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RESUMO

O cancer de mama corresponde a neoplasia maligna mais frequente entre as mulheres e,
no Brasil, ¢ diagnosticado em estdgios mais avancados da doenga. Diversos miRNAs
encontram-se desregulados no tecido tumoral e nos fluidos corporais e t€ém sido apontados
como biomarcadores com potencial diagndstico, prognostico e também de predi¢ao de resposta
a determinado tratamento. O estudo objetivou analisar a expressdo dos miRNA-21, miRNA-
155 e miRNA-195 no tecido tumoral e no soro de mulheres brasileiras com diagndstico de
cancer de mama e correlaciona-las com a resposta a quimioterapia neoadjuvante e com
variaveis clinicopatoldgicas dessa doenga. A expressao dos miRNA-21, miRNA-155 e miRNA-
195 foi avaliada por qRT-PCR em fragmentos de tecido tumoral e no soro de mulheres com
diagnodstico de cancer de mama e comparadas com amostras biologicas correspondentes de
controles saudaveis. Estabeleceu-se, entdo, correlacdo da expressdo dessas moléculas com
exposi¢do a quimioterapia neoadjuvante e com as seguintes variaveis clinicopatologicas:
tamanho tumoral, estadiamento TNM, grau histopatologico, subgrupo molecular da doenga e
acomentimento linfonodal axilar. Foram observados niveis aumentados da expressdo do
miRNA-21 e suprimidos da expressdo do miRNA-195 no tecido tumoral das pacientes com
cancer de mama, independentemente da exposi¢ao prévia a quimioterapia. Nao houve diferenga
significativa na expressdo dos miRNA-21 e miRNA-195 no soro das pacientes com cancer de
mama em relacdo aos controles. A expressdo do miRNA-155 mostrou-se muito heterogénea
entre as amostras e, por vezes, indetectdvel no tecido tumoral e, sobremaneira, no soro dos
casos e dos controles e, portanto, fora excluida das analises. Concluimos que o miRNA-21 e o
miRNA-195 se mostraram significativamente desregulados no tecido tumoral das pacientes
com cancer de mama, independente de tratamento prévio com quimioterapia. Nao houve
diferenca significativa na expressdo desses miRNAs no soro das pacientes doentes em
comparacdo aos seus controles. Assim, o papel de biomarcadores diagnosticos e/ou
prognodsticos dessas moléculas no soro de pacientes com cancer de mama ndo pode ser

confirmado, ao menos neste estudo.

Palavras-chave: Cancer de mama. miRNA-21. miRNA-155. miRNA-195. Tecido tumoral.

Soro.



ABSTRACT

Breast cancer represents the most common neoplasia among women worldwide and, in
Brazil, presents with more advanced stages at the initial diagnosis of the disease. Various
miRNAs are dysregulated in the tumor tissue and in circulating body fluids and they have been
described as promising biomarkers for breast cancer diagnosis, prognosis and response to
different treatments. The aim of this study was to assess miRNA-21, miRNA-155 and miRNA-
195 expression in the tumor tissue and serum of a cohort of female Brazilian breast cancer and
to correlate them with clinicopathological variables and response to neoadjuvant chemotherapy.
Utilizing quantitative qRT-PCR, miRNA-21, miRNA-155 and miRNA-195 expression in the
tumor tissue and serum were measured in a cohort of female breast cancer patients and
compared with their corresponding biological samples from healthy women. The correlation of
those miRNAs expression with previous exposition to systemic chemotherapy and other
clinicopathologic variables such as tumor size, TNM staging, histologic grade, breast cancer
molecular subtypes and axillary status of the axilla were also assessed. miRNA-21 was
upregulated and miRNA-195 was suppressed in the tumor tissue of the 55 breast cancer patients
included in the study, regardless of their previous exposition to neoadjuvant chemotherapy. It
was not observed any significant difference in terms of miRNA-21 and miRNA-195 expression
in the serum samples of breast cancer patients in comparison to their controls. The expression
of miRNA-155 was very heterogeneous among the tissue and serum samples or even
undetectable and, therefore, were excluded of the analysis. We concluded that the miRNA-21
and miRNA-195 expression levels were significantly dysregulated in the tumor tissue of breast
cancer patients, regardless of their previous exposition to systemic chemotherapy. However,
their expression in the serum samples have not demonstrated any significant difference between
breast cancer patients and healthy controls. Thus, their roles as diagnostic and prognostic

biomarkers in the serum of breast cancer patients could not be confirmed in this study.

Keywords: Breast cancer. miRNA-21. miRNA-155. miRNA-195. Tumor tissue. Serum.
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1 INTRODUCAO

Nas tultimas décadas, tem havido um grande avanco quanto a compreensdo e a
identificacdo dos mecanismos moleculares que regem a origem, a progressdo e o padrio de
disseminagdo do cancer de mama e que, por sua vez, repercutem diretamente na identificagdo
de novas ferramentas diagndsticas, prognosticas e terapéuticas.

Nesse contexto, tem se observado a emergéncia de novos biomarcadores para essa
doenca; isto ¢é, substancias que podem ser medidas experimentalmente e que indicam o
funcionamento normal, patoldgico ou a reposta frente a agentes farmacoldgicos em um dado
organismo. A identificagdo de mutag¢des dos genes BRCA-1 e BRCA-2, a superexpressao da
oncoproteina Her-2 por imunoistoquimica (IHQ) ou por hibridizacao “in situ” por fluorescéncia
(FISH) e o surgimento de painéis de risco genéticos para o ciancer de mama representam
exemplos de biomarcadores com potencial prognostico, preditivo e capazes de nortear a escolha
de tratamentos mais personalizados e eficazes para o cancer de mama.

Contudo, as estratégias para o rastreamento e para o diagnostico do cancer de mama
sofreram poucas alteragdes ao longo do tempo. Atualmente, a mamografia permanece como
exame padrdo ouro para o rastreio do cancer de mama entre mulheres a partir dos 40 anos de
idade e naquelas com risco aumentado para o cancer de mama hereditario. Outros métodos
diagnosticos como a ecografia e a ressonancia nuclear magnética das mamas sao considerados
complementares a mamografia e tém, em geral, elevado custo.

No que tange ao diagnostico dessa neoplasia, tanto para os casos identificados pelo
rastreamento ou a partir da presenga de sinais e/ou de sintomas da doenca, a biopsia tecidual
acrescida do exame anatomopatologico e IHQ constituem as técnicas mais utilizadas,
atualmente.

Destarte, faz-se necessario o desenvolvimento de pesquisas capazes de desenvolver e
de testar novos métodos com potencialidade diagnéstica, prognostica e preditiva para o cancer
de mama que agreguem caracteristicas de factibilidade, sensibilidade, especificidade,
reprodutibilidade e de baixo custo.

Nesse contexto, inlimeras moléculas tém sido identificadas e testadas como potenciais
biomarcadores diagnosticos, prognosticos, preditivos e terapéuticos para os mais diversos tipos
de cancer. Dentre essas, destacam-se os microRNAs (miRNAs), pequenas espécies de acido
ribonucleico (RNA) presentes no tecido tumoral e na circulagdo de pacientes com cancer e que,

frequentemente, encontram-se desreguladas nessa populagao.
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Existe uma vasta quantidade de artigos cientificos a explorarem e a ratificarem o
potencial de inimeros miRNAs como biomarcadores para o cancer de mama, sobretudo
diagnosticos e progndsticos. Contudo, existe uma grande variabilidade quanto a identificagdo e
a selecao dos miRNAs mais sensiveis e especificos para os diversos tipos de cancer e, também,
quanto a metodologia de isolamento dessas moléculas no tecido tumoral e nos fluidos
corporeos, sobretudo no soro e no plasma.

Ademais, escassos sdo os estudos que comparam, na mesma publicagdo, a expressao de
certos grupos de miRNAs no tecido tumoral e circulantes. A expressdo concordante de uma
dada molécula no tecido tumoral e circulante favorece e corrobora sua validagdo como potencial
biomarcador diagnostico e/ou prognostico.

Assim, o propdsito da presente tese foi analisar a presenca e o grau de expressao dos
miRNA-21, miRNA-155 e do miRNA-195 — descritos na literatura, separadamente, como
biomarcadores muito promissores para o diagnostico e para o prognostico do cancer de mama
—no tecido tumoral e no soro de pacientes com diagnostico histopatolégico de cancer de mama,
através da técnica de reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (QRT-PCR),
no intuito de compreender como essas moléculas se comportam numa coorte de mulheres do
nordeste brasileiro e, a partir dos resultados obtidos, agregar conhecimento e novas perspectivas

de aplicabilidade pratica desses miRNAs .



15

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O CANCER DE MAMA

2.1.1 Aspectos epidemiologicos

O cancer de mama corresponde a neoplasia mais comum entre as mulheres e,
anualmente, estima-se uma média de 2,1 milhdes de casos novos da doenga em todo o mundo
(FERLAY etal., 2019). No Brasil, o nimero de novos casos dessa doenga previsto para o biénio
2018-2019, segundo o Instituto Nacional de Cancer — INCA, foi de 59.700 por ano, com risco
estimado de 56,3 casos para cada 100.000 mulheres (Figura 1). Na regido Nordeste do pais,
estimam-se 11.860 novos casos para esse mesmo periodo, dos quais 2.680 referem-se ao estado
de Pernambuco (Figura 2), onde a grande maioria dos casos diagnosticados se concentram na

capital do Estado (MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

Figura 1 — Distribuicdo da incidéncia de casos novos de cincer no Brasil no biénio 2018/2019.

Localizacao Primaria Casos Localizacao Primaria Casos

Prostata 68.220 31,7% Homens Mulheres ~ Mama Feminina 59.700 29,5%

Traqueia, Bronquio e Pulmao 18.740 8,7% - Colon e Reto 18.980 9,4%

Célon e Reto 17.380 8,1% y Colo do Utero 16.370 8,1%

Estémago 13.540 6,3% \ Traqueia, Bronquio e Pulmao  12.530 6,2%

Cavidade Oral 11.200 5,2% / Glandula Tireoide 8.040 4,0%

Esédfago 8.240 3,8% { Estomago 7.750 3,8%

Bexiga 6.690 31% “ Corpo do Utero 6.600 3,3%

Laringe 6.390 3,0% Ovério 6.150 3,0%

Leucemias 5.940 2,8% Sistema Nervoso Central 5.510 2,7%

Sistema Nervoso Central 5.810 2,7% \‘ Leucemias 4.860 2,4%

*Nameros arredondados para mltiplos de 10.

Fonte: Incidéncia de cancer no Brasil (MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

A taxa de mortalidade por cancer de mama ajustada pela populacdo mundial apresenta
uma curva ascendente e representa a primeira causa de morte por cancer na populagao feminina

brasileira, com 13,68 6bitos/100.000 mulheres em 2015 (MINISTERIO DA SAUDE, 2017).
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Figura 2 — Taxas brutas de incidéncia para o Estado de Pernambuco no biénio 2018/2019.

Prostata 3 =

Traqueia, Bronquio e Pulmio Homens 2 Mulheres

Cdlon e Reto 72
Estomago 1

Cavidade Oral n -,J”

Laringe 0ol

Estado

Bexiga a3 Estado

20
& B capita

Sistema Nervoso Central Capital

Leucemias

Esofago u

Linfoma ndo Hodgkin
Pele Melanoma
Glandula Tireoide 2
Linfoma de Hodgkin
Corpo do Utero
Ovario

Colo do Utero

Mama Feminina

160,00 140,00 120,00 100,00 8000 60,00 4000 2000 000 2000 4000 6000 80,00 10000 12000 140,00 160,00

Taxa Bruta
*Valores por 100 mil habitantes.

Fonte: Incidéncia de cancer no Brasil (MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

Apesar de apresentar uma relacdo de risco familiar bem estabelecida, somente 25% dos
novos casos diagnosticados de cancer de mama estdo associados a um histérico familiar
positivo para essa doenca. A ocorréncia de sindromes hereditarias para o cancer de mama
relacionadas a mutagdes de genes especificos (BCRA1, BCRA2, p53, ATM, CHEK2, PTEN,
MLH1, MSH2, PALB?2) gira em torno de 5 a 10% de todos os casos de cancer de mama e inclui,
via de regra, mulheres com forte historico familiar dessa doenga e mais jovens ao diagnodstico
(ROSENSTOCK; HORTOBAGYT, 2016).

Percebe-se, portanto, que a maior parte dos novos casos de cancer de mama sio
considerados esporadicos por ndo guardarem relagdo de risco com mutagdes genéticas
especificas e conhecidas. Para esse grupo sdo reconhecidos outros fatores de risco, tais como:
obesidade; ocorréncia de menarca precoce e de menopausa tardia; nuliparidade; primeira
gravidez apds 30 anos de idade; uso de anticoncepcionais orais e de terapia de reposi¢ao

hormonal em mulheres na menopausa (ROSENSTOCK; HORTOBAGYT, 2016).
2.1.2 Rastreamento e diagnostico precoce
Nas ultimas décadas, houve uma grande evolug¢do no conhecimento sobre o cancer de

mama, sobretudo no que concerne a melhor compreensdo dos mecanismos moleculares

envolvidos na génese, na proliferagdo e na disseminagdo dessa doenga. Contudo, pouco se
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evoluiu no que tange aos métodos de rastreamento dessa doenca (SMITH; DUFFY; TABAR,
2012).

A mamografia ainda ¢ considerada o exame padrdo-ouro para o diagnostico precoce do
cancer de mama, sobretudo se realizada entre mulheres apds os 40 anos de idade. Recente
metanalise demonstrou que a realiza¢ao desse exame como método de rastreio para o cancer de
mama resulta em uma redu¢do de mortalidade por essa doenca da ordem de 20% (NELSON et
al., 2012).

No Brasil, desde 2004, adotou-se um programa nacional de rastreamento do cancer de
mama para mulheres com mais de 50 anos. Pretendia-se, dessa forma, realizar o diagndstico
mais precoce, em estdgios mais iniciais dessa doenca e, consequentemente, reduzir a taxa de
mortalidade, haja visto que as chances de cura sdo tdo maiores quanto em estdgios mais iniciais
o cancer de mama for detectado (GEBRIM; QUADROS, 2006).

Contudo, recente levantamento da rede nacional de registro hospitalar de cancer,
realizado por dos-Santos-Silva et al. (2019) com 247.719 mulheres, apontou que o percentual
de pacientes diagnosticadas com cancer de mama em estdgio avangado alcancava 40% e
compreendia, predominantemente, mulheres da raca negra e com baixa escolaridade.
Argumentaram, ainda, os autores que a ado¢do da mamografia de rastreio para o cancer de
mama, no Brasil, teve pouco impacto na detec¢do da doenga em estagios iniciais e em redugao
da mortalidade cancer especifica.

No Brasil, pais de dimensdes continentais e com graves problemas de acesso ao Sistema
Unico de Satide — SUS, muitas mulheres com indicagdo para a realizagio da mamografia de
rastreamento ndo conseguem realiza-lo ou, quando conseguem, tém dificuldade para realizar a

bidpsia e iniciar o tratamento especifico da doenga (AZEVEDO E SILVA et al., 2014).

2.1.3 Diagnoéstico do cancer de mama

Seja diagnosticado por rastreio, através da mamografia ou identificado a partir da
percepcao de sinais e/ou sintomas da doenga, como: palpagdo de nédulos na mama ou na axila,
inversdo do mamilo, descarga sanguinolenta pelo mamilo e alteragdes da pele; o cancer de
mama requer confirmacdo diagnostica a partir da obtencao de fragmento tumoral por bidpsia
por agulha grossa guiada por ultrassonografia (core biopsy); por bidpsia excisional, em que
toda a lesdo suspeita ¢ retirada através de um procedimento cirtirgico e por bidpsia incisional,
na qual somente um fragmento do tumor ¢ removido também através de procedimento cirurgico

(BALARO; GOMES; KESTELMAN, 2013).
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Assim, diante da suspeita clinica ou radiologica de um cancer de mama, faz-se mister a
obtencao de fragmento tecidual para que se realize, idealmente em laboratorios de referéncia e
antes da exposi¢do a qualquer modalidade de tratamento, a confirmag¢@o do subtipo histologico
e a quantificagdo da expressdo imunoistoquimica de alguns biomarcadores que fornecerdo
informagdes acerca do prognoéstico da doenga e que norteardo a escolha do tratamento mais
apropriado, ap6s a defini¢cdo do estadiamento da doenca e do subtipo molecular (KATZ et al.,

2017).

2.1.4 Patologia do cancer de mama

Do ponto de vista histopatologico, as neoplasias mamarias podem ser classificadas em
ndo invasivas (carcinomas in situ) e invasivas. Os carcinomas ductal e lobular in situ
representam uma proliferacao celular atipica restrita a unidade tibulo-lobular da mama. J4 os
tumores invasivos da mama sdo classificados entre os tipos especiais e ndo especiais. Os
carcinomas invasivos da mama do tipo ndo especial, anteriormente denominados carcinomas
ductais infiltrantes, sdo assim denominados por ndo possuirem achados morfolégicos
especificos a microscopia e representam cerca de 70 a 80% dos casos (SINN; KREIPE, 2013).

