miRNAs could impact the

clinical outcomes of PTC patients.
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1 INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia do Carcinoma de Tireoide

O carcinoma de tireoide ¢ a neoplasia maligna mais comum do sistema enddcrino e a
quinta neoplasia mais comum em mulheres, com uma crescente incidéncia nas ultimas
décadas (La Vecchia, Malvezzi et al. 2015; Bray, Ferlay et al. 2018). Para o ano de 2020,
segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), sdo esperados aproximadamente 590 mil
casos de carcinoma de tireoide (WHO 2018). Para o triénio 2020-2022, no Brasil, dados do
Instituto Nacional do Cancer (INCA) estimam uma incidéncia de 1.830 novos casos de cancer
de tireoide em homens e 11.950 novos casos em mulheres, sendo que no sexo feminino ¢ a
quinta neoplasia mais prevalente (INCA 2019). Apesar do aumento significativo de novos
casos, dados mundiais de mortalidade se mantém estaveis ao longo dos anos, provavelmente
pelo diagnostico precoce e deteccdo de pequenos tumores em estagios iniciais (Pellegriti,
Frasca et al. 2013; Scheffel, Zanella et al. 2015).

Os carcinomas de tireioide apresentam um curso clinico variado, podendo ser tumores
indolentes, na maioria dos casos, com baixas taxas de mortalidade, ou tumores mais
agressivos, com rapida progressdo (Cabanillas, McFadden et al. 2016) Nesse sentido, cabe
citar o conceito de medicina de precisdo, que afirma que cada tumor possui uma assinatura
anatomica ¢ molecular tnica, que juntamente a fatores fenotipicos e genotipicos do paciente,
devem ser levadas em considera¢do na ado¢do de abordagens terap€uticas. Por isso, o uso de
metodologias combinadas (técnicas de imagem, caracteristicas citologicas, testes moleculares,
modelos estatisticos computacionais) possibilitam definir com maior precisdo o diagnostico
do paciente e orientar a pratica médica (Zafon, Diez et al. 2017)

O carcinoma de tireoide ¢ classificado de acordo com a sua histologia e acometimento
celular em: carcinoma diferenciado de tireoide (CDT), incluindo o carcinoma papilar (CPT) e
o folicular (CFT), carcinoma medular de tireoide (CMT) e carcinoma indiferenciado ou

anaplasico.
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1.2 O Carcinoma Diferenciado de Tireoide

O CDT apresenta uma maior frequéncia, ocorrendo em cerca de 95% dos casos das
neoplasias malignas da glandula tireoide (Howlader N, Noone AM et al. 2016). Sdo definidos
por manterem caracteristicas das células foliculares de tireoide, com positividade para
marcadores especificos tireoidianos, sintese e secre¢do de tireoglobulina e captagdo de iodo,

sendo esses ultimos de grande aplicabilidade clinica.

1.2.1 O Carcinoma Papilar de Tireoide

O CPT ¢ o subtipo do CDT com maior ocorréncia, acometendo aproximadamente 88%
dos pacientes diagnosticados com tumores malignos de tireoide (Mao and Xing 2016). Sua
etiologia tem relacdo com fatores ambientais, como a radiagdo externa, hormonais e
genéticos. Estdo descritas diversas variantes histopatologicas do CPT, sendo que cada variante
apresenta padrdes especificos de crescimento, tipos celulares e alteragdes no estroma. Suas
principais variantes histopatoldgicas sdo: variante classica, folicular e de células altas, que
ocorrem com maior frequéncia, no entanto outras variantes menos comum incluem variantes
de células colunares, Hobnail, cribiforme, entre outras (Lloyd, Buehler et al. 2011, Shi, Liu et
al. 2016). Em termos gerais caracterizam-se por serem pouco agressivos, com um bom
progndstico apds o tratamento em 85% dos pacientes. Cerca de 10-15% dos pacientes com
CPT apresentam um comportamento mais agressivo, com recidivas locais e/ou a distancia,

requerendo intervencao cirargica diferenciada e o uso de terapias adjuvantes (Shah 2015).

