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RESUMO

O cancer de mama é o segundo mais incidente no mundo com 2,1 milhdes de casos até o
> 2018. Novas perspectivas para o diagnostico, direcionamento terapéutico e prognostico tem
) através da analise de miRNAs. Os miRNAs s&o uma classe de pequenas moléculas de RNA
dificadoras com aproximadamente 18-25 nucleotideos que desempenham papel importante
senvolvimento de diversas doengas humanas, incluindo o cancer. Dentre os miRNAs, estao
possiveis candidatos para biomarcadores do cancer de mama, os miR-142-5p e miR-150-5p.
tivo geral deste trabalho € verificar a expressédo dos miR-142-5p e miR-150-5p em tecido
| e ndo tumoral (adjacente ao tumor) de mulheres com carcinomas primarios de mama e
r se ha concordancia com os resultados de expressdo obtidos na bidpsia liquida,
uindo, assim, na avaliacao destes como potenciais biomarcadores. Setenta e trés amostras
is e 60 nao-tumorais (CT) foram submetidas a extracdo de RNA total, incluindo mRNAs e
\s, realizada por meio do kit comercial miRNeasy® Mini Kit (Qiagen). As rea¢des de PCR
ativa em tempo real (RT-qPCR) para avaliacao dos niveis de expressdao dos miRNAs foram
das por meio de ensaios TagMan®. Além disso, os bancos de Dados “The Cancer Genome
(TCGA) e “OncomiR Cancer Database” (OMCD) foram utilizados para analise in silico. A
> de expressdao dos miRNAs miR-142-5p e miR-150-5p foi realizada em todas as 133
as. O miR-142-5p apresentou nivel de expressao mais elevado nas amostras de tecido
I quando comparadas com CT (p<0,05). Foi realizada analise comparando o subtipo luminal A
triplo negativo (TN). O miR-142-5p apresentou alto nivel de expressao no subtipo TN quando
rado ao grupo CT (p<0,05). O miR-150-5p demonstrou baixo nivel de expressdo nas amostras
is quando comparadas ao grupo CT (p<0,005). Na analise entre os subtipos, o miR-150-5p &
ativamente menos expresso no subgrupo LA quando comparado ao CT (p<0,005). A
sdo do miR-142-5p apresentou comportamento semelhante aos resultados obtidos na bidpsia
(analise em microvesiculas) na comparagao entre tumores e controles, contribuindo, assim,
/aliagdo destes como potenciais biomarcadores para diagnoéstico. Esse achado ¢é
oondente ao encontrado na analise in silico, porém é divergente do padrao predominante na
ra. Em resumo, ndo encontramos um padrao concordante com os resultados provenientes da
1 liquida (com excegao da comparagao entre amostras tumorais e nao-tumorais) ou da maioria
sultados publicados, em especial para o0 miR-150-5p demonstrando a necessidade de maior
lizacdo nos estudos envolvendo miRNAs para que possa ser finalmente demonstrado seu
ial para utilizagao na pratica clinica.

as-chave: biomarcadores, cancer de mama, luminal A, , triplo-negativo, microRNAs, miR-142-
R-150-5p. .



ABSTRACT

cancer is the second most incident in the world with 2.1 million cases until 2018. New
ctives for diagnosis, therapeutic targeting and prognosis have emerged through the analysis of
\s. MiRNAs are a class of small non-coding RNA molecules with approximately 18-25
tides that play an important role in the development of several human diseases, including
. Among the miRNAs, the miR-142-5p and miR-150-5p are possible candidates for biomarkers
ast cancer, The general objective of this work is to verify the expression of miR-142-5p and
>0-5p in tumoral and non-tumoral tissue (adjacent to the tumor) of women with primary breast
omas and to verify if there is agreement with the expression results obtained in liquid biopsy,
ontributing to their evaluation as potential biomarkers. Seventy-three tumor and 60 non-tumor
amples were subjected to total RNA extraction, including mRNAs and miRNAs, performed
the commercial miRNeasy® Mini Kit (Qiagen). The real-time quantitative PCR reactions (RT-
 to evaluate the expression levels of the miRNAs were performed using TagMan® assays. In
n, the databases “The Cancer Genome Atlas” (TCGA) and “OncomiR Cancer Database”
D) were used for in silico analysis. Expression analysis of miRNAs miR-142-5p and miR-150-
s performed on all 133 samples. MiR-142-5p showed a higher level of expression in tumor
samples when compared to CT (p <0.05). An analysis was performed comparing the luminal
e A (LA) and triple negative (TN). MiR-142-5p showed higher level of expression in the TN
e when compared to the CT group (p <0.05). MiR-150-5p demonstrated lower level of
sion in tumor samples when compared to the CT group (p <0.005). In the analysis between
es, miR-150-5p was significantly less expressed in the LA subgroup when compared to CT (p
). The miR-142-5p expression showed a behavior similar to the results obtained in liquid