Os carcinomas do tipo especial da mama correspondem a 20 a 30% dos céanceres de
mama invasivos. Destes, cerca de 10 a 15% dos casos sdo representados pelo carcinoma lobular
invasivo (CLI), estando os demais tipos representados pelas seguintes neoplasias: adenoide
cistica, mucinosa, medular, papilifera, neuroendocrina e epidermoide. Linfomas, sarcoma
phyllodes e angiossarcomas, apesar de acometerem a mama, ndo sdo considerados tipos
histologicos tipicos de cancer de mama (SINN; KREIPE, 2013).

E importante ressaltar que, quando da avaliagio histopatolégica da peca cirtrgica,
descrevam-se, também: o grau de diferenciagdo tumoral, que varia de tumores bem
diferenciados (grau I) a tumores indiferenciados (grau 1V); a presenga de invasdo de vasos
sanguineos e/ou linfaticos; a auséncia ou a presenga de infiltragdo linfocitaria peritumoral e o
estado das margens cirurgicas como livres ou comprometidas. Todos esses achados
correspondem a biomarcadores prognosticos para o cancer de mama e sdo, costumeiramente,
levados em consideragdo quando do planejamento do tratamento sistémico das pacientes com
cancer de mama (FITZGIBBONS et al., 2000).

Ap6s a confirmacao do tipo histologico do cancer de mama, deve-se proceder a andlise
imunoistoquimica (IHQ) tecidual da expressao de receptores de estrogénio, de progesterona, da

oncoproteina Her-2 e do indice de proliferagdo celular Ki-67. A identifica¢do dessas moléculas
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permitiu que, posteriormente, a observacdo meramente clinica de que o cancer de mama
correspondia a uma doenca extremamente heterogénea quanto a sua evolugdo fosse traduzida
em subgrupos fenotipicos bem caracterizados quanto a sua expressao génica, a sua apresentacao
clinica, ao seu progndstico, bem como a resposta a diferentes estratégias terapéuticas (WANG
etal., 2011).

Atualmente, sdo conhecidos cinco subgrupos moleculares do cancer de mama. Os
tumores luminais A e B se caracterizam pela expressao IHQ de receptores de estrogeno e/ou de
progesterona associados a diferentes indices quantitativos de proliferagdo celular descritos
através do Ki-67 (Quadro 1). Os tumores que apresentam alta expressdo da oncoproteina Her-
2 pela IHQ ou pelo FISH denominam-se Her-2 superexpressos. Quando ndo ha expressao das
moléculas de receptores de estrogeno, de progesterona e do Her-2, define-se este subgrupo
como cancer de mama triplo negativo. Caso haja positividade para a oncoproteina Her-2 e para
os receptores de estrogénio e/ou de progresterona, define-se o subtipo molecular luminal B Her-

2 positivo ou luminal hibrido (GOLDHIRSCH et al., 2011; FALATO et al., 2016).

Quadro 1 — Definicio dos subtipos moleculares do cincer de mama pela classificacio de Saint
Gallen.

Subtipos moleculares ER e PR HER-2 Ki-67
Luminal A ER e/ou PR (+) HER-2 (-) Ki-67 < 14%
Luminal B ER e/ou PR (+) HER-2 (-) Ki-67 > 14%
Luminal B HER-2 (+) ER e/ou PR (+) HER-2 (+) Qualquer Ki-67
HER-2 enriquecido ER e PR (-) HER-2 (+) Qualquer Ki-67
Triplo negativo ER e PR (-) HER-2 (-) CK5/6 (+) ou EGFR (+)

ER — receptor de estrogeno, PR — receptor de progesterona, HER-2 — oncoproteina HER-2, Ki-67 — antigeno Ki-
67 de proliferacdo celular, CK5/6 — citqueratinas 5/6, EGFR — receptor do fator de crescimento do epitélio.
Fonte: Goldhirsch et al. (2011).

Mais recentemente e no sentido de se estratificar ainda mais a condugdo clinica de
pacientes com cancer de mama, t€ém surgido inumeras publica¢des a explorarem o papel de
diversas moléculas como potencias biomarcadores para essa doenca. Entre eles, destacam-se a
pesquisa de células tumorais circulantes no sangue, que tem apresentado resultados conflitantes
na literatura quanto ao valor prognodstico desse achado; a presenga de DNA tumoral circulante,
que tem sido relacionado a resisténcia a certas drogas como os inibidores de aromatase, por
exemplo; e, finalmente, a varios microRNAs (miRNAs ou miRs) circulantes que representam
sequéncias de RNA ndo-codificantes e que participam da regula¢do génica pos-transcricional

em quase todos os processos celulares (BERTOLI et al., 2015).
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Contudo, pouco se tem evoluido, efetivamente, na identificacdo de métodos de rastreio
e de diagndstico moleculares para o cincer de mama capazes de representar uma
complementacdo ou alternativa aos métodos de imagem tradicionais para o diagnostico da
doenga, sobretudo, a mamografia. Ademais, faz-se necessaria, ainda, a pesquisa de novos
biomarcadores progndsticos e preditivos de resposta aos mais diversos tratamentos, capazes de

melhor nortearem o planejamento terapéutico e os desfechos clinicos dele obtidos.

2.1.5 O estadiamento do cincer de mama

O estadiamento clinico do cancer de mama consiste na realizagdo de anamnese e do
exame fisico da paciente e na solicitagdo de exames complementares que permitirdo analisar o
tamanho do tumor, a extensdo de acometimento dos linfonodos regionais e a presenca, ou nao,
de metastases a distancia (KATZ et al., 2017).

A oitava edi¢do do manual de estadiamento do cancer TNM do American Joint
Committee on Cancer leva em consideracio a combina¢do dos aspectos anatomicos
anteriormente citados (T: tamanho do tumor, N: extensdo de acometimento de linfonodos
regionais € M: presenca de metéstases a distancia) e dos fatores progndsticos (RE: receptor de
estrogeno, RP: receptor de progesterona e Her-2) para estratificar as pacientes entre estagios
que variam de 0 a IV e em que se parte da auséncia de doenga invasiva até a presenca de
metastases a distancia, respectivamente (BRIERLEY et al., 2016).

Como parte do estadiamento, deve-se proceder uma avaliacdo laboratorial simples, com
a solicitacdo de hemograma completo, painel metabdlico hepatico e renal, além de célcio e de
fosfatase alcalina que, quando alterados em pacientes assintomaticos, podem sinalizar um
possivel acometimento 0sseo metastatico. As pacientes que se apresentam com tumores nao
palpaveis, sem bidpsia que confirme a malignidade da lesdo e sem sinais sugestivos de
metastases devem ser estadiadas, via de regra, apds o tratamento cirtrgico definitivo. No caso
de mulheres que se apresentem com tumores maiores que dois centimetros, com carcinoma
inflamatoério da mama ou com acometimento de linfonodos regionais, deve-se solicitar exames
de imagem que incluem: tomografias do térax e do abdome, cintilografia ¢ssea ou PET-CT
oncologico (KATZ et al., 2017).

A documentag¢do da extensao locorregional da doenga deve se dar através da solicitagdo
de mamografia bilateral, de ultrassonografia das mamas e das axilas e, em casos selecionados,

de ressonancia nuclear magnética (RNM) das mamas (LIMA, 2019).
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2.1.6 O tratamento do cincer de mama

Ao longo das ultimas décadas houve avango significativo no tratamento do cancer de
mama. Destacam-se a utilizacdo de técnicas cirirgicas menos mutiladoras; a pesquisa do
linfonodo sentinela que, ao possibilitar a preservacdo dos linfonodos axilares, reduziu a
ocorréncia do linfedema pos-cirurgico, sequela que muito compromete a qualidade de vida das
pacientes; e, também, o emprego de técnicas de radioterapia mais direcionadas ao leito tumoral
e com menor irradiacdo aos tecidos vizinhos, o que reduziu a toxicidade dessa intervengao
terapéutica (KATZ et al., 2017).

O tratamento do cancer de mama pode ser conduzido com intuito curativo ou paliativo.
No primeiro, observar-se-ao intervencdes que poderdo ser realizadas antes ou ap6s o tratamento
cirargico, sendo chamadas de neoadjuvante ou de adjuvante, respectivamente. Quando se
objetiva o controle da doenca e a melhoria da qualidade de vida, tem-se entdo o tratamento
paliativo (KATZ et al., 2017).

E importante ressaltar que nos casos de tratamento neoadjuvante; isto ¢, aqueles que sdo
realizados anteriormente ao tratamento cirargico definitivo, quando ocorre um total
desaparecimento de neoplasia invasiva na avalia¢do histopatologica da pega ciriirgica da mama
e da axila, diz-se que se obteve uma resposta patologica completa (RPC). A ocorréncia desse
tipo de resposta corresponde a um importante fator de bom prognoéstico e também de predi¢ao
da necessidade de se oferecer, ou ndo, tratamento sistémico complementar adjuvante,
traduzindo-se, portanto, em ganho potencial de sobrevida global (BERRUTI et al., 2014;
CORTAZAR etal., 2014; MASUDA et al., 2017; VON MINCKWITZ et al., 2019).

Ressalta-se, ainda, que o aumento do arsenal de quimioterapicos disponiveis para tratar
o cancer de mama; e, principalmente, a descoberta de alvos terapéuticos especificos como os
receptores de estrogénio e de progesterona, do receptor tipo 2 do fator de crescimento do
epitélio humano (Her-2) e do fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF), contribuiram
de forma bastante expressiva para a melhoria dos desfechos de sobrevida e de qualidade de vida
associados a essa doenca. A identificacdo desses biomarcadores, associados a vias especificas
de sinalizagdo para a carcinogénese, traduziu-se no emprego de drogas capazes de bloquear
esses alvos de maneira efetiva e com menos efeitos adversos, a exemplo do tamoxifeno e dos
inibidores da aromatase, do trastuzumabe e do bevacizumabe, respectivamente (HARRIS et al.,
2016; O’SHAUGHNESSY, 2005).

Mais recentemente, Schmid et al. (2018) descreveram, pela primeira vez, o beneficio da

utilizagdo de imunoterapia com atezolizumabe associado a quimioterapia com nab-paclitaxel,
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em termos de ganho em sobrevida livre de progressao, para pacientes com cancer de mama
triplo-negativo metastatico que apresentavam positividade do biomarcador PD-L1 no exame

imunoistoquimico do tumor.

2.2 BIOMARCADORES DIAGNOSTICOS E PROGNOSTICOS PARA O CANCER DE
MAMA

Durante o surgimento e a progressao do cancer, diversas moléculas sofrem alteragdes
significativas em sua estrutura ou expressao, capazes de lhes conferir o papel de potenciais
biomarcadores de significado clinico e que podem ser representados por células tumorais
circulantes, acidos nucleicos, glicoproteinas, anticorpos, enzimas, metabolitos e aptameros, por
exemplo (JAYANTHI; DAS; SAXENA, 2017).

Essas moléculas, uma vez identificadas, podem representar biomarcadores com
potencial diagnostico, afetas a detec¢@o da doenga; prognostico, quando inferem caracteristicas
da evolucdo e do desfecho da doenga; ou preditivas, neste caso, relacionadas a obtencdo de
resposta terapéutica ou de resisténcia a um dado tratamento (VISHNOI; RANI, 2017).

Sobretudo no que diz respeito ao diagndstico e ao prognostico do cancer, percebe-se a
premente necessidade do desenvolvimento de técnicas analiticas sensiveis, especificas, custo-
efetivas e de uso ambulatorial. Destarte, os miRNAs tém atraido muita atencdo da comunidade
cientifica ao representarem ferramentas dotadas de bom desempenho analitico e de medida em

tempo real (JAYANTHI; DAS; SAXENA, 2017).

2.3 OS miRNAs

2.3.1 A biogénese dos miRNAs

Os miRNAs sdo pequenos fragmentos de cadeia unica de RNA ndo codificadores de
moléculas e compostos por cerca de 19 a 23 nucleotideos em sua extensdo, que controlam a
expressdo génica em diversos processos fisiologicos. Dessa forma, eles exercem um papel
importante na regulagao pos-transcricional da expressao génica em uma vasta gama de sistemas
biolégicos (VISHNOI; RANI, 2017).

Desde a sua descoberta, em 1993, em espécie de nematddeo denominada

Caenorhabditis elegans, tém-se identificado moléculas de miRNAs em células eucarioticas de
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todas as espécies (VISHNOI; RANI, 2017). Em seres humanos, j& foram descritos mais de 2500
miRNAs maduros como integrantes do genoma humano e admite-se que eles regulem,
aproximadamente, 60% de todas as proteinas codificadas por genes (HAMAM et al., 2017).

Os miRNAs sdo sintetizados no nticleo a partir dos introns de genes codificadores de
proteinas do genoma do hospedeiro (Figura 3). A transcri¢ao ¢ mediada pela RNA polimerase
II/III e, entdo, origina-se 0 miRNA primario (pri-miRNA) que, tdo logo formado, ¢ convertido
pela RNase III endonuclease Drosha em uma molécula com cerca de 70 nucleotideos de
extensdo em forma de grampo de cabelo, chamada de pre-miRNA. Na sequéncia, o pre-miRNA
¢ transferido ao citoplasma pela exportina-5 e, apds exposicdo a endoribonuclease Dicer, sua
alca ¢ clivada dando origem a uma estrutura em dupla-fita composta pelo miRNA e miRNA-
antisense. Apos degradacdo do componente “antisense”, o miRNA maduro, com cerca de 22
nucleotideos, ¢ incorporado no complexo silenciador induzido pelo RNA (RISC) que, por sua
vez, liga-se a0 mRNA com pareamento completo ou parcial de suas bases. Havendo pareamento
completo, 0o mRNA ¢ degradado e, quando parcial, ocorre supressdo da tradug¢do de proteinas
(HAMAM et al., 2017; PIMENTEL et al., 2014; VISHNOI; RANI, 2017).

Além de serem detectados em ambiente intracelular dos mais variados tecidos, os
miRNAs podem ser encontrados em diversos fluidos corpéreos como sangue, urina, saliva,
liquor, s€men e leite materno (CORTEZ et al., 2011). No meio extracelular, os miRNAs podem
circular ligados a complexos ribonucleoproteicos ou a lipoproteinas de alta densidade (HDL).
Podem também ser liberados da célula em vesiculas lipidicas, microvesiculas, exossomos e
corpos apoptoticos (HAMAM et al., 2017).

Ao se ligarem as estruturas moleculares anteriormente descritas, sobremaneira aos
exossomos, os miRNAs podem participar da regulacdo homeostatica de um dado organismo ao
mediarem comunicac¢do célula a célula, onde os exossomos contendo miRNAs originarios de
uma célula de origem sdo incorporados por endocitose a uma outra célula (CHEN et al., 2012).
Ademais, adquirem estabilidade ao se tornarem protegidas da acdo de RNases presentes nos
mais diversos fluidos corporais o que, por conseguinte, pode lhes conferir um longo tempo de
meia-vida circulante. No plasma, por exemplo, a meia-vida dos miRNAs pode variar de cinco

a oito dias. (GANTIER et al., 2011).
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Figura 3 — Biogénese e maturacio do microRNA.
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Transcrigdo do pri-miRNA (miRNA primario) e conversdo ao pre-miRNA (pré-microRNA) pela
endoribonucleasoe Drosha. Transporte do pre-miRNA ao citoplasma pela exportina-5 onde ocorre maturagido do
miRNA mediado pela endoribonuclease DICER. Estabilizagdo do miRNA através de sua ligacdo ao complexo
de silenciamento induzido por RNA (RISC) e sua ligagcdo a0 mRNA (RNA-mensageiro) onde exerce sua fungao.
Fonte: Hamam et al. (2017).

Isto posto, percebe-se que os miRNAs, ao atuarem na regulagdo génica pds-
transcricional de inimeras proteinas e por assumirem um importante protagonismo no controle
de diversas fungdes celulares, incluindo-se diferenciacdo celular, proliferagdo e apoptose,
podem sofrer desregulacdo em sua biogénese e funcdo quando da ocorréncia de diversos
processos patologicos como doenca de Parkinson, deméncia de Alzheimer, diabetes, obesidade,

doencas cardiovasculares e cancer (VISHNOI; RANI, 2017).

2.3.2 Os miRNAs e o cancer
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Inumeros mecanismos podem participar de génese do cancer e, consequentemente,
desregular a sintese de diversos miRNAs: amplificagdo do DNA, delecdes e/ou mutacdes
relacionadas a um certo /oci do miRNA e alteragdes epigenéticas, por exemplo. Como resultado
dessas alteracdes, pode-se ter aumento ou supressdo dos niveis teciduais e/ou circulantes de
miRNAs especificos que, uma vez desregulados, podem atuar favorecendo ou suprimindo a
manifestagdo de um dado tipo de cancer (HAMAM et al., 2017; SVORONOS; ENGELMAN;
SLACK, 2016).