1.2.2 Estratificacido de risco e conduta clinica
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A estratificagdo de risco e conduta clinica para os CPTs segue os escores

recomendados para os CDTs. A escala mais utilizada é o TNM (do inglé€s Tumor, Node,

Metastasis), estratificacdo preconizada pela American Joint Committee on Cancer (AJCC)

para neoplasias malignas. Conforme ilustrado na Tabela 1, essa estratificagdo baseia-se na

extensdo anatomica da doenca, levando em consideragdo as caracteristicas do tumor primario,

acometimento da cadeia linfonodal e presenca/auséncia de metastase a distancia, com

predicdo para mortalidade (Tuttle 2017).

Tabela 1 - Caracteristicas para classificacdo dos pacientes com CDT de acordo com o TNM.

Categoria Descricao

TX O tumor primario ndo pode ser avaliado.

TO Sem evidéncia de tumor primario.

T1 Tumor <2 cm na maior dimensao limitado a tireoide.

la Tumor com tamanho <1 cm, limitado a tireoide.
1b Tumor com tamanho < 1 cm e <2 cm, limitado a tireoide.

T2 Tumor com tamanho <2 cm e <4 c¢m, limitado a tireoide.

T3 Tumor >4 cm limitado a tireoide ou com extensdao
extratireodiana grosseira, invadiando apenas os musculos da
cinta.

3a Tumor com tamanho > 4 ¢m, limitado a tireoide.
3b Tumor de qualquer tamanho com extensdo extratireoidiana

grosseira que invade os musculos (musculos esterno-hidideo,

esternotiredideo ou omo-hidideo).
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Categoria Descricao

T4 4 Inclui extensdo extratireoidiana bruta.

4a O tumor se estende para além da cépsula tireoidiana e invade
qualquer um dos seguintes: tecidos moles subcutaneos,

laringe, traqueia, esofago, nervo laringeo recorrente.

4b O tumor invade a fascia pré-vertebral ou envolve a artéria

cardtida ou os vasos mediastinais de um tumor de qualquer

tamanho.
NX Os linfonodos regionais ndo podem ser avaliados
NO Sem metastase para linfonodos regionais.
Oa Um ou mais linfonodos histologicamente ou citologicamente

benignos confirmados.

Ob Nenhuma evidéncia radiolégica ou clinica de metastase
linfonodal.
N1 Metastase para linfonodos regionais.
la Metastases para linfonodos em niveis VI, VII
1b Metastases para linfonodos em niveis I, II, III, V e
retrofaringeos.
M 0 Sem metastase a distancia.
1 Metastase a distancia.

Fonte: American Joint Committee on Cancer (AJCC), (Tuttle 2017).

O uso do TNM nido tem boa acuracia para avaliar o risco de recorréncia tumoral do
CDT, complicacdo mais frequente desses tumores. Assim, a American Thyroid Association
propde uma classificacdo inicial do risco de recorréncia para os pacientes com CDT, que sdo

categorizados de acordo com as caracteristicas histopatologicas do tumor, presenca e extensao
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de metastase, genoétipo, presenca ou auséncia de invasdo vascular, envolvimento dos
linfonodos e multifocalidade, sendo elencados conforme a Tabela 2 (Haugen, Alexander et al.

2016).

Tabela 2 - Caracteristicas para estratificagdo de risco dos pacientes com CDT de acordo com a American
Thyroid Association.