analysis (microvesicles) when comparing tumors and controls, thus contributing to their
tion as potential biomarkers for diagnosis. This finding corresponds to that found in the in silico
is, but it diverges from the predominant pattern in the literature. In summary, we did not find a
' consistent with the results from liquid biopsy (except for the comparison between tumor and
mor samples) or from most of the published results, especially for miR-150-5p demonstrating
ed for a better standardization in studies involving miRNAs so that its potential for use in
practice can finally be demonstrated.

ords: biomarkers, breast cancer, luminal A, triple-negative, miRNAs, miR-142-5p, miR-150-5p.
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RODUCAO

Cancer consiste em um conjunto de mais de 100 doengas que tém em comum o aumento da proliferacéo c
dade de invadir tecidos e 6rgaos e escapar do mecanismo de apoptose, podendo levar a formagao de tumores
Apesar da heterogeneidade, seis caracteristicas comuns contribuem para o desenvolvimento de tumores m
tar a sinalizagao proliferativa, evitar a agdo de genes supressores € do apoptose, promover imortalidade
énese, invasao e metastase (HANAHAN, WEINBERG, 2011). Estas caracteristicas comuns orientam as pesqu

por novos biomarcadores para terapias,diagnoésticos e prognosticos.

O cancer é um problema de saude publica mundial; a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) estimou que e
lilhdes de pessoas em todo o mundo tiveram cancer e 9,6 milhdes morreram com a doencga. Até 2040, estime
numeros dobrem (OMS, 2020). O cancer de mama € o segundo mais incidente no mundo com 2,1 milhdes d
)s de cancer mais frequentes nas mulheres, foram cancer de mama (30%), colon e reto (8%), pulméo (12%) e
7%) (BRAY et al., 2018; SIEGEL et al., 2020).

Estima-se, para o Brasil, no triénio 2020-2022, a ocorréncia de 625 mil casos novos de cancer (448 mil, exclt
de cancer de pele ndo melanoma), para cada ano. Os canceres de mama e préstata (66 mil cada), célon e
JImao (30 mil) e estdmago (21 mil) sdo os mais incidentes (INCA, 2020). Essa estimativa demonstra o perfil de
)SSui 0s canceres de prostata, pulmao, mama feminina, célon e reto entre os mais incidentes, sendo que 0s ¢

ma em mulheres sdo os mais frequentes (INCA, 2020).

As politicas publicas nessa area, em especial para o cancer de mama, vém sendo desenvolvidas desde a dé
mo o estabelecimento da mamografia e o incentivo a realizagdo do autoexame das mamas. Apds o diagno
palpavel ou por exame de imagem, analises histolégicas e moleculares auxiliam o diagnéstico precoce da ds
m o tratamento mais adequado (INCA, 2020). A correta classificagdo do cancer de mama em subtipos € de
ancia na definicdo do tratamento e, apesar da existéncia de marcadores bastante utilizados na pratica clin
'0s 0s estudos pesquisando novos biomarcadores que definam melhor a doenca (e.g. DU et al., 2016; FKIH M’
2017; KIAN, MORADI, GHORBIAN, 2018; WANG et al., 2019; OZAWA et al., 2020).