Assim, os miRNAs sdo considerados reguladores criticos da expressdo génica e, no
cancer, assumem relevante interface ao mediarem processos afetos a oncogénese, aos
mecanismos de metéstases e de resisténcia a tratamentos antineoplésicos especificos. Caso
atuem como oncogenes, favorecendo a expressao fenotipica do cancer, os miRNAs podem ser
classificados como oncomiRs e, em geral, estdo superexpressados no tecido tumoral e na
circulagdo. Sdo exemplos de oncomiRs: os miRNAs 21 e 155. Caso atuem como genes
supressores tumorais, dificultando o surgimento de células neoplésicas - como os miRNAs 15a
e 16-1 - sdo classificados como miRNAs supressores tumorais e, em geral, encontram-se
quantitativamente reduzidos (SVORONOS; ENGELMAN; SLACK, 2016).

Calin et al. (2002) demonstraram, pela primeira vez, a relacdo entre miRNA e cancer
em humanos. Em seus experimentos, observaram que os genes que transcreviam o miRNA-15
e 0 miRNA-16 estavam localizados no cromossomo 13q14, regido frequentemente deletada em
cerca de dois tercos dos pacientes com leucemia linfocitica cronica de células-B.
Posteriormente, outros estudos apontaram que existe uma nitida diferenciagdo na expressao de
varios miRNAs entre células normais e neoplasicas e que sdo percebidos perfis de expressao
ou de supressdo de miRNAs especificos para diferentes tipos de neoplasias malignas (CALIN;
CROCE, 2006).

Contudo, o fato de um dado miRNA mostrar-se com niveis aumentados ou suprimidos
no tecido tumoral e/ou na circulagdo nao indica, necessariamente, que ele esteja implicado em
alguma via da carcinogénese. Torna-se necessario, entdo, que se avalie a forma de interacdo
com o mRNA-alvo, o resultado em termos de expressdo de proteinas e, também, sua relagdo
com mutagdes dos genes que os transcreveram (KENT; MENDELL, 2006).

Para que um miRNA seja caracterizado como oncomiR ou como miRNA supressor tumoral
¢ necessario que coexistam, pelo menos, quatro condigdes: a demonstracao de desregulagdo do
miRNA em diversos tipos de cancer; a demonstra¢do de delecdo, amplificagdo ou de mutagao
que implique em ganho ou perda de fun¢do do miRNA; a comprovacdo em modelos

experimentais da promog¢ao ou da supressdo de vias especificas da carcinogénese e, por fim, a
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identificagao dos alvos carcinogénicos especificos alterados a partir da desregulagdo do miRNA
(KENT; MENDELL, 2006).

Destarte, dispde-se de robusto corpo de evidéncia cientifica a demonstrar a existéncia
de diferentes perfis de expressdao de miRNAs entre os mais variados tipos de cancer quando
comparados aos seus correspondentes tecidos normais. Ademais, ¢ importante destacar que,
além de assumirem um papel de biomarcadores diagndsticos para diversos tipos de cancer, os
diferentes perfis de miRNAs também permitem estabelecer relagdes de prognostico e predigao
de resposta a intervengdes terapéuticas especificas, conforme demonstrado no Quadro 2

(CALIN; CROCE, 2006; PICHLER; CALIN, 2015; CHAKRABORTY; DAS, 2016).

Quadro 2 — Exemplos de estudos que apontaram miRNAs como biomarcadores diagnésticos,
rognosticos e preditivos de resposta a drogas.

Propésito MiRNAC(s) Tipo de cincer | Amostra Referéncia
Rastreio Painel 13 miRNAs (miR-Test) Pulmao Soro Montani et al
(2015)
Diagnostico | Painel 24 miRNAs Rim Tecido Spector et al.
(2013)
Diagnéstico | Painel 3 miRNAs (miR-21, miR- | Pulmao Escarro | Xing et al. (2015)
31 e miR-210)
Diagnéstico | Painel 8 miRNAs (miR-106a, | Pulmao Tecido Gilad et al. (2012)
miR-125a-5p, miR-129-3p, miR-
205, miR-21, miR-29b, miR-375 ¢
miR-7)
Diagnéstico | Painel 5 miRNAs (miR-30a, miR- | Mama Plasma Fang et al. (2018)
30e, miR-152, miR-192 ¢ miR-
221)
Diagnéstico | Painel 64 miRNAs Cancer de sitio | Tecido Meiri et al. (2012)
primario
desconhecido
Diagnostico | Painel 48 miRNAs Cancer de sitio | Tecido Rosenfeld et al.
primario (2008)
desconhecido
Prognoéstico | miR-224 Colorretal Tecido Ling et al. (2015)
Prognoéstico | miR-200a Colorretal Tecido Pichler et al
(2014)

Continua
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Conclusao
Propésito MiRNAC(s) Tipo de cincer | Amostra Referéncia
Prognostico | Let-71, miR-10b, miR-885-5p Colorretal Tecido Hur et al. (2015)

Prognostico | miR-155 Linfoma Células Igbal et al. (2015)

Preditivo miR-212 Cabeca e | Tecido Hatakeyama et al.
pescogo (2010)

Preditivo Sitio de ligacdo Let-7 no gene | Colorretal Tecido e | Zhang et al
KRAS sangue (2010)

Fonte: Pichler e Calin (2006); Fang et al. (2018)

A utilizagdo de miRNAs para o diagnostico de cancer ja encontra aplicabilidade pratica
no que concerne ao diagnostico do local de origem entre pacientes com canceres de sitio
primério desconhecido. Meiri et al. (2012) descreveram a validacdo de um painel de 64
miRNAs capaz de identificar 42 tipos de tumor primario, através do método de microarranjo.
Neste estudo, os autores obtiveram uma sensibilidade de 85% apds analise de 509 amostras
cujos tumores primarios eram conhecidos e uma concordancia de 88% com 52 casos de tumores
de sitio primario desconhecido, utilizando-se como referéncia teste anterior com 48 miRNAs
identificados por qRT-PCR.

A despeito dos resultados promissores da utilizacdo de miRNAs como biomarcadores
diagnosticos, prognosticos, preditivos e, também, como potenciais alvos terapéuticos,
percebem-se alguns obstaculos a sua utilizagdo na pratica clinica. O primeiro deles, refere-se
ao fato de que a grande maioria dos resultados sdo obtidos através da andlise de coortes
retrospectivas e de banco de dados; dessa forma, sujeitos a vieses de selecao. Outro empecilho
reside na grande heterogeneidade intratumoral da distribuig¢do de moléculas, inclusive de
miRNAs que pode implicar em erros de interpretacdo e na reprodutibilidade dos testes

(PICHLER; CALIN, 2015).

2.4 OS miRNAs E O CANCER DE MAMA

Conforme anteriormente descrito, as ferramentas para o diagnostico precoce do cancer
de mama in vivo incluem, basicamente, a mamografia e a ultrassonografia das mamas. Contudo,
existem algumas limita¢des técnicas relacionadas a acuracia dos métodos como a densidade das

mamas e a detec¢ao de calcificagdo, por exemplo. A ressonancia nuclear magnética das mamas
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tem sido proposta como modalidade complementar ao diagnostico dessa doenga, embora ainda
apresente limitagdes quanto a sua sensibilidade e ao alto custo.

Atualmente, na pratica clinica dos consultérios de oncologia, tém sido empregados
alguns testes genéticos para o cancer de mama baseados em analise do mRNA para auxilio
diagnostico, prognostico e na tomada de decisdo terapéutica, sobretudo no que tange a
prescricdo ou ndo de quimioterapia para as pacientes. S3o eles: o PAMS50, baseado na
tecnologia NanoString; o MammaPrint, o Oncotype-DX e o EndoPredict, baseados na
tecnologia do qRT-PCR (FAYANIJU; PARK; LUCCI, 2018).

A despeito desses avancos, o diagnostico precoce do cancer de mama ainda requer a
utilizacdo de testes desagradaveis e invasivos o que, de certa forma, limita a sua aplicabilidade.
Nesse sentido, o isolamento e a caracterizagdo de miRNAs circulantes como biomarcadores
com potencial diagndstico para essa doenga representariam uma estratégia menos invasiva e,
talvez, mais especifica para o rastreio e para o diagndstico precoce do cancer de mama
(BERTOLI et al., 2015).

E sabido que entre os mais variados tipos de cAncer ocorre uma desregulagdo na
expressao de miRNAs especificos que podem estar superexpressados ou suprimidos, seja no
tecido tumoral ou circulantes. A utilizacdo do método de microarranjos tem permitido
identificar sequéncias de miRNAs que se encontram alteradas nos mais variados tipos de cancer
(LU et al., 2005).

Diversos estudos tém procurado identificar entre os miRNAs, aqueles que mais se
encontram desregulados em pacientes com cancer de mama, quer no tecido tumoral ou
circulantes em fluidos corpéreos como o soro e o plasma, e, também, aqueles dotados de maior
especificidade para o diagnostico dessa doenga. No mesmo sentido, busca-se ainda identificar
0 mecanismo carcinogenético relacionado a cada miRNA desregulado.

Iorio et al. (2005) demonstraram a existéncia de um perfil de expressdo de miRNAs
diferente entre o tecido mamario normal e o neoplasico. Apds analisarem 76 amostras teciduais
de cancer de mama, observaram que os miRNAs 121b, 21, 145 e 155 apresentavam-se
superexpressados em comparagdo com o tecido mamario normal.

A medida em que se aumentava o namero de miRNAs envolvidos na patogénese das
mais variadas doengas e que se descobria o seu sequenciamento, fun¢do, alvos envolvidos,
ligagdes com proteinas e mutagdes associadas, tornava-se necessario o surgimento de
abordagens de bioinformatica para o processamento e o arquivamento dessas informagdes. Sdo
exemplos desses repositorios: o mirBase, relacionado @ nomenclatura e ao sequenciamento; o

mirTarBase, concernente aos alvos dos miRNAs; o mirCancer € o SomamiR, referentes as
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associacdes com os tipos de cancer, as vias da carcinogénese envolvidas e com as mutacdes
germinativas ou somaticas relacionadas (MOORE; WINKJER; TSEN, 2015).

Bertoli et al. (2015) realizaram uma revisao dos estudos que apontavam certos miRNAs,
identificados em tecido tumoral, sangue, plasma ou no soro, como biomarcadores diagndsticos,
prognosticos e preditivos de resposta a tratamentos especificos para o cancer de mama. Na
sequéncia, estabeleceram uma relagdo entre cada miRNA desregulado e as vias da
carcinogénese envolvidas, conhecidas como marcas do cancer, e descritas por Hanahan e
Weinberg (2011). A Figura 4 demonstra a marcas do cancer e os respectivos miRNAs a elas
associados.

A despeito da identificagdo, cada vez maior, de miRNAs com expressdo aberrante em
tecidos e/ou circulantes em diversos fluidos corporais, percebe-se uma grande discrepancia
entre as assinaturas de miRNA descritas (BERTOLI et al., 2017). Isso, provavelmente, reflete
a heterogeneidade intrinseca das variantes clinicas, patoldgicas e moleculares do cancer de
mama.

Recentemente, Grimaldi e Inconorato (2019) realizaram uma revisdo sistematica para
analisar o papel diagndstico dos miRNAs circulantes em pacientes com neoplasia maligna da
mama levando em consideracdo suas especificidade e consisténcia de expressdo no tecido e no
sangue. Motivados pela grande heterogeneidade das assinaturas de miRNAs com potencial
diagnostico para o cancer de mama publicadas até entdo e, consequentemente, pela dificuldade
de incorporagdo na pratica clinica dos miRNAs como biomarcadores diagndsticos dessa
doenga, eles analisaram o banco de dados do Human miRNA Disease Database (HMDD v3.0),
repositorio de miRNAs associados ao desenvolvimento e progressao de inimeras doengas, € 0s
estudos publicados no PubMed, no sentido de identificarem os miRNAs com potencial de

compor uma ferramenta diagndstica ttil na pratica clinica.
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Figura 4 —- miRNAs biomarcadores para cincer de mama e marcas do cincer.
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Fonte: Bertoli et al. (2015).

Nessa revisdo, eles selecionaram 163 miRNAs associados ao cancer de mama para
serem analisados quanto a sua especificidade em relagdo a todas as patologias humanas. Os
miRNAs 21, 155, 223, 146a, 126 ¢ 145 foram os miRNAs associados ao cancer de mama mais
inespecificos haja visto sua desregulacdo em vdrias outras doengas. Apds analisarem os estudos
que propunham uma assinatura diagnostica de pelo menos trés miRNAs, ou autores
identificaram a sobreposi¢cdo de 12 miRNAs entre os estudos: 10b, 16, 21, 24, 29a, 107, 145,
155, 195, 200c, 222 e 373 (GRIMALDI; INCONORATO, 2019).

Ademais, vale ressaltar que somente 19 estudos (Tabela 1) analisaram a expressao de
miRNAs desregulados no tecido tumoral e na circulagdo (sangue, soro ¢/ou plasma). O miRNA-
21, a despeito de sua nao-especificidade, foi apontado como o biomarcador diagnostico mais
validado entre os estudos e superexpresso no tecido tumoral e na circulagdo. O miRNA-155
acompanhou o mesmo padrdo identificado para o miRNA-21. Os miRNAs-195 e 145
apresentaram-se superexpressos na corrente sanguinea e os resultados de suas expressdes nos
tecidos tumorais foram divergentes. Contudo, ao miRNA-195 foi auferida maior especificidade
para o diagndstico do cancer de mama (GRIMALDI; INCONORATO, 2019; HENEGHAN et
al., 2010).
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Tabela 1 — Descricdo de miRNAs analisados no tecido e na corrente sanguinea no mesmo estudo.

Amostra miRNAs Concordancia Pacientes (N) Método Referéncia
analisados
Soro miR-21, miR- Sim 68: tumor RT-qPCR Wang et al
155, miR-106a, 68: soro CM (2010)
miR-126, miR- 40: soro-controles
199, miR-335
Soro miR-122 Sim 25: tumor SOLiD Wu et al
63: soro CM sequecing/  (2012)
50: soro-controles RT-qPCR
20: soro DMB
Soro miR-15b, miR- Sim 32: tumor LNA RT- Chan et al
16, miR-17, 32: soro CM PCR human (2013)
miR-25, miR-93, 22: soro-controles miRNA
miR-107, miR- 132: soro CM panels
185, miR-199a- 101: soro-controle (Exiqon)/
5p RT-qPCR
Soro miR-21, miR-92a Sim 48: tumor RT-pPCR Yang et al
100: soro CM (2016)
20: soro-controle
Soro miR-205, miR- Sim 48: tumor Microarray Liu et  al
155 100: soro CM Chip/ RT- (2013)
10: soro-controle  qPCR
Soro Let-7¢ Sim 90: soro CM RT-gqPCR Lietal. (2015)
64: soro-controle
Soro miR-182 Sim 3: tumor RT-qPCR Wang et al
46: soro CM (2013)
58: soro-controle
Soro miR-21, miR- Sim 85:tumor RT-qPCR Thakur et al.
221, miR-210, 85: soro CM (2016)

let7a, miR-195,
miR-145

85: soro-controle
15: DMB
15: soro DMB

Continua
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Continuagdo
Amostra miRNAs Concordancia Pacientes (N) Método Referéncia
analisados
Soro miR-195: soro, Nao 96: tumor RT-gqPCR Cecene et al
miR-195 tumor 96: soro CM (2016)
12: soro-controle
Soro miR-139 Sim 74: tumor RT-pPCR Dai et al
18: soro CM (2017)
10: soro-controle
Soro miR-21-5p, Sim 409: tumor RT-gPCR Yuetal. (2018)
miR-21-3p, miR- 87: tecido
99a-5p mamario
113: soro CM
47: soro-controle
Plasma miR-181a, miR- Nao 11: tumor TacMan McDermott et
652, miR-223 54: plasma CM human al. (2014)
(plasma)/ miR- 56: plasma- miRNA
181a, miR-652 controle arrays/ RT-
(tumor) qPCR
Plasma miR-505-5p, Parcialmente 122: tumor LNA-based Matamala et al.
miR-125b-5p, 11: tecido miRNA (2015)
miR21-5p, miR- mamario microarrays
96-5p (plasma)/ 83: plasma CM
miR21-5p, miR- 26: plasma-
96-5p, miR-505- controle
5p, miR-125b-5p
(tecido)
Plasma miR-21, miR- Parcialmente 89: tumor RT-qPCR Markou et al.
146a, miR-210 30: tecido nao- (2016)
(plasma)/ miR- tumoral
21, miR-146a, 55: plasma CM
miR-200c, miR- 20: plasma-
210 (tumor) controle

Continua
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Continuagado
Amostra miRNAs Concordancia Pacientes (N) Método Referéncia
analisados
Plasma miR-145, miR- Sim 5: tumor TagMan Ngetal. (2013)
451 245: plasma CM  Array
155: plasma- Human
controle miRNA
Panels A
and B/ RT-
qPCR
Plasma Let-7, miR-195 Nao In silico (TGCA) miScript Qattan et al
(plasma)/ database miRNA (2017)
Let-7, miR-195 57: plasma- CM PCR Array/
(tumor) luminal RT-gqPCR
36: plasma CM
triplo-negativo
33: plasma-
controle
Plasma miR-105, Sim In silico RT-qPCR Lietal. (2017)
miR93-3p (Metabric)

database/  GEO
dataset

13: tumor triplo-
negativo

13: tecido
mamario

12: tumor ndo-
triplo negativo

74: plasma CM
triplo negativo

12: plasma-
controle

44: plasma CM
ndo-triplo

negativo

Continua
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Conclusdo
Amostra miRNAs Concordancia Pacientes (N) Método Referéncia
analisados

Plasma e miR-106a-5p e Sim 200: plasma CM  RT-qPCR Lietal. (2018)
Soro miR-20b-5p 200: plasma-

controle

204: soro CM

202: soro-controle

32: tecido

mamario
Sangue miR-195 Sim 65: tumor RT-qPCR Haneghan et al.
total 83: sangue, soro ¢ (2010)

plasma CM

44: sangue, soro e

plasma-controle

miRNAs em negrito estdo superexpressos e os demais, suprimidos. CM: cancer de mama. DMB: doenga mamaria
benigna.
Fonte: adaptado de Grimaldi e Inconorato (2019)

A relacdo da expressdao de varios miRNAs, quer no tecido tumoral ou circulante, com
variaveis clinico-patoldgicas que, atualmente, sdo utilizadas para predizer o melhor ou pior
comportamento bioldgico do cancer de mama permite atribuir um potencial prognéstico a esses
biomarcadores (LOWERY et al., 2008).