Risco ATA Descricao

Baixo e Caracteristicas histopatoldgicas pouco agressivas;
e Tumor do tipo variante folicular encapsulado ou folicular bem
diferenciado com invasdo capsular/vascular minima (<4 focos);
e Auséncia de metastese para linfonodos ou a distancia;
e Total resec¢do macroscopica do tumor;
e Auséncia de invasdo aos tecidos adjacentes;
e Auséncia de invasdo vascular;
e Auséncia de focos metastaticos quando administrado 1'3!;
e TNM NO ou <5 ou presenca de micrometastases, (N1) (<0,2 cm na maior
dimenséo);
e Microcarcinoma papilar, intratireodiano, uni/multifocal, incluindo

pacientes com mutagio BRAFV6"E,

Intermedidrio e Histologia agressiva (variante de células altas, Hobnail, variante de

células colunares);

e Invasdo microscdpica para tecidos moles adjacentes;

e Focos metastaticos avidos a radioiodo na regido cervical ap6s tratamento
inicial com I'3!;

e Subtipo papilar com invasdo vascular;

e TNM NI ou >5, com comprometimento de todos os linfonodos <3 cm na
dimensdo maior;

e Microcarcinoma papilar multifocal com invasdo extratireoide e mutagdo

em BRAFVOVE,

Alto e Invasdo macroscopica de tecidos adjacentes;

e Resseccdo tumoral incompleta;
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Risco ATA Descricao

e Metastase a distancia;

e Tireoglobulina pds-cirurgica sugestiva de metastase a distancia;

e Metastases em linfonodos >3 ¢m na maior dimensao;

e Carcinoma Folicular com invasdo vascular extensa (>4 focos de invasdo

vascular).

Fonte: American Thyroid Association (Haugen, Alexander et al. 2016).

De acordo com o TNM e o risco inicial de recidiva, avalia-se a melhor conduta para
cada paciente. Em geral, recomenda-se a realizagdo de lobectomia para tumores unilaterais,
menores do que quatro centimetros, que ndo apresentam metastase linfonodal ou extensdo
extratircoidiana, dispensando, em alguns casos, a terapia de reposicdo hormonal. Para
pacientes com risco intermedidrio e alto de recidiva, a recomendagdo ¢ a realizacdo de
tireoidectomia total, com ou sem ressec¢do de linfonodos cervicais de acordo com o tamanho
tumoral e diagndstico de doenga linfonodal na avaliagdo pré e transoperatoéria. A conduta
clinica apos tireodectomia total em casos selecionados de risco intermedidrio e nos casos de
alto risco de recidiva inclui o uso de radioiodo (RAI) com o intuito de eliminar residuos de
tecido tireoidiano e supressdo do hormonio estimulante da tireoide (TSH), devido a sua
influéncia na proliferagdo celular (Cabanillas, McFadden et al. 2016; Haugen, Alexander et al.
2016). Outros tratamentos adjuvantes como radioterapia externa e/ou tratamentos sistémicos
com inibidores de tirosina quinase (7KIs) sdo restritos a pacientes selecionados com doenca
extensa e progressiva, localmente ou a distancia (Haugen, Alexander et al. 2016).

A resposta ao tratamento € norteada por exames clinicos, de imagens e pela dosagem
sérica de tireoglobulina (Tg). Os pacientes submetidos a tireodectomia total e tratamento com
radioiodo sdo categorizados conforme a Tabela 3, sendo que o tipo de resposta tera influéncia

nas implicagdes clinicas ¢ na conduta médica (Haugen, Alexander et al. 2016).

Tabela 3 - Categorizag¢do do status do tratamento e manejo dos pacientes tircodectomizados e submetidos ao
tratamento com radioiodo.

Tipo de resposta Definicio Implicacdes clinicas
Excelente Exames de imagem negativos e 1%-4% de recorréncia <1% de
Tg <0,2 ng/mL ou Tg estimulada morte especifica
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Tipo de resposta

Definicao

Implicagdes clinicas

por TSH <1 ng/mL

Indeterminada Exames de imagem inespecificos, 15-20% serao identificados com
absorcdo leve na tireoide apos resposta estrutural durante o
rastreamento corporal, Tg ndo acompanhamento, com uma
estimulada detectavel (<1 ng/mL), taxa de morte especifica <1%.
Tg estimulada dectectavel (<
10 ng/mL)

Bioquimica Exames de imagem negativos e Pelo menos 30%

incompleta Tg > Ing/mL ou Tg estimulada > permanecem sem evidéncia

10 ng/mL de doenca; 20% respondem
ap6s terapias adicionais;
20% evoluem para doenga
estrutural e <I1% vdo a
obito pela doenga.