A utilizagdo da biopsia liquida através da analise de acidos nucleicos circulantes — DNA e RNAs codificante
antes — tem trazido boas perspectivas diagnésticas, direcionamento terapéutico e prognéstico de portad
s doencgas, incluindo o cancer de mama (O’DRISCOLL, 2007; EIGELIENE, SAARENHEIMO, JEKUNE
RZAIE, BAGHERZADEH, AKBARI, 2019). Estes acidos nucleicos podem estar na forma livre no plasma ou no

tes, contidos em vesiculas extracelulares, como os exossomos. Trabalhando com microRNAs (miRNAs) conti



ymos de mulheres portadoras de cancer de mama e controles sem cancer, o grupo do Laboratorio de Citog
1a € Oncogenética (LabCHO) detectou uma série de miRNAs diferencialmente expressos, possivelmente ass
diagndstico positivo para a doenga. Dentre estes, observou-se que o miR-142-5p e miR-150-5p apresentarar
le expressdo em tumores do subtipo triplo negativo do que no luminal A, sendo que, o miR-142-5p potenci
1ina o subtipo Luminal A. (OZAWA et al., 2020).

O objetivo geral deste trabalho € verificar a expressao dos miR-142-5p e miR-150-5p em tecido tumoral € nao
2nte ao tumor) de mulheres com carcinomas primarios de mama e verificar se ha concordancia com os result

sa0 obtidos na bidpsia liquida, contribuindo, assim, na avaliacdo destes como potenciais biomarcadores.



/ISAO BIBLIOGRAFICA

\MA FEMININA

A mama feminina é composta de células de tecido adiposo, tecidos conectivos e glandulas, que se esten
Ila até a axila e até o meio da caixa toracica. Em cada mama, ha 15-20 sec¢des chamadas I6bulos, que sao cot
itas glandulas menores produtoras de leite, que, por sua vez, sdo conectados ao mamilo através dos dutos

5, Vasos sanguineos, canais linfaticos e linfonodos auxiliares compdem o restante da glandula (Figura 1).

Figura 1 Anatomia da mama feminina. Fonte: Adaptado de WebMD LLC; 2014 < www.webmd.com/women/picture-of-the-breasts#1>

\NCER DE MAMA

O cancer de mama em mulheres € o primeiro tipo de cancer mais comumente diagnosticado no mundo e o ¢
sil (BRAY et al., 2018; WHO 2020; INCA 2020), com estimativa de novos diagndsticos de cancer de mams
s no mundo e 66.280 no Brasil para cada ano do triénio 2020-2022 (Tabela 1) (INCA 2020).



1 DISTRIBUIGAO PROPORCIONAL DOS DEZ TIPOS DE CANCER MAIS INCIDENTES ESTIMADOS PAF
EXO, EXCETO PELE NAO MELANOMA*

Homens Mulheres

Localizagao Primaria Casos % Localizagédo Primaria Casos %
Prostata 65.840 29,2% Mama feminina 10.890 29,7%
Coldn de reto 20.520 9,1% Colon e reto 20.470 9,2%
Traqueia, brénquio e pulmao 17.760 7,9% Colo do utero 16.590 7,4%
Estomago 13.360 5,9% Traqueia, brénquio e puiméo 12.440 5,6%
Cavidade oral 11.180 5,0% Glandula tireoide 11.950 5,4%
Eséfago 8.690 3,9% Estdmago 7.870 3,5%
Bexiga 7.590 3,4% Ovario 6.650 3,0%
Linfoma n&o Hodgkin 6.580 2,9% Corpo do utero 6.540 2,9%
Laringe 6.470 2,9% Linfoma ndo Hodgkin 5.450 2,4%
Leucemias 5.920 2,6% Sistema nervoso central 5.220 2,3%

*Numeros arredondados para mu

FONTE: Instituto Nacional de Cancer — INCA (2020) NOTA: *Numeros arredondados para 10 ou multiplos de 10.