Nesse sentido, o microRNA-21 tem sido o a molécula mais estudada e sua
superexpressdo tem sido associada a sobrevidas livre de doenga e global reduzidas, a maior
acometimento linfonodal regional e a estdgios mais avan¢ados da doenca ao diagndstico inicial.
Outros miRNAs como o0 miRNA-210 e o miRNA-9, também superexpressos, relacionam-se a
recidivas precoces e pior sobrevida, de maneira andloga a descrita para o miRNA-21
(NASSAR; NASR; TALHOUK, 2017).

Em sentido contrario, os miRNAs 30 e let-7b quando superexpressos, quer no tecido
tumoral ou circulante em soro e plasma, associam-se a tumores menos agressivos, em estagios
mais precoces, com menor acometimento linfonodal regional e melhores sobrevidas livre de
doenga e global (ABOLGHASEMI et al., 2019).

Percebe-se, portanto, que os miRNAs representam uma classe promissora de moléculas

capazes de serem traduzidas em ferramentas diagnosticas ndo-invasivas para o cancer e para
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tantas outras doengas. Permitem, ainda, que se estabelecam relagdes com o prognoéstico, com a
predicdo de resposta a certos tratamentos e, também, podem representar alvos para o tratamento

do cancer e de outras patologias.

2.5 0S METODOS DE DETECCAO DOS miRNAs

Os miRNAs circulantes sdo considerados estdveis por natureza: no soro, ndo sao
degradados por RNase e outras condi¢des como pH alto ou baixo, armazenamento prolongado,
aumento de temperatura e varios ciclos de descongelamento (CHAKRABORTY; DAS, 2016).

Os niveis de miRNAs circulantes sdo geralmente baixos e podem ser influenciados pelo
tipo de amostra e pelo método de extragdo do RNA. Apesar de todos os fluidos corporais
poderem conter miRNAs circulantes, sdo utilizados com maior frequéncia o soro e o plasma.
Nesse sentido, ¢ importante frisar que a hemolise ¢ capaz de afetar a quantidade de miRNA
circulante e, dessa forma, amostras com hemolise evidente devem ser excluidas. Ademais,
levando-se em consideragdo que os miRNAs encontram-se ligados a proteinas, em corpos
apoptoticos ou em exossomos, nos processos de extragdo de miRNA, devem-se escolher
aqueles capazes de remover todo RNA presente na amostra, como o reagente TRIzol e as
técnicas baseadas em coluna (HAMAM et al., 2017).

Virios métodos sdo descritos para a deteccdo de miRNAs e todos eles sdo dotados de
vantagens e desvantagens. O método do qRT-PCR ¢ amplamente utilizado e ¢ considerado um
método altamente sensivel e que requer uma quantidade de entrada de miRNA muito pequena.
Contudo, ¢ capaz de detectar uma quantidade limitada, cerca de 700, de miRNAs especificos.
As plataformas de microarranjos t€ém como vantagem a capacidade de identificar um grande
nimero de miRNAs simultaneamente e de, também, requererem uma pequena quantidade de
entrada dessas moléculas. Sua desvantagem inclui a incapacidade de identificar miRNAs ndo
catalogados (KROH et al, 2010; REMACLE; HAMELS; LONGUEVILLE, 2006).

Ja o sequenciamento de nova geragdo permite a deteccdo de miRNAs ja catalogados e
de novas moléculas de miRNA; entretanto, necessita de uma quantidade bem maior de material
de entrada e gera uma quantidade enorme de dados que, para anélise, requerem o uso de
ferramentas de andlise de bioinformatica complexas. Por fim, a plataforma NanoString
nCounter apresenta a vantagem de poder detectar a exata quantidade de coOpias de varias
espécies de miRNA na amostra biologica utilizada, através do emprego de tecnologia de codigo
de barras molecular digital. Todavia, somente ¢ capaz de identificar cerca de 800 miRNAs por

amostra (GIT et al., 2010; MESTDAGH et al., 2014).
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Pelos motivos supracitados, a escolha de que método selecionar dependera do tipo de
amostra, da pergunta que se pretende responder, da disponibilidade de equipamentos e da

quantidade de recursos disponiveis.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o nivel de expressdao dos miRNA-21, miRNA-155 e miRNA-195 no tecido tumoral e
no soro de mulheres com diagnostico de neoplasia maligna da mama em relagdo aos seus

controles saudaveis.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1 Verificar o nivel de expressao dos miRNA-21, miRNA-155 ¢ miRNA-195 no tecido
tumoral e no soro de mulheres com diagndstico de cancer de mama e submetidas, ou ndo, a
quimioterapia neoadjuvante em rela¢do aos seus controles saudaveis.

3.2.2 Correlacionar o nivel da expressdo tecidual e sérica dos miRNA-21, miRNA-155 e
miRNA-195 com varidveis clinico-patologicas do cancer de mama, a saber: tamanho do tumor,
estadiamento TNM, grau histopatoldgico do tumor, subgrupo molecular do cdncer de mama e

acometimento linfonodal axilar.
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4. RESULTADOS
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Resumo

Introducio: O cancer de mama corresponde a neoplasia maligna mais frequente entre as
mulheres e, no Brasil, ¢ diagnosticado em estagios mais avangados da doenga. Diversos
miRNAs encontram-se desregulados no tecido tumoral e nos fluidos corporais e tém sido
apontados como biomarcadores com potencial diagnostico, prognostico e também de predigao
de resposta a determinado tratamento. Objetivo: Analisar a expressdo dos miRNA-21 e
miRNA-195 no tecido tumoral e no soro de mulheres brasileiras com diagnostico de cancer de
mama e correlaciona-las com a resposta a quimioterapia neoadjuvante e com variaveis
clinicopatologicas dessa doenga. Método: A expressdo dos miRNA-21 e miRNA-195 foi
avaliada por qRT-PCR em fragmentos de tecido tumoral e no soro de mulheres com diagnéstico
de cancer de mama e comparadas com amostras bioldgicas correspondentes de controles
saudaveis. Estabeleceu-se, entdo, correlagdo da expressdo dessas moléculas com exposicao a
quimioterapia neoadjuvante e com as seguintes variaveis clinicopatologicas: tamanho tumoral,
estadiamento TNM, grau histopatologico, subgrupo molecular da doenga e acomentimento
linfonodal axilar. Resultados: Foram observados niveis aumentados da expressao do miRNA-
21 e suprimidos da expressao do miRNA-195 no tecido tumoral das pacientes com cancer de
mama, independentemente da exposicdo prévia a quimioterapia. Nao houve diferenga
significativa na expressdo dos miRNA-21 e miRNA-195 no soro das pacientes com cancer de
mama em relacdo aos controles. A correlagdao da expressao tecidual dos miRNA-21 e miRNA-
195 com as varidveis clinicopatoldgicas analisadas acompanhou, em linhas gerais, 0 mesmo
padrdo observado dessas moléculas para todo o grupo de pacientes com cancer de mama:
superexpresso € suprimido, respectivamente. Conclusdo: O miRNA-21 e o miRNA-195 se
mostraram significativamente desregulados no tecido tumoral das pacientes com cancer de
mama, independente de tratamento prévio com quimioterapia. Nao houve diferenga
significativa na expressdo desses miRNAs no soro das pacientes doentes em comparacio aos
seus controles. Assim, o papel de biomarcadores diagnosticos e/ou prognosticos dessas
moléculas no soro de pacientes com cancer de mama nao pode ser confirmado, a0 menos neste
estudo.

Palavras-chave: Cancer de mama. miRNA-21. miRNA-195. tecido tumoral. Soro.

Introduciao
O cancer de mama corresponde a neoplasia mais comum entre as mulheres e,

anualmente, estima-se uma média de 2,1 milhdes de casos novos da doenga em todo o mundo
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(FERLAY etal., 2019). No Brasil, o nimero de novos casos dessa doenga previsto para o biénio
2018-2019, segundo o Instituto Nacional de Cancer — INCA, foi de 59.700 ao ano, com risco
estimado de 56,3 casos para cada 100.000 mulheres (MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

A despeito dos inumeros avangos obtidos nas ultimas décadas, sobretudo no que tange
a melhor estratificagdo das pacientes de acordo com caracteristicas oncogenéticas do cancer de
mama e, consequentemente, ao desenvolvimento de estratégias terapéuticas especificas para
cada subgrupo, ainda se carece do aperfeicoamento de ferramentas mais custo-efetivas para o
diagnoéstico da doenca. Ademais, torna-se necessario investigar novos biomarcadores que,
aliados aos parametros clinicopatologicos convencionais, sejam capazes de identificar
subgrupos de pacientes com pior prognodstico e de predizerem maiores beneficios a modalidades
terapéuticas especificas (CHEN; WANG, 2014).

Os microRNAs, ou miRNAs, sdo pequenas moléculas de RNA formadas por 19 a 23
nucleotideos capazes de regular a expressdo génica em um nivel pos-transcricional e, dessa
forma, exercerem um importante papel de controle da fisiologia celular a medida que atuam em
processos como metabolismo, proliferacdo e diferenciagdo celulares, além de apoptose
(VICHNOI; RANI, 2017). Dessa forma, a desregulacdo da expressao de miRNAs tem sido
associada a um amplo espectro de patologias como doengas autoimunes, doenga de Parkinson,
deméncia de Alzheimer, diabetes, obesidade, doencas cardiovasculares ¢ cancer (SHAH;
HUTCHINSON; KAKAR, 2009).

Existem um robusto corpo de evidéncias cientificas de que os miRNAs encontram-se
desregulados em pacientes com os mais variados tipos de cancer e que podem se mostrar
superexpressos e promovendo vias especificas da carcinogénese, sendo denominados
“oncomiRs” ou suprimidos, atuando como supressores tumorais, no tecido tumoral ou em
diversos fluidos corporais como sangue, urina, saliva, suor, liquor, sémen e leite materno. Os
miRNAs circulam nesses fluidos ligados a vesiculas lipidicas ou exossomos, o que lhes confere
estabilidade ao lhes proteger da agdo de RNases (CALIN; CROCE, 2006; CORTEZ et al., 2011;
GANTIER et al., 2011).

Muitos estudos tém sido conduzidos no intuito de identificar a expressdo anormal de
miRNAs circulantes em pacientes com cancer de mama (CHAN et al., 2013; HAMAM et al.,
2017; MISHRA et al., 2015; NASSAR et al., 2017). Contudo, a identificacao de assinaturas de
miRNAs circulantes associadas ao cancer de mama nao tem se traduzido em aplicabilidade na
pratica clinica por conta da extensa heterogeneidade na selegdo dos miRNAs mais adequados,
em termos de sensibilidade e de especificidade, para compor potenciais pain€is diagndsticos

e/ou progndsticos; das caracteristicas genéticas das populacdes estudadas; do sexo; da idade;
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de caracteristicas metabolicas e dos desafios metodoldgicos relacionados a reprodutibilidade
dos testes (GRIMALDI; INCONORATO, 2019).

Em recente revisdo, Grimaldi e Inconorato (2019) avaliaram o papel dos miRNAs
descritos como biomarcadores diagndsticos levando em consideragdo suas validades clinicas e
nivel de expressdo consistentemente desregulado entre tecido tumoral e sangue. Concluiram,
entdo, que o miRNA-21-5p figura entre os miRNAs mais validados para composicao de painéis
diagnosticos para o cancer de mama, mostrando-se superexpresso no tecido tumoral e no
sangue, porém com limitado potencial discriminatério entre essa doenca e outras neoplasias
malignas. J& o miRNA-195 foi apontado, nesta revisdo, como um dos miRNAs mais especificos
e, portanto, capaz de diferenciar o cancer de mama de outras neoplasias malignas e de lesdes
benignas da mama.

O microRNA-21-5p corresponde a um dos microRNAs mais superexpressos em cancer
de mama, tanto no tecido tumoral quando circulante no sangue, e ¢ capaz de inibir varios genes
supressores tumorais como, por exemplo, o PTEN e o PDCD-4. Dessa forma, atua promovendo
o crescimento tumoral, a capacidade de invasdo e de metastase (HAMAM et al., 2017).
Ademais, em metandlise conduzida por Wu et al (2015), apontou-se esse miRNA como
biomarcador efetivo para o reconhecimento precoce de varios tipos de cancer em estagio inicial.

O miRNA-195, considerado um miRNA supressor tumoral, corresponde a uma
molécula que atua em produtos do gene BCL2 — que regula a apoptose celular — e que foi
apontada como biomarcador circulante de maior especificidade para o diagnostico de cancer de
mama, sobretudo quando analisado em combinagdo com a expressdo do microRNA-155.
Ademais, existe certa controvérsia na literatura acerca da expressdo dessa molécula no soro e
no plasma, onde esse miRNA ¢ relatado como superexpresso, em alguns estudos, e suprimido
em outros (CECENE et al., 2016; HENEGHAN et al., 2010; QATTAN et al., 2017).

O objetivo do presente estudo foi avaliar o nivel da expressdo dos miRNA-21-5p e
miRNA-195-5p no tecido tumoral e no soro de uma coorte de mulheres brasileiras com o
diagnostico de cancer de mama, submetidas ou ndo a quimioterapia neoadjuvante e, também,

de correlaciona-las a algumas caracteristicas clinicopatoldgicas da doenga.

Pacientes e Métodos

Aspectos éticos

Todas as mulheres participantes deste estudo concederam autorizacdo escrita mediante

assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) para a utilizagdo de suas
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amostras bioldgicas para os objetivos descritos nesta pesquisa, que foi submetida a apreciagdo
e aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do Hospital do Cancer de
Pernambuco (CAAE: 75061717.3.0000.5205). Foram seguidos os preceitos da Resolugdo 466
de 12 de dezembro de 2012 do Conselho Nacional de Saude e os termos descritos na Declaragdo

de Helsinki.

Composicao da amostra

Foram incluidas 55 pacientes portadoras de cancer de mama e submetidas a tratamento
cirurgico com intuito curativo no Hospital do Cancer de Pernambuco, entre os meses de maio
e julho de 2018. Ressalta-se que 28 dessas 55 mulheres foram submetidas a quimioterapia
neoadjuvante com protocolos de tratamento selecionados a critério do médico oncologista
assistente.

Os critérios de inclusdo neste estudo foram: idade maior que 18 anos, comprovacao
histopatologica de neoplasia maligna da mama e estadiamento Tumor-Linfonodo-Metéstase
(TNM) entre os estadios I a III, inferindo uma doenga localizada. Os critérios de exclusdo
consistiam em diagndstico prévio de neoplasia malignas, de doengas neurologicas
degenerativas (deméncia de Alzheimer e doenca de Parkinson) e de doengas autoimunes, além
da presenca de hemolise macroscopica no soro.

As caracteristicas clinicopatologicas e sociodemograficas das pacientes incluidas no
estudo foram armazenadas em banco de dados gerenciado pelo pesquisador principal. O
estadiamento do cancer de mama foi realizado utilizando-se os critérios descritos na 8* edi¢ao
do American Joint Committee on Cancer TNM (GIULIANO; EDGE; HORTOBAGYI, 2018)
e os subgrupos moleculares do cancer de mama foram definidos de acordo com as
caracteristicas imunoistoquimicas afetas a expressdo de receptores de estrogénio, de
progesterona, da oncoproteina Her-2 e do indice de proliferagdo celular Ki-67 (GOLDHINSCH
etal., 2011). Nos casos duvidosos para a expressao imunoistoquimica do Her-2, langou-se mao
da andlise da amplificagdo dessa molécula através da técnica de hibridizacdo in situ por
fluorescéncia (FISH).