Estrutural Evidéncia estrutural ou funcional 50-85% apresentam doenca

incompleta da doenca com qualquer nivel de  persistente, mesmo com terapia

Tg.

adicional e as taxas de
mortalidade especifica sdo cerca
de 10% na presenca de
metastase para linfonodos e
50% quando na presenca de

metastase a distancia.

Tg= Tireoglobulina

Fonte: American Thyroid Association (Haugen, Alexander et al. 2016).

1.2.3 A genética do Carcinoma Papilar de Tireoide
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As alteragdes genéticas na via MAPK (do inglés mitogen-associated protein kinase)
sd0 observadas em aproximadamente 70% dos casos de CPT. A ativacdo constitutiva dessa
via esta envolvida no aumento na proliferacdo tumoral, inibi¢do da diferenciagdo e apoptose.
As muta¢des mais comuns, principalmente nas variantes classica e de células altas, estdo
associadas ao gene BRAF, presente em cerca de 45% dos casos (Romitti, Ceolin et al. 2013).
Ja foram descritas mais de 40 variagdes, sendo a do tipo T1799A a mais comum, em que
ocorre a troca de uma timina por uma adenina na posi¢do 1799 no éxon 15, no cromossomo 7,
resultando na substituicdo de uma valina por um &cido glutdmico na posicdo 600 (BRAF
V600E). Tal mutagdo induz e facilita um estado de instabilidade genomica, promovendo
invasividade e desdiferenciagdo tumoral (Tang and Lee 2010). Outras mutagdes incluem a
familia do gene RAS (H-RAS, K-RAS e N-RAS), encontradas em 10-43% dos CPT, rearranjos
em RET/PTC, frequente em cerca de 13-43% dos casos e NTRK, descritos em menos de 10%
dos pacientes (Romitti, Ceolin et al. 2013).

Embora as alteragdes genéticas sejam prevalentes no CPT, alguns estudos questionam
o seu valor para predizer agressividade tumoral (Scheffel, Dora et al. 2022) dessa forma, o
estudo de novos biomarcadores que demonstrem uma melhor correlagdo com o prognostico

da doenca poderia auxiliar no manejo do paciente.

1.3 A biogénese dos microRNAs

Os microRNAs (miRNAs) pertencem a uma familia de pequenos RNAs com um
comprimento de cerca de 22 nucleotideos (Ha and Kim 2014). Historicamente, o primeiro
miRNA descrito na literatura foi o lin-4 expresso em Caenorhabditis elegans. Em 1993,
pesquisadores verificaram que essa molécula representava uma classe de genes reguladores do
desenvolvimento que codificava pequenos RNAs, levando a hipdtese de que poderiam atuar
na expressdo de proteinas da familia LIN-14 (Lee, Feinbaum et al. 1993). Apesar de
representar um marco nos estudos cientificos envolvendo a pesquisa dessas moléculas, foi a
descoberta do let-7 que impulsionou o estudo de outros miRNAs em diferentes organismos,
principalmente em humanos, uma vez que eles participam de diversos processos biologicos
como desenvolvimento, proliferacdo, diferenciacdo e sinalizagdo celular, atuando em diversos
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processos patologicos. Atualmente sabe-se que o mecanismo de repressdo génica mediada
pelos miRNAs ocorre através da ligacdo de sequéncias complementares a regido 3’ ndo
traduzida (3> UTR) dos RNAs mensageiros (mRNAs), degradando-os e impedindo sua
tradugdo (Wang, Yao et al. 2013).

A Dbiogénese dos miRNAs pode ocorrer pelas vias candnicas € ndo canodnicas.
Conforme a Figura 1, na via candnica, que ¢ a via de processamento dominante, as moléculas
de miRNAs sdo transcritas no nucleo pela enzima RNA polimerase II, formando miRNAs
primarios (pri-miRNA), que possuem um tamanho de aproximadamente 1 kb. O processo de
maturacdo € realizado pelo complexo microprocessador, formado pela enzima Drosha e seu
cofator DGCRS. Nessa fase, o pri-miRNA ¢ clivado em moléculas com formato de grampo,
de aproximadamente 65 nucleotideos, tornando-se, entdo, um pré-miRNA. O transporte para o
citoplasma ocorre por intermédio da proteina exportina 5 (XPOS5), onde a porcao 3’ do pré-
miRNA se liga a enzima Dicer, que o cliva na por¢do terminal, liberando um duplex de
miRNA maduro constituido pelas fitas 5p e 3p. O duplex se complexa com proteinas da
familia Argonauta (AGO) e uma das fitas (5p ou 3p) se une ao complexo de silenciamento
induzido por miRNA (miRISC) que possui a capacidade de se ligar a um mRNA por
complementaridade. O reconhecimento dos miRNAs alvos ocorre em regides terminais com
aproximadamente 2-7 nucleotideos. A degradacdo do mRNA pode ocorrer devido a atividade
endonuclease de AGO ou remocdo da cauda poli (A) pelo complexo CCR4-not (Ha and Kim
2014, Hammond 2015, O'Brien, Hayder et al. 2018).

Com relacdo a formacao da fita 5p ou 3p, muitos autores acreditavam que o complexo
miRISC selecionava a fita de pareamento de acordo com as caracteristicas termodinamicas e
estruturais, dessa forma a fita 5p era gerada em maior quantidade, enquanto a 3p em pequenas
proporgdes (Khvorova, Reynolds et al. 2003). No entanto, novos estudos questionam esse
modelo e trazem que em um mesmo tecido ambas as fitas podem estar igualmente expressas,
enquanto em outros a expressdo do miRNA ¢ exclusiva. Ou seja, a regulacdo da expressdo ¢
dependente do tecido (Ro, Park et al. 2007).

Existe, ainda, outra via de biogénese dos miRNAs, denominada via ndo candnica,
onde ndo ha a clivagem pela enzima Dicer e a formag@o ocorre por splicing e jungdo de

introns (Rorbach, Unold et al. 2018).
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Figura 1 - Processo de maturagdo dos miRNAs. A sua transcri¢do inicia no nucleo por agdo da enzima RNA
polimerase II, gerando miRNAs primarios (pri-miRNAs) que sdo clivados pela enzima DROSHA e seu cofator
DGCRS, liberando pré-microRNAs (pre-miRNA). O transporte para o citoplasma ¢ intermediado pela proteina
exportina 5, onde o pre-miRNA sera clivado pela enzima DICER, formando um duplex de miRNA constituido
pelas fitas Sp e 3p. Uma das fitas se unird com proteinas da familia Argonauta (AGO) formando um complexo
de silenciamento induzido por miRNA (miRISC). O miRISC tem a capacidade de se ligar a mRNAs alvos por
complementariedade a regido 3’ UTR, reprimindo sua traducdo pela degradagdo do mRNA ou remogéo da cauda
poli A. Atualmente sabe-se que a selegdo de quais fitas serdo incorporadas pelo complexo miRISC depende de
cada tecido. Elaborado pela autora.

1.3.1 MicroRNAs e Cancer

O primeiro relato da desregulacdo dos miRNAs em céncer foi feito em 2002, quando
pesquisadores identificaram uma baixa expressdo do miR-15 e miR-16 em amostras de
sangue de pacientes com leucemia linfocitica cronica (Rorbach, Unold et al. 2018). Desde
entdo os estudos correlacionando a expressdo dos miRNAs com cancer vem aumentando,
fazendo com que os miRNAs sejam caracterizados como um dos hallmarks do cancer em

varias neoplasias como mama, colon, pulmao, prostata e tireoide (Calin, Dumitru et al. 2002).
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Atualmente sabe-se que cada tipo de tumor possui uma padrdo de expressdo de miRNA
distinto que os diferencia do tecido saudavel, sendo que essa desregulagdo pode ocorrer
devido a anormalidades cromossomicas (amplificagdo, dele¢do ou translocacdo em regides
codificantes de miRNA), alteracdes no controle transcricional, alteracdes epigenéticas e
defeitos na maquinaria de biogénese dos miRNAs (Hayes, Peruzzi et al. 2014).