O grupo controle foi representado por fragmentos de tecido mamadrio saudavel de nove
mulheres, sem relato de comorbidades clinicas, submetidas a cirurgia plastica para fins estéticos
em hospitais privados da cidade do Recife e pelo soro de 12 mulheres saudaveis, voluntarias e

colaboradoras do Hospital do Cancer de Pernambuco.
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Coleta e processamento do material bioldgico

Uma amostra simples de SmL de sangue das mulheres com diagnostico de neoplasia
maligna da mama e também dos individuos do grupo controle foi coletada em tubo de ensaio
para sorologia VACUETTE® 8mL com ativador de codgulo e com gel separador 16x100
(Greiner Bio-One Pré-analitico, Americana-SP, Brasil). Ap6s coletado, deixou-se o sangue
coagular a temperatura ambiente por 30 minutos. Na sequéncia, o sangue foi centrifugado por
10 min, a 5000rpm em temperatura ambiente. O soro resultante foi entdo armazenado em
freezer -80°C, em duas aliquotas de ImL em microtubos de centrifugacdo do tipo Eppendorf.

Imediatamente apds o procedimento cirtrgico, realizavam-se incisdes na pega cirurgica
no intuito de identificar o tumor ou o seu leito tumoral (no caso de tumores que haviam
desaparecido macroscopicamente apos tratamento sistémico neoadjuvante). Entdo, retirava-se
um fragmento tecidual de, no minimo, 0,5x0,5cm que era alocado em tubo plastico hidrofébico
contendo 1mL de solugdo para preservagio de acidos nucleicos, RNAlater™ (Qiagen). Esse
material foi estocado em freezer -20°C por até 72h e, posteriormente, armazenado em freezer -

80°C em microtubos de centrifugacao do tipo Eppendorf.

Extracao do RNA do soro

O RNA dos soros das mulheres incluidas no estudo foi isolado com a utilizagdo do kit
miRNeasy Mini (Qiagen) de acordo com as especificagdes do fabricante. Na sequéncia, os
RNAs foram quantificados no espectrofotometro NanoDrop® ND-1000 (NanoDrop) e tratados
com 2U de Ambion® DNase (Life Technologies) para um volume de 50uL, em observancias

as recomendacoes do fabricante.

Extracao do RNA tecidual

Ap6s descongelado, 50 a 100mg do tecido tumoral eram fragmentados com lamina de
bisturi e colocados em tubo de 15mL ao qual se acrescentou ImL de TRIzol® (Invitrogen, Life
Technologies) e, em seguida, foram homogeneizados no homogeneizador Polytron. Apods
incubacdo em temperatura ambiente por cinco minutos, acrescentou-se 0,2mL de cloroférmio
para cada 1mL de TRIzol® utilizado e agitou-se o tubo, vigorosamente, no vortex por 15

segundos. Apds incubagdo a temperatura ambiente por cinco minutos, o material foi
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centrifugado a 12000xg por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante incolor foi transferido para um
novo tubo, ao qual se adicionou 0,5mL de isopropanol. Esta solu¢do ficou incubada em
temperatura ambiente por 10 minutos e, posteriormente, foi centrifugada a 12000xg a 4°C. O
sobrenadante resultante foi descartado de modo a se obter o pellet de RNA no tubo e, em
seguida, acrescentou-se 1mL de etanol 75% e agitou-se a solu¢do no vortex por 15 segundos.
Esse passo foi repetido mais uma vez para garantir que o RNA estivesse livre de contaminagao
com os reagentes usados na extragcdo. Apos a segunda lavagem com etanol 75%, o sobrenadante
foi desprezado e o tubo ficou sobre a bancada aberto por alguns minutos para a secagem do
pellet. O RNA foi, entdo, diluido em 30uL de 4gua tratada com DEPC (Dietil pirocarbonato —
Sigma) e, posteriormente, armazenado em freezer a — 80°C. A quantificagdo do RNA foi feita

no espectrofotometro NanoDrop® ND-1000 (NanoDrop).

Sintese de cDNA e expressdo génica

Ap0s a extragdo do RNA, foi realizada a quantificagdo e avaliagdo da pureza utilizando-
se o espectofotdmetro Nanodrop ND 1000 (Thermo Fisher Scientific, USA). O RNA total foi
estocado em freezer -80°C para uso posterior. A sintese de cDNA dos miRNAs foi realizada a
partir de 10ng de material utilizando-se o0 TagMan™ MicroRNA Reverse Transcription Kit
(Applied Biosystems, USA) e 5X RT Primer respectivos (miR-21-5p: Assay ID _000397; miR-
195-5p: Assay ID_ 000494; miR-16-5p: Assay ID 000391; RNU6B: Assay ID_ 001093)
seguindo as instru¢des do fabricante. A reacdo de sintese de cDNA foi realizada em um
termociclador Veriti (Applied Biosystems, USA) cujo programa de ciclagem foi 16°C por 30
minutos seguidos de 42°C por 30 minutos, 85°C por 5 minutos e 4°C de hold.

Todas as amostras foram submetidas a andlise da expressdo génica através da
quantitative Real Time PCR analysis (QRT-PCR) com o sistema TagMan. A reagdo foi
realizada utilizando TagMan™ Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, USA), sonda
20X e agua Milli-Q para um volume final de 10ul. As condigdes de amplificacdo foram
realizadas de acordo com instru¢des do fabricante e cuja ciclagem se processou da seguinte
forma: 50°C por 2 minutos e 95°C por 10 minutos, para ativa¢do enzimatica, seguidos por 45
ciclos de 95°C por 15 segundos (desnaturagdo) e 60°C por um minuto (anelamento e extensao).
Todas as amostras foram analisadas em triplicata utilizando-se a plataforma ABI 7500 (Applied
Biosystems, USA). O Cycle quantification (Cg) utilizado para todas as andlises foi 0.5 e os

niveis relativos dos miRNAs alvos (miR-21-5p e miR-195-5p) foram normalizados pela
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expressao do microRNA-16 e snRNA RNUG6B para as amostras de tecido e microRNA-16 para

ey , -AA
as amostras de soro utilizando o método de 27229,

Processamento de dados e analise estatistica

Os valores da quantificacdo de ciclos ou Cycle quantification (Cq) dos miRNAs-alvo
foram subtraidos dos valores de Cq dos controles endogenos (microRNA-16 e RNU6B), dando
origem ao ACq. Na sequéncia, calculou-se 0 AACq através da subtragdo do valor do ACq de
cada amostra e da diferenga das médias dos Cq do controle endégeno e de cada miRNA
analisado. A etapa de normalizagio foi realizada de acordo com o 2~**“¢ (LIVAK e
SCHIMITTGEN, 2001). Os valores expressados sdo representados como valor do AACq em
uma escala /log2. Utilizou-se, ainda, um método quantitativo absoluto para comparacdo dos
grupos a partir da média dos valores absolutos dos Cq dos miRNAs analisados. O procedimento
de analise dos dados foi realizado no ambiente R (versdo 3.1.1). A andlise estatistica foi
realizada a partir da utilizacdo de um teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney U Test com um
nivel de significancia estatistica de p<0,05.

A normalidade dos dados foi avaliada através do teste de Shapiro-Wilk e a variagdo de
homogeneidade entre os grupos pelo teste de Levene. As variaveis numéricas foram
apresentadas como média + desvio padrdo e as varidveis categoricas, como frequéncias
relativas. A comparacdo entre os grupos foi realizada utilizando-se o modelo linear
generalizado. Quando se verificou significancia estatistica, estabelecida como valor de p<0.05,
realizou-se uma analise post hoc para comparagdes simples e correcdo de Bonferroni para

multiplas comparagdes.

Resultados

As caracteristicas clinicas e patoldgicas das pacientes com cancer de mama incluidas no
estudo estdo descritas na Tabela 1.

A média de idade das 12 mulheres que compuseram o grupo controle do soro foi de
46.8+4.3 anos. No que tange aos controles teciduais, a média de idade foi de 37.8+2.4 anos. E
importante destacar para fins de andlise dos dados que na distribuicdo dos subgrupos
moleculares do cancer de mama, foram consideradas como Her-2 positivas 10 pacientes com

tumores luminais hibridos e duas pacientes com tumores com Her-2 amplificado.
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Houve a exclusdo de cinco amostras de soro nas quais se observou hemolise
macroscopica: duas amostras de pacientes com tumores Luminais A, duas amostras Luminais
B e uma amostra Luminal hibrido. Realizou-se, entdo, andlise da expressdo relativa dos
miRNA-21-5p e miRNA-195-5p nas 50 amostras de soro restantes (24 do grupo sem exposi¢ao
a quimioterapia e 26 do grupo submetido a esse tratamento) e nos seus 12 controles sadios
correspondentes. Utilizaram-se como genes de referéncia o RNU6B e o microRNA-16.
Contudo, as curvas correspondentes ao RNU6B no soro se mostraram inconsistentes e, muitas
vezes, indetectdveis. Dessa forma, utilizou-se 0 miRNA-16-5p como unico normalizador

enddgeno para todas as analises realizadas nas amostras de soro.

Tabela 1 — Caracteristicas clinicas e patolégicas das pacientes com cincer de mama.

Varidveis Todos sQTNA QTNA
(n=55) (n=27) (n=28)
Média + desvio-padrao
Idade (anos) 54,2+1,9 54,3+2.8 48,14£2,1 0,001
Tamanho patoldgico do tumor (cm) 3,44+0,31 4,00+0,44 2,89+0,41 0,087
Tamanho clinico do tumor (cm) 4,67+0,31 3,56+0,37 5,75+0,43 <0,001
Frequéncia n (%)
Tipo histolégico 0,589
Carcinoma tubular 2 (3,6) 2(3,7) -
CINE 50 (91) 25(92,6) 27 (96,4)
Carcinoma lobular infiltrante 3(54) 2(3,7) 1(3,6)
Subgrupos moleculares 0,216
Luminal A 7(12,7) 6 (22,2) 1(3,6)
Luminal B 28 (50,9) 12 (44,5) 16 (57,1)
HER-2 12 (21,8) 5(18,5) 7 (25,0)
Triplo negativo 8 (14,6) 4 (14,8) 4(14,3)
Estadiamento TNM 0,002
Estadio I 9(16,4) 8 (29,6) 1(3,6)
Estadio II 29 (52,7) 16 (59,3) 13 (46,4)
Estadio III 17 (30,9) 3(1L1D) 14 (50,0)
Grau histopatolégico 0,338
Grau 1 4(8,4) 3(1L1D) 1(4,3)
Grau 2 22 (45,8) 14 (51,9) 9 (39,1)
Grau 3 22 (45,8) 10 (37,0) 13 (56,5)
Linfonodos 0,995
0 35 (63,6) 17 (63,0) 18 (64,3)
la3 14 (25,5) 7 (25,9) 7 (25,0)
>4 6 (10,9) 3(1L1D) 3(10,7)

CINE: carcinoma invasivo ndo especial; CLI: carcinoma lobular infiltrante; QTNA: quimioterapia neoadjuvante;
sQTNA: sem quimioterapia neoadjuvante.
Fonte: Tabela elaborada pelos proprios autores, 2019.

Expressiao tecidual do miRNA-21-5p e do miRNA-195-5p entre pacientes com cancer de

mama e seus controles saudaveis.
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O nivel de expressao tecidual do miRNA-21-5p se mostrou estatisticamente maior no
grupo das pacientes com cancer de mama em relacdo aos seus controles, utilizando-se como
controle endogeno o RNU6B (Figura 1a). Ao se analisar o nivel de expressdo do miRNA-195-
5p, observou-se uma significativa supressdo dessa molécula no tecido tumoral das pacientes

com cancer de mama em comparacao ao grupo controle, utilizando-se como controle endégeno

o miRNA-16-5p (Figura 1b).

Figura 1 — Expressdo dos miRNA-21 e miRNA-195 em tecido tumoral de cincer de mama. a.
Expressao tecidual do miRNA-21. b. Expressio tecidual do miRNA-195.
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Fonte: Proprios autores, 2019.

Expressao tecidual do miRNA-21-5p de acordo com os subtipos moleculares do cancer de

mama e outros fatores progndsticos

A andlise do nivel de expressdao do miRNA-21-5p no tecido tumoral dos diferentes
subgrupos moleculares do cancer de mama demonstrou superexpressdo dessa molécula em
todos os subtipos em comparacao aos seus controles. Esses resultados foram mais marcantes
para os subgrupos HER-2-positivo e Luminal A, nos quais se observou uma expressao relativa
dessa molécula 3.4 vezes superior aquela do grupo controle. Embora entre as pacientes com
tumores triplo-negativos tenha se observado uma expressdo relativa do miRNA-21-5p 2.31
vezes maior que a observada entre os controles, ndo se identificou significancia estatistica
Quando esta mesma analise foi realizada a partir da comparacdo das médias dos valores
absolutos dos Cq, observou-se uma diferenga significante quando a expressao do miRNA-21-
5p para todos os subgrupos moleculares (Tabela 2).

Houve superexpressao dos niveis do miRNA-21-5p para todos os estadgios do cancer de

mama de acordo com a classificagdo TNM, em relacdo ao grupo controle. Ao se comparar os
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diferentes estagios TNM do cancer de mama, utilizando-se a média dos valores absolutos dos
Cq, verificou-se uma diferenca mais pronunciada para o estagio III em comparacdo ao estagio
IT (Tabela 2).

No que tange ao grau histopatoldgico, notou-se uma significativa superexpressao dos
niveis do miRNA-21-5p para os graus histologicos 2 e 3. Quando esta mesma andlise foi
realizada a partir da comparagdo das médias dos valores absolutos dos Cq, identificou-se uma
diferenga significante para todos os graus histolégicos quando comparados ao grupo controle
(Tabela 2)

Quando se comparou o nivel da expressio do miRNA-21-5p de acordo com o
acometimento linfonodal axilar, observou-se no grupo das pacientes com cancer de mama, uma
superexpressao dessa molécula independentemente do status da axila (Tabela 2).

Nao se observou uma correlagdo entre o tamanho do tumor e o nivel de expressdo do

miRNA-21-5p (Figura 2)

Tabela 2 — Expressao do miRNA-21 de acordo com fatores prognésticos do cincer de mama.

Fatores Prognésticos miRNA-21/RNU6B miRNA-21/Cq
Subgrupos moleculares
Controles 1.76+0.50 25.0£1.0
Luminal A 6.03+1.89* 19.6+0.9*
Luminal B 3.60+0.61* 19.6+0.5*
HER-2 6.03%£1.44%* 20.1+0.7*
Triple-negativo 4.07+1.19 18.1+0.8*
0.021 <0.001
Estadiamento TNM
Controles 1.76+0.50 25.0£1.0
Estagio | 4.52+1.28* 19.2+0.8*
Estagio 11 4.33+£0.73* 19.0+£0.4*
Estagio 111 4.99£1.06* 20.6+0.6*F
0.02 <0.001
Grau histolégico
Controles 1.76+0.50 25.0£1.0
Grau 1 4.35+2.11 19.4+1.1*
Grau 2 3.91+0.71* 19.8+0.5*
Grau 3 5.04+0.93* 18.5+£0.4*
0.019 <0.001
Acometimento linfonodal
Controles 1.76+0.50 25.0£1.0
0 5.15+0.78* 19.9+£0.4*
lto3 6.06+£1.51* 18.8+£0.6*
>4 5.34+1.96 18.6+£0.9*
p-valor 0.007 <0.001

Valores apresentados como média + desvio padrdo. *Diferenga significante em relagdo aos controles (p<0.05).
Fonte: Tabela elaborada pelos proprios autores, 2019.
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Figura 2 — Correlacio entre a expressio tecidual do miRNA-21 e o tamanho do tumor.
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Fonte: Proprio autor, 2019.
Expressao tecidual do miRNA-195-5p de acordo com os subtipos moleculares do cincer

de mama e outros fatores progndsticos

A andlise do nivel da expressdo do miRNA-195-5p entre os diferentes subgrupos
moleculares do cancer de mama e seus controles demonstrou a supressdo dos niveis dessa
molécula para todos os subtipos, exceto para o HER-2 positivo. A redugdo do nivel de expressao
dessa molécula foi mais pronunciada entre o subgrupo de pacientes com tumores triplo-
negativos. Ao se analisar o nivel de expressdo dessa molécula entre os subgrupos moleculares,
percebeu-se uma diferenca significante entre os subtipos HER-2-positivo e triplo-negativo
(Tabela 3).

A expressao do miRNA-195-5p entre os diferentes estagios TNM do cancer de mama
revelou-se suprimida para todos os estagios da doenca em comparagcdo ao grupo controle
(Tabela 3). Houve correlacdo entre o tamanho clinico do tumor e a expressao do miRNA-195-
5p (Figura 3).

No que tange ao nivel de expressdo do miRNA-195-5p em relacdo aos diferentes graus
histologicos do cancer de mama, observou-se supressao dessa molécula para todos os graus -
embora tenha sido mais pronunciada para o grau 3 - em relagdo ao grupo controle. Quando se
realizou uma andlise intergrupo, notou-se uma diferenca significante entre os graus 3 e 2
(Tabela 3).

Quando se avaliou o nivel de expressdao dessa molécula de acordo com grau de
acometimento linfonodal axilar, verificou-se uma significante supressio do miRNA-195-5p
para todas as pacientes com cancer de mama em relagdo aos controles, independentemente do

status de acometimento axilar (Tabela 3)
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Figura 3 — Correlacio entre o tamanho clinico do tumor e a expressao tecidual do miRNA-195.