No céancer, os miRNAs desempenham um papel critico, podendo exercer efeitos
oncogénicos ou supressores tumorais, sob certas condi¢des, atuando em caracteristicas como
proliferagdo, resisténcia a morte celular, invasdo, metastase e angiogénese. Os miRNAs que
normalmente tém como alvo um gene supressor de tumor sdo classificados como oncomiRs e
geralmente sdo superexpressos em diferentes tipos de cancer. Por outro lado, miRNAs que
regulam negativamente os oncogenes, sdo definidos como miRNAs supressores de tumor
(Wang, Yao et al. 2013; Hammond 2015; Peng and Croce 2016). De acordo com o miRBase
estdo descritos cerca de 2654 miRNAs maduros em humanos, entretanto, ndo ha um consenso
na literatura quanto a classificacdo dos miRNAs em oncomiRs ou miRNAs supressores
tumorais, uma vez que, um mesmo miRNA pode atuar tanto como oncomiR quanto miRNA

supressor, dependendo do cenario da doenga (Peng and Croce 2016).

1.3.2 MicroRNAs e o Carcinoma Papilar de Tireoide

O estabelecimento da expressdo dos miRNAs em pacientes com carcinoma de tireoide
foi primeiramente descrito por He e colaboradores em 2005, que verificaram um aumento
significativo na expressdo dos miRNAs -146, -221 e -222, com perda da transcri¢do do gene
KIT em amostras de tecido provenientes de pacientes com CPT (He, Jazdzewski et al. 2005).
Estudos indicam que, em tumores tireoidianos, 32% dos miRNAs estdo superexpressos e 38%
estdo pouco expressos, sendo observado diferentes perfis de expressdo de acordo com a
classificagdo do tumor, independente da origem celular (Nikiforova, Chiosea et al. 2009).
Recentemente, uma metanalise avaliou a expressdo de miRNAs em amostras pareadas de
tecido tireoidiano tumoral e saudavel em diferentes tipos de carcinoma de tireoide e revelou

486 miRNAs desregulados (Hu, Wang et al. 2016). No CPT foram descritos 89 miRNAs
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desregulados, destacando os miRs -146b-5p e -21-3p que encontravam-se superexpressos € os
miRs -574-3p e -100-5p que estavam pouco expressos (Swierniak, Wojcicka et al. 2013).

Na literatura diversos estudos tém demonstrado o papel do miR-21-3p em diversos
tipos de cancer, como por exemplo cancer de mama, pulmao e ovario (Jiang, Zhang et al.
2013, Fang, Zhu et al. 2018, Alharbi, Sharma et al. 2020). Aure e colaboradores verificaram
que o miR-21-3p, assim como o miR-21-5p, desempenha um papel oncogénico importante no
cancer de mama (Aure, Leivonen et al. 2013). E de forma interessante, no cancer de mama, o
miR-21-3p estava associado com a regulacdo de genes relacionados as vias da MAPK, Notch
e Wnt, que estdo comumente desreguladas no CPT (Sastre-Perona and Santisteban 2012;
Yamashita, Geraldo et al. 2013; Gao, Liu et al. 2019; Wu, Ding et al. 2020). Apesar disso,
poucos estudos focaram no potencial papel do miR-21-3p na patogénese do carcinoma de
tireoide, somente na sua fita complementar, 0 miR-21-5p que possui como alvo genes
diferentes. Portanto, o papel do miR-21-3p no CPT carece de novos estudos.

Com relacdo ao miR-146b-5p, definido como um oncomiR hallmark do CPT, ¢
crescente o numero de estudos apontando seu potencial uso como biomarcador em pacientes
com CPT (Chou, Liu et al. 2017; Jia, Shi et al. 2019). Niveis aumentados do miR-146b-5p
foram associados com tamanhos tumorais maiores, presenca de invasdo extratireoidiana
macica, doenca agressiva e, consequentemente, pior progndstico (Wang, Yao et al. 2013;
Chou, Liu et al. 2017). De forma bastante semelhante ao miR-21-3p, estudos de
bioinformatica revelaram que o miR-146b-5p regula genes das vias de sinalizacdo da MAPK
e Wnt, além de ter como alvo as vias PI3K-Akt e TGF-f (Geraldo, Yamashita et al. 2012;
Yamashita, Geraldo et al. 2013; Deng, Wu et al. 2015; Ramirez-Moya, Wert-Lamas et al.
2018).

De forma interessante, Ramirez-Moya e colaboradores demostraram recentemente que
o miR-21-3p e miR-146b-5p tem como alvo DICERI, enzima que desempenha um papel
central na biogénese dos microRNAs. DICERI1 ¢ regulada negativamente no cancer de
tireoide através da regulacdo positiva de miRNAs direcionados, particularmente miR-146b-3p
A repressdao de DICERI leva a regulacdo negativa da rede de miRNA, possivelmente

induzindo a progressdo tumoral (Ramirez-Moya, Wert-Lamas et al. 2019).

2 JUSTIFICATIVA
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Dados do INCA mostram o cancer de tircoide na quinta posi¢do no ranking de
neoplasias mais comuns em mulheres (INCA 2019). Tal dado corrobora com os achados do
SEER que observaram um aumento progressivo no numero de casos de neoplasias malignas
da glandula tireoide em varias regides do mundo (Howlader N, Noone AM et al. 2016).
Apesar do diagnodstico favoravel, alguns pacientes apresentam um curso clinico mais
agressivo, com elevadas taxas de recidiva/persisténcia e morbidade (Mao and Xing 2016). A
identificacdo de tais pacientes tem grande repercussdo clinica, selecionando pacientes que
devem receber acompanhamento e tratamento mais agressivo. Paralelamente as caracteristicas
clinicas e histopatoldgicas, a deteccdo de mutagdes ou outras alteracdes moleculares pode
fornecer importantes informagdes do tumor e seu comportamento. Nesse contexto, a analise
dos miRNAs como biomarcadores surge como uma nova ferramenta com grande potencial na
avaliagdo prognostica, visto que o mecanismo de repressdo génica mediada por eles pode
levar a ativacdo de proto-oncogenes ou inativagdo de genes supressores tumorais (Wang, Yao
et al. 2013; Hammond 2015; Peng and Croce 2016). Com base na caréncia de estudos sobre o
papel do miR-21-3p no CPT e no fato de seu mecanismo oncogénico em outros tipos de
cancer envolver vias de sinalizagdo associadas ao CPT; bem como nos conhecimentos atuais
sobre o papel do miR-146b-5p na progressdo dessa doenca, julgamos interessante avaliar a
contribuicdo de ambos 0os miRNAs na patogénese do CPT. Os resultados provenientes desse
estudo contribuirdo na geragdo de conhecimento e futuramente poderdo auxiliar na pratica

clinica, terap€utica e acompanhamento dos pacientes com essa neoplasia.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

o Avaliar o papel do hsa-miRNA-21-3p e hsa-miRNA-146b-5p na patogénese do

carcinoma papilar de tireoide.

3.2 Objetivos especificos

. Investigar possiveis genes alvos e vias de sinalizacdo celular controladas pelo hsa-

miRNA-21-3p e hsa-miRNA-146b-5p.

. Determinar os niveis de expressdo de hsa-miRNA-21-3p e hsa-miRNA-146b-5p em

amostras de pacientes com CPT e tecido tiroidiano normal adjacente.

. Verificar possiveis associagdes entre os niveis de expressdo do hsa-miRNA-21-3p e

hsa-miRNA-146b-5p e aspectos clinicos e oncoldgicos de pacientes com CPT.
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