Tabela 3 — Expressao do miRNA-195 de acordo com fatores prognésticos do cancer de mama.
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Fatores progndsticos

miRNA-195/miRNA-16

Subgrupos moleculares
Controles
Luminal A
Luminal B
HER-2
Triple-negativo
p-valor
Estadiamento TNM
Controles
Estagio |
Estagio II
Estagio 111
p-valor
Grau histolégico
Controles
Grau 1
Grau 2
Grau 3
p-valor
Acometimento linfonodal
Controles

0

1.64+0.41
0.56£0.38*
0.44+0 41
0.61%1.40%
0.31:£0.28*
<0.001

1.64+0.41
0.44+0.11*
0.64+0.89*
0.52+0.90*
<0.001

1.6420.41
0.48+0.18*
0.71+£0.11%

0.44+0.70%+

<0.001

1.64+0.41
0.61+0.08*
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Conclusdo
Fatores progndsticos miRNA-195/miRNA-16
1to3 0.50+0.10*
>4 0.50+0.15*
p-value <0.001

Valores apresentados como média + desvio padréo. *Diferenga significante dos controles (p<0.05). fDiferenga
significante do triplo-negativo (p<0.05). fDiferenca significante do Grau 2 (p<0.05).
Fonte: Tabela elaborada pelos proprios autores, 2019.

Expressao tecidual do miRNA-21-5p e do miRNA-195-5p em pacientes com cincer de

mama apos exposi¢io a quimioterapia neoadjuvante

As caracteristicas clinicas das 28 pacientes submetidas a quimioterapia neoadjuvante
estdo descritas na Tabela 1.

A média do tamanho do tumor antes do tratamento quimioterapico foi de 5.75+0.41cm
e de 2.894+0.41cm, no espécime cirurgico. Cinco das 28 pacientes submetidas & quimioterapia
prévia obtiveram resposta patologica completa (RPC) na mama e na axila.

Ao se comparar o nivel de expressdo do miRNA-21-5p entre as pacientes com cancer
de mama que ndo foram expostas a quimioterapia, as que realizaram quimioterapia
neoadjuvante e as que obtiveram RPC, observou-se superexpressao dos niveis dessa molécula
para os dois primeiros grupos em comparagdo ao grupo controle (Figura 4a). Quando esta
mesma andlise foi realizada a partir da média dos valores absolutos dos Cq de cada grupo,
percebeu-se uma diferenga significante entre as pacientes que ndo foram expostas a
quimioterapia e o grupo que recebeu esse tratamento. No grupo tratado, foram observados
maiores valores de Cq (Figura 4b). Outrossim, nenhuma diferenca quanto a expressao do
miRNA-21-5p foi observada entre o grupo da RPC e o grupo controle em ambos os métodos

de comparagdo utilizados (Figura 4a-b).
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Figura 4 — Expressao tecidual do miRNA-21 de acordo com exposi¢io a quimioterapia
neoadjuvante.
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a. Expressdo de miRNA-21 utilizando-se o RNU6B como gene de referéncia. b. Expressdo de miRNA-21
utilizando-se a média dos valores absolutos dos Cq.
sQTNA: sem quimioterapia neoadjuvante; QTNA: quimioterapia neoadjuvante; RPC: resposta patologica
completa.
Fonte: Proprios autores, 2019.

Quando se procedeu a andlise do nivel de expressdo do miRNA-195-5p entre as
pacientes que ndo foram expostas a quimioterapia, as que realizaram quimioterapia
neoadjuvante e as que obtiveram RPC, observou-se uma supressdo dessa molécula para todas
as mulheres com diagnoéstico de cancer de mama em relagdo ao grupo controle. Ademais e de
forma andloga ao descrito para 0 miRNA-21-5p, percebeu-se uma significativa diferenga na
expressao do miRNA-195-5p entre as pacientes que ndo foram expostas a quimioterapia € o
grupo que recebeu esse tratamento e que se apresentaram com niveis mais baixos e mais altos

dessa molécula, respectivamente (Figura 5).

Figura 5 — Expressio tecidual do miRNA-195 de acordo com exposi¢iao a quimioterapia

neoadjuvante.
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Fonte: Proprios autores, 2019.
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Comparacio da expressao sérica dos miRNA-21 e miRNA-195 entre pacientes com cancer

de mama e seus controles saudaveis
A andlise comparativa da expressao sérica dos miRNA-21 e miRNA-195 no soro de
todas as pacientes com diagnostico de cancer de mama demonstrou ndo haver diferenca

significativa em relag¢do aos seus controles saudaveis (Figura 6).

Figura 6 — Expressio sérica dos miRNA-21 e miRNA-195 entre pacientes com cincer de mama.
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a. Expressao sérica do miRNA-195. b. Expressdo sérica do miRNA-21.

Fonte: Proprios autores, 2019.

Expressao sérica dos miRNA-21 e miRNA-195 de acordo com os subgrupos moleculares

da doencga e outras variaveis clinicopatologicas

Quando se analisou a expressdo dos miRNA-21 e miRNA-195 de acordo com os
subgrupos moleculares da doenca, o estadiamento TNM, grau histopatoldgico e acometimento
linfonodal axilar, ndo se observou diferenca significativa entre o soro das pacientes e seus
controles saudaveis (Tabela 4).

Ademais, ndo se observou correlacdo entre o tamanho do tumor e a expressao sérica dos

miRNA-21 e miRNA-195 (Figura 7).

Tabela 4 — Expressio sérica dos miRNA-21 e miRNA-195 de acordo com varaveis
clinicopatoldgicas do cincer de mama.

Fatores progndsticos miRNA-21/miRNA16 miRNA-195/miRNA16
Subgrupos moleculares
Controles 1,10+0,20 2,44+0,38
Luminal A 0,74+0,17 2,17+0,43
Luminal B 0,98+0,12 2,00+0,20

Continua



Conclusao
Fatores progndsticos miRNA-21/miRNA16 miRNA-195/miRNA16
HER-2 1,4240,26 1,83+0,27
Triplo negativo 0,73+0,16 2,48+0,46
p-value 0,093 0,587
Estadiamento TNM
Controles 1,10+0,20 2,44+0,38
Estadio I 0,93+0,20 2,11+£0,37
Estadio 11 0,86+0,10 2,1540,21
Estadio 111 1,30+0,20 1,88+0,24
p-value 0,171 0,640
Grau histopatologico
Controles 1,10+0,20 2,44+0,38
Grau 1 0,75+0,27 1,98+0,61
Grau 2 0,92+0,12 2,18+0,24
Grau 3 1,08+0,14 1,92+0,22
p-value 0,645 0,645
Linfonodos
Controles 1,10+0,20 2,44+0,38
0 1,13+0,12 2,03+0,18
la3 0,73+0,12 2,33+0,32
>4 0,90+0,26 1,43+0,33
p-value 0,158 0,223

Valores sdo apresentado como médiaterro-padrao.
Fonte: Tabela elaborada pelos proprios autores, 2019.

Figura 7 — Correlaciio da expressiio sérica dos miRNA-195 e miRNA-21 de acordo com o
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Expressao sérica dos miRNA-21 e miRNA-195 em pacientes com cincer de mama

expostas a quimioterapia neoadjuvante

Ao se analisar o padrao de expressdo dos miRNA-21 e miRNA-195, levando-se
em consideracdo a exposi¢do prévia, ou ndo, das pacientes com cancer de mama a
quimioterapia neoadjuvante, ndo se observou nenhuma diferenga significativa entre esses

grupos e nem em relacdo aos seus controles saudéaveis (Tabela 5).

Tabela 5 — Expressio dos miRNA-21 e miRNA-195 de acordo com exposiciio a
quimioterapia neoadjuvante.

Controles sQTNA QTNA Controles sQTNA QTNA

Fatores prognésticos miRNA-21/miRNA16 P miRNA-195/miRNA16 P
Subgrupos 0,102 0,296
moleculares

Controles 1,10+0,20 - - 2,44+0,38 - -

Luminal A - 0,77+0,19 - - 1,81+0,37 -

Luminal B - 1,0840,19  0,89+0,14 - 2,4+0,34  1,7140,22

HER-2 - 0,86+0,23  1,8240,41 - 1,83+0,41 1,8240,34

Triplo negativo - 0,84+£0,25  0,62+0,19 - 2,05+0,51  2,92+0,72
Estadiamento TNM 0,395 0,876

Controles 1,10+0,20 - - 2,44+0,38 - -

1 - 0,90+0,21 - - 2,104+0,41 -

11 - 0,81£0,12  0,92+0,17 - 2,07£0,26  2,31+0,34

m - 1,7340,63  1,21+0,20 - 2,02£0,74  1,80+0,25
Grau histopatologico 0,744 0,874

Controles 1,10+0,20 - - 2,44+0,38 - -

1 - 0,75+0,27 - - 1,98+0,61 -

2 - 0,83+0,14  1,05+0,22 - 2,19+£0,32 2,15+0,38

3 - 1,1440,23  1,02+0,19 - 2,00+0,34  1,84+0,28
Linfonodos 0,542 0,420

Controles 1,10+0,20 2,44+0,38 - -

Nenhum - 1,00£0,15  1,12+0,19 - 2,21£027 1,87+0,22

Até 3 - 0,75+0,18  0,71£0,17 - 2,06£0,40  2,61%0,50

Maior ou igual 4 - 1,0240,37  0,73+0,32 - 1,57£0,47 1,22+0,44

sQTNA: sem quimioterapia neoadjuvante; QTNA: quimioterapia neoadjuvante. Valores sdo apresentado
como médiaterro-padrao
Fonte: Tabela elaborada pelos proprios autores. 2019.

Discussao

A amostra de casos de cancer de mama incluida neste estudo reflete, do ponto de
vista clinico-epidemioldgico, a distribuicdo dessa doenga na populacdo brasileira. A

média de idade superior aos 50 anos e a tendéncia a estagios mais avangados da doenca
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ao diagndstico inicial sdo semelhantes as descritas por Dos-Santos-Silva et al (2019) para
mulheres brasileiras usuérias do SUS.

Trata-se, portanto, de mulheres com maior volume tumoral em que 50,9% delas
foram submetidas a quimioterapia neoadjuvante. A ocorréncia de resposta patologica
completa nestas pacientes foi de 17,2%, muito semelhante aos 19% relatados, em
metanalise, para o cancer de mama como um todo e sem diferenciar por subgrupo
molecular (HOUSSAMI et al., 2012).

No que tange as caracteristicas patologicas, a distribui¢do entre carcinomas
invasivos do tipo ndo especial, carcinoma lobular infiltrante e histologias mais raras,
como o carcinoma papilar, ocorreu em alinhamento com aquela descrita para a populagao
geral. Contudo, ao se analisar a disposicdo percentual dos subgrupos moleculares entre
as pacientes incluidas neste estudo, observou-se a ocorréncia do subtipo luminal B em
50,9% dos casos, percentual muito diferente dos 15 a 20% descritos na literatura para esta
populacdo (KATZ et al., 2017).

Pretendia-se com este estudo a elabora¢ao de um painel composto de trés miRNAs
que fosse capaz de representar uma ferramenta diagndstica e também prognoéstica para o
cancer de mama. Optou-se pela sele¢do do miRNA-21-5p e do miRNA-195-5p por ja
terem sido descritos, separadamente, como biomarcadores diagndsticos e prognosticos
para o cancer de mama dotados de boas sensibilidade e especificidade, respectivamente
(GRIMALDI; INCONORATO, 2019).

Os resultados obtidos neste estudo apontam para uma desregulacdo no nivel de
expressao tecidual dos miRNA-21-5p e do miRNA-195-5p. No que tange ao miRNA-21-
5p, verificou-se superexpressao dessa molécula no tecido tumoral de mulheres com
diagnostico de cancer de mama, independentemente de sua exposi¢do a quimioterapia
neoadjuvante. Este acho ¢ muito consistente com relatos anteriores que apontam essa
molécula como uma das mais superexpressadas entre mulheres com diagndstico de cancer
de mama (CHEN; WANG, 2014; IORIO et al., 2005; SI et al., 2007).

Quanto ao miRNA-195-5p, molécula relatada como um miRNA supressor
tumoral, observou-se uma supressdo dos niveis teciduais dessa molécula entre as
pacientes com cancer de mama em relacdo aos seus controles saudaveis,
independentemente de terem ou ndo sido expostas a quimioterapia neoadjuvante. Esse
achado reforca descri¢des anteriores de outros estudos que apontaram niveis suprimidos
dessa molécula no tecido neoplasico mamério (CECENE et al., 2016; QATTAN et al.,
2017; THAKUR et al., 2016).
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E importante destacar que entre as pacientes submetidas a quimioterapia
neoadjuvante e obtiveram resposta objetiva a esse tratamento, observou-se uma diferenca
significativa no nivel de expressdo do miRNA-195-5p e também do miRNA-21-5p,
quando da compara¢do dos grupos a partir da média dos valores absolutos dos Cq, em
relagdo aquelas pacientes que ndo receberam essa intervengdo, 0 que aponta para uma
possivel restauracdo dos niveis da expressdo tecidual desses miRNAs em reposta a
quimioterapia. Esses achados precisam ser melhor explorados em futuros ensaios, ja que
Al-Khanbashi et al. (2016) ndo observaram diferenga no nivel de expressao tecidual do
miRNA-21 entre nove pacientes submetidas a quimioterapia neoadjuvante.

Ademais, entre as pacientes que obtiveram RPC, ndo se observou diferenga no
nivel da expressdo tecidual do miRNA-21-5p e do miRNA-195-5p quando comparada ao
grupo controle. Estudos anteriores ja descreveram a relagdo de modifica¢des no nivel de
expressdo de certos miRNAs (miRNA-18a, miRNA-7 e miRNA-34) em tecido tumoral
residual poés-tratamento neoadjuvante com predicdo de sobrevida e de resposta ao
tratamento (GARCiA-VAZQUEZ et al, 2017; LUENGO-GIL et al., 2019;
RAYCHAUDHURLI et al., 2017; ZHENG et al., 2015). Contudo, esse achado pode
refletir, tdo somente, o pequeno numero de pacientes incluidas neste grupo e necessita ser
melhor explorado em novos ensaios.

O nivel de expressdao do miRNA-21-5p se manteve superexpresso para todos os
subgrupos moleculares sem, contudo, alcangar significancia estatistica para o grupo de
pacientes com tumores triplo-negativos. E possivel que esse achado reflita o niimero
limitado de pacientes analisadas nesse subgrupo ja que Dong et al. (2014) descreveram
superexpressdo do miRNA-21 em 72 espécimes de tumores triplo-negativos. Ademais,
Savad et al. (2012) relataram que a expressao dessa molécula parece ndo discriminar os
diferentes subgrupos moleculares do cancer de mama.

No que tange a expressdo tecidual do miRNA-195-5p entre os diferentes
subgrupos moleculares, observou-se supressdo dos niveis dessa molécula entre todos os
subgrupos sem, contudo, alcangar significancia estatistica para o subtipo HER-2-positivo.
Pode justificar este fato pelos mesmos motivos apontados para o miRNA-21-5p, ja que
existe relato de supressdo do miRNA-195 entre paciente com tumores HER-2-positivos
(REZAEI et al., 2019).

Quando se analisou o nivel de expressdo tecidual dos miRNA-21-5p e miRNA-
195-5p em relagdo aos estagios TNM para o cancer de mama, aos graus histologicos da

doenga e ao diferentes status de acometimento linfonodal, observou-se, em linhas gerais,
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que o padriao de expressdao dessas moléculas reproduziu igualmente entre as diferentes
variaveis clinicopatologicas, os achados obtidos para o grupo total de pacientes com
cancer de mama, mostrando-se superexpresso para 0 miRNA-21-5p e suprimido para o
miRNA-195-5p.

Esses achados vao de encontro a relatos prévios que apontam uma relagdo inversa
entre a expressdo do miRNA-195 com estidgios mais avancados da doenca, grau
histolégico 3 e invasdo linfonodal (SONG et al., 2012; NADEEM et al., 2017). O nivel
de expressao tecidual do miRNA-21-5p se revelou superexpresso independentemente do
tamanho do tumor, do estagio TNM da doenga, do grau histopatolégico e do status de
acometimento linfonodal axilar o que corrobora alguns relatos anteriores (HUANG et al.,
2009; YAN et al., 2008).

Neste estudo, a expressao do nivel sérico do miRNA-21-5p e do miRNA-195-5p
ndo se mostrou desregulada entre as mulheres com diagnostico de cancer de mama em
relacdo aos seus controles saudaveis. Esses resultados ndo reproduziram os achados de
diversos outros estudos que foram capazes de detectar niveis desregulados desses
miRNAs no soro de pacientes com cancer de mama (CECENE et al., 2016; MARQUES
etal., 2018; ST etal., 2013; WANG et al., 2010; YU et al., 2018;).

Esses resultados podem ser justificados por caracteristicas relacionadas aos
aspectos técnicos inerentes aos experimentos como: o fluido bioldgico selecionado, as
variagdes diurnas na expressdo dos miRNAs, o método de coleta das amostras,
contamina¢do, o método de extragdo do RNA, a ocorréncia de hemolise, o método de
normaliza¢do e de deteccdo dessas moléculas (GRIMALDI; INCONORATO, 2019).

Um dos maiores obstaculos quando se analisa a expressao de miRNAs em varias
doencas diz respeito a sua normalizacdo e, consequentemente, a sele¢do mais apropriada
dos controles enddgenos ou genes de referéncia.

Neste estudo, 0o RNU6B ndo demonstrou bons resultados como normalizador para
as amostras de soro referentes aos casos e aos controles. Houve grande variabilidade nos
Cycle quantification (Cq) dentro do mesmo grupo e, por vezes, esta molécula ndo foi
sequer detectada. Xiang et al (2014) descreveu que para normalizagdo de miRNAs no
soro de diversos tipos de cancer, 0o RNU6B nao demonstrou uma boa performance frente
a outras moléculas como o miRNA-16, miRNA-24, miRNA-142-3p ¢ miRNA-19b
devido a grandes flutuacdes de Cq.

Conforme anteriormente mencionado, os miRNAs circulantes se fazem presentes

nos fluidos corporais, mormente o sangue, em baixissimas quantidades e, nessas
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condigdes, a escolha de um método de normalizagdo que utilizasse moléculas sintéticas
poderia representar uma estratégia menos sujeita a variabilidade inerente aos controles
endogenos. Destarte, os spiked-in RNAs como o cel-mir-39, o cel-mir-54 e o cel-mir-238
representam exemplos de moléculas capazes de monitorar a pureza de RNAs e, também,
de atuarem como controles exdgenos de melhor acurdcia para situagdes em que haja
niveis extremamente baixos de uma dada molécula que se pretende normalizar (KANG
et al., 2012). Pretende-se, em futuro estudo, repetir a analise do nivel de expressao sérica

desses miRNAs utilizando-se controles exdgenos como normalizadores.

Conclusoes

Os resultados deste estudo demonstraram haver desregulacdo no nivel de
expressao tecidual do miRNA-21-5p e do miRNA-195-5p numa coorte de mulheres do
Nordeste do Brasil com o diagnoéstico de cancer de mama, o que reforga relatos anteriores
que apontaram essas moléculas como “OncomiR” e miRNA supressor tumoral,
respectivamente.

Contudo, nao foi possivel reproduzir os achados descritos previamente na
literatura e que demonstraram niveis desregulados dos miRNA-21-5p e miRNA-195-5p
circulantes no soro dessas pacientes em relacdo aos seus controles saudaveis. Esses
resultados podem refletir caracteristicas inerentes a populacao estudada ou, tdo somente,
aspectos técnicos quando da coleta das amostras e da condugdo dos experimentos,
sobretudo a escolha do método de normalizacao selecionado.

Esses achados precisam ser confirmados em futuros estudos mediante a utilizagdo
de um método alternativo de normalizagdo e, preferencialmente, com maior numero de

pacientes analisadas.
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Resumo

Introdug¢ao: O miRNA-155 tem sido apontado como um biomarcador promissor para o
diagnostico, progndstico e predigdo de resposta ao tratamento do céncer de mama.
Contudo a maioria dos estudos se utilizam da andlise de expressdo da sequéncia do
miRNA-155-5p e pouco se conhece acerca da expressao tecidual e sérica da sequéncia
miRNA-155-3p. Pacientes e métodos: Avaliou-se, através de qRT-PCR, o nivel de
expressao do miRNA-155-3p em fragmento de tecido tumoral e no soro de uma coorte
de mulheres brasileiras com diagnodstico de cancer de mama localizado em relagdo a
amostras biologicas correspondentes de mulheres sem o diagnéstico da doenca.
Resultados: Foram incluidas no estudo 55 pacientes com cancer de mama, das quais 28
(50,9%) foram submetidas a quimioterapia neoadjuvante. Nao se observou diferenga no
nivel da expressao tecidual tumoral do miRNA-155-3p em relagdo aquela observado nos
fragmentos de tecido mamario saudavel. Nao foi possivel detectar a presenca do miRNA-
155-3p nas amostras de soro das pacientes com cancer de mama e de seus controles
saudaveis. Conclusdo: Neste estudo ndo se observou diferenga significante no nivel da
expressao tecidual do miRNA-155-3p entre amostras de fragmentos tumorais e de tecido
mamario normal e nas amostras de soro, ndo houve detec¢ao dessa molécula pelo método
utilizado.

Palavras-Chave: Cancer de mama. miRNA-155-3p. Tecido tumoral. Soro. Biomarcador.

Introduciao

O cancer de mama corresponde a neoplasia maligna mais comum entre as
mulheres em todo o mundo com cerca de 2,1 milhdes de novos casos diagnosticados da
doenca no ano de 2018 e representa a principal causa de mortalidade por cancer em mais
de 100 paises (BRAY et al., 2018). Sabe-se que quanto mais precocemente o diagnostico
¢ dado, maiores serdo as chances de cura para esta doenca. A mamografia ainda ¢
considerada o padrao-ouro para o diagndstico precoce do cancer de mama e estima-se que
sua implementacdo como método de rastreio para essa doenga implique em uma redugdo
de mortalidade da ordem de 20% (NELSON et al., 2012).

No Brasil, observa-se que cerca de 40% das mulheres ainda sdo diagnosticadas
com tumores avangados mesmo apos a implementag¢ao do programa de rastreamento do

cancer de mama e essa estatistica pode refletir certa dificuldade de acesso a esse exame
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(DOS-SANTOS-SILVA et al., 2019). Nesse contexto, inimeras moléculas tém sido
identificadas e testadas como potenciais biomarcadores diagndsticos e progndsticos para
o cancer de mama.

Os microRNAs ou miRNAs sdo pequenos fragmentos de cadeia Unica ndo
codificadores de moléculas de RNA compostas por cerca de 19 a 23 nucleotideos em sua
extensdo, que controlam a expressdo génica em diversos processos fisioldgicos. Dessa
forma, eles exercem um papel importante na regulacdo pos-transcricional da expressao
génica em uma vasta gama de sistemas bioldgicos. Dessa forma, essas moléculas podem
assumir um importante protagonismo no controle de diversas fungdes celulares,
incluindo-se diferenciagdo celular, proliferagdo e apoptose, podem sofrer desregulacdo
em sua biogénese e fun¢do quando da ocorréncia de diversos processos patoldogicos como
doenca de Parkinson, deméncia de Alzheimer, diabetes, obesidade, doengas
cardiovasculares e cancer (VISHNOI; RANI, 2017).

O miRNA-155 regula multiplas vias de sinalizagdo celular relacionadas ao
crescimento tumoral e a apoptose. Outrossim, € descrito como um biomarcador bastante
promissor para o diagnéstico de varios tipos de cancer, principalmente o cancer de mama
(WANG et al., 2016). E uma molécula que tem como alvo os produtos de genes
envolvidos na progressdo do cancer de mama como o BRCAL, o forkhead box O3a e o
supressor da citocina sinalizadora 1 (HAMAM et al., 2017).

A maioria dos estudos que investigaram o papel do miRNA-155 como
biomarcador diagnostico, prognostico e/ou de predicdo de resposta para o cancer de
mama, quer avaliando seu nivel de expressdo tecidual ou circulante, fazem-no a partir de
sua variante miRNA-155-5p (HOU et al., 2016; WANG et al., 2014; ZENG et al., 2014).
Nesse contexto, o objetivo desse estudo foi avaliar o nivel da expressdo tecidual e sérica
do miRNA-155-3p em fragmentos tumorais € no soro de mulheres brasileiras com o

diagndstico de cancer de mama.
Pacientes e Métodos
Aspectos éticos
Todas as mulheres participantes deste estudo concederam autorizagdo escrita

mediante assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) para a

utilizagdo de suas amostras bioldgicas para os objetivos descritos nesta pesquisa, que foi
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submetida a aprecia¢io e aprovacgdo do Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos
do Hospital do Cancer de Pernambuco (CAAE: 75061717.3.0000.5205). Foram seguidos
os preceitos da Resolucdo 466 de 12 de dezembro de 2012 do Conselho Nacional de

Satde e os termos descritos na Declaragdo de Helsinki.

Composicao da amostra

Foram incluidas 55 pacientes portadoras de cancer de mama e submetidas a
tratamento cirdrgico com intuito curativo no Hospital do Cancer de Pernambuco, entre os
meses de maio e julho de 2018. Ressalta-se que 28 dessas 55 mulheres foram submetidas
a quimioterapia neoadjuvante com protocolos de tratamento selecionados a critério do
médico oncologista assistente.

Os critérios de inclusdo neste estudo foram: idade maior que 18 anos,
comprovagdo histopatologica de neoplasia maligna da mama e estadiamento Tumor-
Linfonodo-Metastase (TNM) entre os estadios I a III, inferindo uma doenca localizada.
Os critérios de exclusdo consistiam em diagndstico prévio de neoplasia malignas, de
doengas neuroldgicas degenerativas (deméncia de Alzheimer e doenga de Parkinson) e de
doengas autoimunes, além da presenca de hemolise macroscopica no soro.

As caracteristicas clinicopatologicas e sociodemograficas das pacientes incluidas
no estudo foram armazenadas em banco de dados gerenciado pelo pesquisador principal.
O estadiamento do cancer de mama foi realizado utilizando-se os critérios descritos na 8*
edicdo do American Joint Committee on Cancer TNM (GIULIANO; EDGE;
HORTOBAGYT, 2018) e os subgrupos moleculares do cancer de mama foram definidos
de acordo com as caracteristicas imunoistoquimicas afetas a expressao de receptores de
estrogénio, de progesterona, da oncoproteina Her-2 e do indice de proliferacao celular Ki-
67 (GOLDHINSCH et al, 2011). Nos casos duvidosos para a expressao
imunoistoquimica do Her-2, lancou-se mao da anélise da amplificacdo dessa molécula
através da técnica de hibridizagdo in situ por fluorescéncia (FISH).

O grupo controle foi representado por fragmentos de tecido mamadrio saudavel de
nove mulheres, sem relato de comorbidades clinicas, submetidas a cirurgia plastica para
fins estéticos em hospitais privados da cidade do Recife e pelo soro de 12 mulheres

saudéveis, voluntarias e colaboradoras do Hospital do Cancer de Pernambuco.

Coleta e processamento do material bioldgico
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Uma amostra simples de SmL de sangue das mulheres com diagnostico de
neoplasia maligna da mama e também dos individuos do grupo controle foi coletada em
tubo de ensaio para sorologia VACUETTE® 8mL com ativador de coagulo e com gel
separador 16x100 (Greiner Bio-One Pré-analitico, Americana-SP, Brasil). Apos coletado,
deixou-se o sangue coagular a temperatura ambiente por 30 minutos. Na sequéncia, o
sangue foi centrifugado por 10 min, a 5000rpm em temperatura ambiente. O soro
resultante foi entdo armazenado em freezer -80°C, em duas aliquotas de 1mL em
microtubos de centrifuga¢do do tipo Eppendorf.

Imediatamente apds o procedimento cirurgico, realizavam-se incisdes na peca
cirurgica no intuito de identificar o tumor ou o seu leito tumoral (no caso de tumores que
haviam desaparecido macroscopicamente apos tratamento sistémico neoadjuvante).
Entdo, retirava-se um fragmento tecidual de, no minimo, 0,5x0,5cm que era alocado em
tubo plastico hidrofobico contendo 1mL de solucdo para preservacao de 4cidos nucleicos,
RNAlater™ (Qiagen). Esse material foi estocado em freezer -20°C por até 72h e,
posteriormente, armazenado em freezer -80°C em microtubos de centrifugacao do tipo

Eppendorf.

Extracao do RNA do soro

O RNA dos soros das mulheres incluidas no estudo foi isolado com a utilizagao
do kit miRNeasy Mini (Qiagen) de acordo com as especificagdes do fabricante. Na
sequéncia, os RNAs foram quantificados no espectrofotdmetro NanoDrop® ND-1000
(NanoDrop) e tratados com 2U de Ambion® DNase (Life Technologies) para um volume

de 50uL, em observancias as recomendacdes do fabricante.

Extracao do RNA tecidual

Apo6s descongelado, 50 a 100mg do tecido tumoral eram fragmentados com
lamina de bisturi e colocados em tubo de 15mL ao qual se acrescentou ImL de TRIzol®
(Invitrogen, Life Technologies) e, em seguida, foram homogeneizados no
homogeneizador Polytron. Apés incubag@o em temperatura ambiente por cinco minutos,

acrescentou-se 0,2mL de cloroformio para cada 1mL de TRIzol® utilizado e agitou-se o
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tubo, vigorosamente, no vortex por 15 segundos. Apds incubagdo a temperatura ambiente
por cinco minutos, o material foi centrifugado a 12000xg por 15 minutos a 4°C. O
sobrenadante incolor foi transferido para um novo tubo, ao qual se adicionou 0,5mL de
isopropanol. Esta solugdo ficou incubada em temperatura ambiente por 10 minutos e,
posteriormente, foi centrifugada a 12000xg a 4°C. O sobrenadante resultante foi
descartado de modo a se obter o pellet de RNA no tubo e, em seguida, acrescentou-se
ImL de etanol 75% e agitou-se a solu¢do no vortex por 15 segundos. Esse passo foi
repetido mais uma vez para garantir que o RNA estivesse livre de contaminag¢do com os
reagentes usados na extracdao. Apos a segunda lavagem com etanol 75%, o sobrenadante
foi desprezado e o tubo ficou sobre a bancada aberto por alguns minutos para a secagem
do pellet. O RNA foi, entdo, diluido em 30ul de 4gua tratada com DEPC (Dietil
pirocarbonato — Sigma) e, posteriormente, armazenado em freezer a — 80°C. A

quantificagdo do RNA foi feita no espectrofotdmetro NanoDrop® ND-1000 (NanoDrop).

Sintese de cDNA e expressdo génica

Apoés a extracdo do RNA, foi realizada a quantificacdo e avaliagdo da pureza
utilizando o espectofotometro Nanodrop ND 1000 (Thermo Fisher Scientific, USA). O
RNA total foi estocado em freezer -80°C para uso posterior. A sintese de cDNA dos
miRNAs foi realizada a partir de 10ng de material utilizando-se o TagMan™ MicroRNA
Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, USA) e 5X RT Primer respectivos (miR-
155-3p: Assay ID 002287; miR-16: Assay ID 000391; RNU6B: Assay ID 001093)
seguindo as instru¢des do fabricante. A reacdo de sintese de cDNA foi realizada em um
termociclador Veriti (Applied Biosystems, USA) cujo programa de ciclagem foi 16°C por
30 minutos seguidos de 42°C por 30 minutos, 85°C por 5 minutos e 4°C de hold.

Todas as amostras foram submetidas a andlise da expressdo génica através da
quantitative Real Time PCR analysis (QRT-PCR) com o sistema TagMan. A reacdo foi
realizada utilizando TagMan™ Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, USA),
sonda 20X e dgua Milli-Q para um volume final de 10ul. As condi¢des de amplificagao
foram realizadas de acordo com instrugdes do fabricante e cuja ciclagem se processou da
seguinte forma: 50°C por 2 minutos ¢ 95°C por 10 minutos, para ativagdo enzimatica,
seguidos por 45 ciclos de 95°C por 15 segundos (desnaturagdo) e 60°C por um minuto
(anelamento e extensdo). Todas as amostras foram analisadas em triplicata utilizando-se

a plataforma ABI 7500 (Applied Biosystems, USA). O Cycle quantification (Cy) utilizado
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para todas as analises foi 0.5 e os niveis relativos do miRNA alvo (miR-155-3p) foram
normalizados pela expressdo do microRNA-16 e snRNA RNU6B para as amostras de

tecido, utilizando-se o método de 27449,

Processamento de dados e analise estatistica

Os valores da quantificacdo de ciclos ou Cycle quantification (Cq) dos
microRNAs-alvo foram subtraidos dos valores de Cq dos controles enddgenos
(microRNA-16 ¢ RNU6B), dando origem ao ACq. Na sequéncia, calculou-se o AACq
através da subtracdao do valor do ACq de cada amostra e da diferenga das médias dos Cq
do controle endogeno e de cada microRNA analisado. A etapa de normalizacdo foi
realizada de acordo com o 2™*“' (LIVAK; SCHIMITTGEN, 2001). Os valores
expressados sdo representados como valor do AACq em uma escala /og2. O procedimento
de andlise dos dados foi realizado no ambiente R (versdo 3.1.1). A andlise estatistica foi
realizada a partir da utilizagdo de um teste nao-paramétrico de Mann Whitney U Test com
um nivel de significancia estatistica de p<0,05.

A normalidade dos dados foi avaliada através do teste de Shapiro-Wilk. As
varidveis numéricas foram apresentadas como média + desvio padrdo e as varidveis
categoricas, como frequéncias relativas. Quando se verificou significancia estatistica,
estabelecida como valor de p<0.05, realizou-se uma andlise post hoc para comparacdes

simples.

Resultados

As caracteristicas clinicas e patologicas das pacientes com cancer de mama
incluidas no estudo estdo descritas na Tabela 1.

A média de idade das 12 mulheres que compuseram o grupo controle do soro foi
de 46.8+4.3 anos. No que tange aos controles teciduais, a média de idade foi de 37.8+2.4
anos. E importante destacar para fins de analise dos dados que na distribuigdo dos
subgrupos moleculares do cancer de mama, foram consideradas como Her-2 positivas 10
pacientes com tumores luminais hibridos e duas pacientes com tumores com Her-2

amplificado.
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Tabela 1 - Caracteristicas clinicas e patoldgicas das pacientes com cancer de mama

Varidveis Todos sQTNA QTNA
(n=55) (n=27) (n=28)
Média + desvio-padrao
Idade (anos) 54,2+1,9 54,3£2.,8 48,121 0,001
Tamanho patoldgico do tumor (cm) 3,44+0,31 4,00+0,44 2,89+0,41 0,087
Tamanho clinico do tumor (cm) 4,67+0,31 3,56+0,37 5,75+0,43  <0,001
Frequéncia n (%)

Tipo histolégico 0,589

Carcinoma tubular 1(3,6) 23,7 -

CINE 50 (91) 25(92,6) 27 (96,4)

Carcinoma lobular infiltrante 3(5,4) 23,7 1(3,6)
Subgrupos moleculares 0,216

Luminal A 7 (12,7) 6(22,2) 1(3,6)

Luminal B 28 (50,9) 12 (44,5) 16 (57,1)

HER-2 12 (21,8) 5(18,5) 7 (25,0)

Triplo negativo 8 (14,6) 4 (14,8) 4(14,3)
Estadiamento TNM 0,002

Estadio I 9 (16,4) 8 (29,6) 1(3,6)

Estadio II 29 (52,7) 16 (59,3) 13 (46,4)

Estadio III 17 (30,9) 3(1L1) 14 (50,0)
Grau histopatolégico 0,338

Grau 1 4(8,4) 3(1L1) 1(4,3)

Grau 2 22 (45,8) 14 (51,9) 9 (39,1)

Grau 3 22 (45,8) 10 (37,0) 13 (56,5)
Linfonodos 0,995

0 35 (63,6) 17 (63,0) 18 (64,3)

la3 14 (25,5) 7 (25,9) 7 (25,0)

>4 6 (10,9) 3(1L1) 3(10,7)

CINE: carcinoma invasivo ndo especial; CLI: carcinoma lobular infiltrante; QTNA: quimioterapia
neoadjuvante; SQTNA: sem quimioterapia neoadjuvante.
Fonte: Tabela elaborada pelos proprios autores, 2019.

A expressao tecidual do miRNA-155-3p apresentou-se com Cycle quantifications
(Cq) mais tardios, com uma média de 37,68 + 2,25 e, por vezes, com variabilidade de Cq
superior a 0,5 ou, até mesmo, negativa dentro de uma mesma amostra, sempre analisada
em triplicata.

Vale ainda ressaltar que em cinco amostras tumorais e em cinco amostras de
tecidos mamarios sauddveis nao se detectou nenhuma expressao do miRNA-155 em todas
das aliquotas analisadas, fazendo com que tivéssemos disponiveis para a analise final 50
casos e quatro controles.

A Figura 1 demonstra que quando comparada a expressao do miRNA-155 entre
os tecidos tumorais e os controles sauddveis, ndo se verificou nenhuma diferenca

significativa independentemente dos genes de referéncia utilizados.
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Figura 1 - Expressd@o do miR-155-3p no tecido tumoral (caso) em comparagdo ao grupo
controle. A. Expressdo de miR-155-3p utilizando-se como gene de referéncia o miR-16. B.
Expressao de miR-155-3p utilizando-se como gene de referéncia o RNU6B.

A miR-16/miR-155, p = 0.9596 B RNU6B/mIiR-155, p = 0.2667
© - 8 © 3

9 S _ P

8 -1 I g v .

s 7 ’ S o4

W e~ w ] ‘ —
“ == _ ] e T

T T T T
Caso Controle Caso Controle

Fonte: Proprios autores, 2019.

Por conta dos fatores acima mencionados, que comprometem sobremaneira a
confiabilidade dos resultados obtidos, optou-se pelo ndo aprofundamento das analises de
relag@o entre 0o miRNA-155-3p, as varidveis clinicopatoldgicas e, também, a exposi¢ao a
quimioterapia neoadjuvante.

Houve a exclusdo de cinco amostras de soro nas quais se observou hemolise
macroscopica: duas amostras de pacientes com tumores Luminais A, duas amostras
Luminais B e uma amostra Luminal hibrido. E importante destacar que a analise do nivel
de expressdo dessa molécula no soro das pacientes com cancer de mama e de seus

controles resultou indetectavel e, portanto, ndo pdde ser descrita neste estudo.

Discussao

A expressao do miRNA-155-3p nos tecidos tumorais, obtida através do método
de RT-PCR, revelou-se com padrdo muito heterogéneo entre as amostras, ainda que
analisadas sempre em triplicatas. Ademais, a analise da expressao dessa molécula no soro
das pacientes com cancer de mama e de seus controles resultou indetectavel.
Provavelmente, este fato se deveu a utilizagdo da sonda hsa-miR-155-3p (Assay ID:
002287, Applied Biosystems, USA) e dessa forma, optou-se por ndo se realizar uma
analise mais aprofundada dos resultados.

A utilizagdo do miRNA-155-3p em ensaios para validacdo diagnostica em cancer
de mama ¢ pouco explorada e, recentemente, Zhang et al. (2019) relataram que esta
molécula, diferente do padrdo de superexpressdo observado para o microRNA-155-5p,

encontrava-se suprimida em 113 amostras de tecido tumoral mamario a fresco e, dessa
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forma, atuara como um microRNA supressor tumoral. Esse dado especifico poderia
representar uma explicacao racional para os resultados obtidos e anteriormente descritos.

Diante da inexisténcia, at¢ o presente momento, de estudos que avaliaram,
concomitantemente, a expressao tecidual e sérica do miRNA-155-3p em pacientes com
diagndstico de cancer de mama e das recentes evidéncias do papel dessa molécula em
representar um miRNA supressor tumoral, conforme descreveram Zhang et al. (2019),
poder-se-ia admitir niveis de expressdo ainda mais reduzidos dessas moléculas em
amostras biologicas, sobremaneira as circulantes como o soro, por exemplo. Nesse
sentido, a utilizagdo de spiked-in RNAs como normalizadores tem sido descrita como
estratégia recomendavel para melhorar a acuricia das técnicas de identificagdo e de

quantificagdo de miRNAs nas situacdes em que sdo esperados niveis extremamente

dessas moléculas (KANG et al., 2012).

Conclusao

Neste estudo, a expressdao tecidual do miRNA-155-3p mostrou-se muito
heterogénea no tecido tumoral e no tecido mamario saudavel das mulheres incluidas neste
estudo. Ademais, ndo se observou nenhuma expressao dessa molécula nas amostras de
soro das pacientes e dos seus controles. Estes fatos, em muito, comprometeram a validade
e a confiabilidade dos dados obtidos e, portando, necessitam ser reavaliados em futuros
estudos em que se empreguem, idealmente, uma amostra maior e métodos alternativos de

normalizagdo.
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5 CONCLUSOES

Os miRNAs, sobretudo os circulantes, correspondem a uma classe
promissora de moléculas com potencial para composicdo de ferramentas
diagnosticas e prognésticas menos invasivas para uma grande variedade de
doencas, sobremaneira o cancer.

Nesse contexto, a presente tese se propds a avaliar a expressao de trés
miRNAs (miRNA-21, miRNA-155 e microRNA-195) no tecido tumoral e no soro
de pacientes com diagndstico de cancer de mama. A expressao do microRNA-21
e do microRNA-195 se mostrou desregulada no tecido tumoral dos pacientes com
cancer de mama, independente da exposicdo a quimioterapia neoadjuvante. No
caso do miRNA-21, este se apresentou superexpresso e, dessa forma, em
consonancia com descricdes prévias que o apontaram como um miRNA que
promove o desenvolvimento tumoral ou “oncomir”. Padrao oposto se observou
quanto a expressao do miRNA-195, que se mostrou suprimida no tecido tumoral e
concordante com a maioria dos relatos disponiveis na literatura até entao.

Ainda no que tange a expressao tecidual dos miRNA-21 e miRNA-195, os
resultados obtidos apontaram para uma possivel restauragdo do nivel da expressao
dessas moléculas em reposta a quimioterapia neoadjuvante e esse achado precisa
ser confirmado em futuros ensaios.

Entretanto, observou-se que os resultados da deteccao e da quantificagao
sérica dos miRNAs avaliados nesta tese ndo foram facilmente reproduzidos. O
nivel da expressao sérica desses miRNAs ndo se mostrou alterado nas pacientes
com cancer de mama em relagdo aos seus controles saudaveis. Esse fato pode ser
atribuido ao método de normalizagdo utilizado, as caracteristicas genéticas da
populacdo e ao tamanho da amostra.

Nao se detectou a expressao do miRNA-155-3p nas amostras de soro das
pacientes com cancer de mama e dos seus controles. A utilizagdo do miRNA-155-
3p, em detrimento do miRNA-155-5p, pode justificar esse achado que necessita

ser melhor explorado, posteriormente.
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Assim, compreende-se a dificuldade de aplicabilidade na pratica clinica dos
achados reportados nas ciéncias basicas quanto ao papel dos miRNAs como
biomarcadores para o cancer de mama. Destarte, faz-se mister a proposicao de
novos ensaios capazes de testar alternativas capazes de driblar essas dificuldades

e de conferir aos miRNAs um maior protagonismo no manejo do cancer de mama.
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67.+ Detectar e quantificar o miRNA-155 através de RT-PCR em fragmento tumoral e no soro de pacientes
com diagnéstico de neoplasia maligna da mama localizada antes e entre os dias 15 e 30 apds o ratamento
cirirgico para a doenca.- Detectar e quantificar o miRNA-155 através de biossensor eletroquimico baseado
em grafeno e polipirrol em fragmento tumoral @ no soro de pacientes com diagnéstico de neoplasia maligna
da mama localzada, quando houver superexpressio pela téenica

de RT-PCR, antes e entre os dias 15 e 30 apés o tratamento cirirgico para a doenca.- Comparar a detecgao
do miRNA-155 pelos mélodos de biossensor baseado em grafeno e polipirrol e de RT-PCR em amostras de
material bioldgico (fragmento tumoral e soro) de pacientes com diagndstico de neoplasia maligna da mama
localzada - Explorar a relagao entre a expressao do miRNA-155 quantificada pelos métodos de RT-PCR e
de biossensor com os subgrupos fenotipicos do cancer de mama
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Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Contiruacao do Parecer: 2721.630

Riscos:
Os riscos dessa pesquisa as pacienles que se propuserem, voluntariamente, a participar do estudo serdo
peq e relacionados a coleta do sangue perifférico e que incluem dor e formacio de equimose no local

da puncdo, além de necessidade de mais de uma picada no caso de dificl acesso venoso periférico. Para
minimizar esses riscos, serdo alocados

profissionais expers em colela de sangue periférico. No que tange a retirada do ragmento tumoral, ele
ocorrera no proprio alo operatério previamente indicado pelo médico da paciente e, dessa forma, 0s riscos
serdo inerentes ao procedimento executado e ndo a coleta do fragmento tumoral para a
pesquisa.Outrossim, a particpacao voluntaria das pacientes nessa pesquisa nao alterara o planejamento
terapéutico definido pelos médicos assistentes do Hospital do Cancer de Pemambuco.Esta assegurado a
paciente voluntaria em participar dessa pesquisa, a sua reltirada da mesma a qualquer momento, bem como
o sigilo dos dados coletados e 0 acesso aos resultados consolidados ao final do estudo que sera anexado
ao seu prontuaro.

Benelicios:

Esse projeto pretende expandir a utizacio de biomarcadores especificos para o cancer de mama, neste
caso o miRNA-155, para fins diagnésticos @ também progndsticos através da utiizacio de métodos de baxo
custo como plataformas biossensoras, por exemplo. Ademais, prelende-se expandir as possibilidades
diagnésticas para o cancer de mama utiizando-se o sangue periférico, bem mais baralto, facimente caletado
@ menos doloroso que a mamografia. A pesquisa do miRNA em tecido tumoral visa identificar novos
biomarcadores com potendal progndstico em mulheres ja diagnosticadas com cancer de mama.

Comentarios e Consideracbes sobre a Pesquisa:
de acordo com o pesquisador, projelo relevante.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacio obrigatéria:

Termos presentes

Recomendacdes:
nenhuma

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
apresentacio de uma emenda com a inclusio de um novo assistente de pesquisa.
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Continuacao do Parecer: 2721

Consideracdes Finais a critério do CEP:

™™

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Enderego: Av. Cruz Cabugi, 1597

Bairro: Sanb Amaro
UF: PE

CEP: 50.040-000

Municipio: RECFE
Telefone: (81)3217-3005

Fax: (81)3217-8005

E-mail: cep@hcpoagbr

[ Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagbes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS 115957 15/06/2018 Aceilo
do Projeto 7 _E1.pdf 08:53:22
Outros CARTA_CEP2.pdf 05/11/2017 |ALEXANDRE Aceilo
12:17:23 |CESAR VIEIRA DE
TCLE / Termos de | TCLE_LIKA3.pdf 05/11/2017 |ALEXANDRE Aceilo
Assentimento / 12:14:40 |CESARVIEIRA DE
Justificativa de SALES
lAuséncia -
TCLE / Termos de | TCLE_CONTROLE pdf 05/11/2017 |ALEXANDRE Aceilo
Assentimento / 12:12:05 |CESARVIEIRA DE
Justificativa de SALES
Cronograma Cronograma3 pdf 05/11/2017 |ALEXANDRE Aceilto
12:08:57 |CESAR VIEIRA DE
Brochura Pesquisa |CEP_Projeto3.pd! 05/11/2017 |ALEXANDRE Aceito
12:0824 ICESARVIEIRADE
Outros CEP_CARTA pdf 01/10/2017 |ALEXANDRE Aceilo
113325 |CESARVIEIRA DE
TCLE / Termos de  |TCLE_LIKA2 pdf 01/10/2017 |ALEXANDRE Aceilo
Assentimento / 11:28:27 |CESARVIEIRA DE
Justificativa de SALES
Cronograma Crono2.pd! 01/10/2017 |ALEXANDRE Aceito
11.26:24 |CESARVIEIRA DE
Brochura Pesquisa |CEP_Projeto2.pd 01/10/2017 |ALEXANDRE Aceito
11.25:24 |CESARVIEIRA DE
Outros Questionario.pd! 01/09/2017 |ALEXANDRE Aceilo
21.12:44 |CESARVIEIRA DE
Orgamento Orcamento.pdf 01/09/2017 |ALEXANDRE Aceito
21:.09:50 |CESARVIEIRA DE
Cronograma Cronograma.pdf 01/09/2017 |ALEXANDRE Aceito
21.09:30 |CESARVIEIRA DE
Projeto Detalhado / | Projeto_CEP_HCP.pd! 24/08/2017 |ALEXANDRE Aceito
Brochura 21:30:34 |CESAR VIEIRA DE
SALES
Outros TermoCompromissoConfidencialdade.) | 24/08/2017 |ALEXANDRE Aceilo
PG 09:27:17__|CESAR VIEIRA DE
Outros TermoUsoDadosPesquisa.JPG 24/08/2017 |ALEXANDRE Aceilo
09:25:48 |CESAR VIEIRA DE
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Outros TermoSAMEJPG 24/08/2017 |ALEXAND Aceilo
09:24:43 |CESARVIEIRA DE
Outros TemoPatadlogiaJPG 24/08/2017 |ALEXANDRE Acello
09:15:19 |CESARVIEIRA DE
Outros TermoMastalogiaJPG 24/08/2017 |ALEXANDRE Acello
— 09.14:08 |CESARVIEIRADE
Dedlaracao de CanaAnuencia. JPG 24/08/2017 |ALEXANDRE Aceilo
Instituicao e 09:04:35 |CESAR VIEIRA DE
lniraesingura SALES
TCLE / Termosde |TCLE_LIKA pdf 24/08/2017 |ALEXANDRE Aceilo
Assentimento / 03:03:10 |CESARVIEIRA DE
Justificativa de SALES
Auséncia
Falha de Rosto FolhaDeRosto.pdf 24/08/2017 |ALEXANDRE Aceilo
08:45:23 |CESARVIEIRA DE
Dedlaracao do Fnanciamento_pdf 24/08/2017 |ALEXANDRE Aceilo
Patrocinador 08:43:15 |CESARVIEIRA DE
Brochura Pesquisa |CEP_HCP.pdf 23/08/2017 |ALEXANDRE Aceilo
07:51:11 _|CESARVIEIRA DE
Situacio do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciacdo da CONEP:
Nao

RECIFE, 19 de Junho de 2018

Assinado por:
ISABEL CRISTINA LEAL
(Coordenador)

Enderego: Av. Cruz Cabugs, 1597

Bairro: Sanib Amaro
UF: PE

Telefone: (31)3217-8005

CEP:

Municipio: RECFE

Fax: (81)3217-8005

50.040-000

E-mail: cep@hcparghbr
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