O tipo histolégico de cancer de mama € determinado pelo local de origem do crescimento de células cancero
5 (carcinoma lobular) ou ductos (carcinoma ductal). Devido ao processo de metastase, que ocorre em cerca
as pacientes com diagnéstico em estagio inicial, o cancer de mama pode ser a principal causa de mortalidade (c

ntre as mulheres na maioria dos paises do mundo (BRAY et al., 2018; CHEN et al., 2018).

O cancer de mama é uma doenca heterogénea com diferentes aspectos histologicos, clinicos e resp
entos. Embora atualmente ndo exista uma causa clara, existe uma série de fatores de riscos conhecidos qt
ados a uma maior ou menor suscetibilidade a doenga. Alguns desses fatores de risco sdo a idade da r
EY, GAMMON, JOHN, 1993), uso de anticoncepcionais (BERAL, REEVES, 1993), obesidade (ENGIN.
)ausa tardia e altos niveis hormonais — incluindo estradiol, prolactina e fator de crescimento semelhante a
VERKASALO 1999; KEY, VERKASALO, BANKS, 2001).

Estima-se que aproximadamente 10 a 30% dos casos de cancer de mama estejam relacionados a fatores here
toriais, sendo que apenas 5 a 10% possuem heranga monogénica apresentando mutagdes em genes de predis]
por exemplo, BRCA1, BRCA2, CHEK2, TP53, PTEN entre outros (APOSTOLOU et al., 2013; LIMA et al., 20

de mutagdes deletérias nos genes BRCA71 ou BRCAZ2, sdo sugeridas intervencbes redutoras de risco,



ancia magnética anual das mamas, mastectomia bilateral e salpingo-ooforectomia devido a 50-80% de ch;
rolvimento de cancer de mama e de ovario (SASLOW et al., 2007; DOMCHEK et al., 2010 CARBINE et al., 201¢

A metastase é a formacado de uma nova lesdo tumoral a partir da lesdo primaria localizada em uma regiao dis
)lem — ou seja, algumas células neoplasicas adquirem a capacidade de invasao, alcangando 0s vasos sanguine
linando para um local distante onde formam uma nova col6nia neoplasica, sendo a principal causa de mortalic
tes com neoplasias malignas, responsaveis por 90% das mortes associadas a tumores sélidos (GUPTA, MAS:!

No cancer de mama, a metastase € caracterizada por uma disseminacao via sistema linfatico e/ou cir
ais para os pulmées, figado, cérebro e ossos (MULLER et al. 2001), sendo que o local de preferéncia dep
), por exemplo, carcinomas ductais tendem a fazer metastases em linfonodos distantes, pulmbes e sistema
, enquanto os lobulares em peritbnio, trato gastrointestinal e ovarios (CHEN et al., 2018). O cancer de
atico ainda representa uma doenga com prognéstico desfavoravel, tendo uma sobrevida média de dois a quat
dendo do subtipo de cancer de mama (EROLES et al., 2012).

TROGENIO, PROGESTERONA E ERBB2/HER?2

O horménio estrogénio promove o desenvolvimento e manutencédo de caracteristicas femininas, atuando atr
) aos receptores de estrogénio (RE) — comumente encontrados em células mamarias normais. Quando ligac
or, 0 estrogénio atua no controle do crescimento, funcdo e manutencdo das células da mama. O aum
acao das células da mama pode causar o acumulo de mutagdes que, por sua vez, podem resultar no surgim
ncer de mama. O excesso de estrogénio também pode produzir residuos genotdxicos, e ambos 0s processos
linar crescimento celular anormal, evasao da apoptose e falha no reparo do DNA, podendo resultar na form;
s (DEROO, 2006).

Existem dois tipos de receptores de estrogénio que sao expressos de forma diferente em diferentes tipos de
lo 0 corpo humano. Os genes humanos receptores de estrogenos do tipo alfa (ESR1) e do tipo beta (ESR2) ci
leinas respectivas, que possuem fungdes muito distintas (DEROO,2006), tendo o ESR1 maior importancia no cé

Assim como o receptor de estrogénio, a presencga do receptor de progesterona (RP) também é avaliada no cé
como fator progndstico (HARRIS et al., 2007). Semelhante a proteina RE, a RP existe em duas isoformas rec
), porém essas formas sao produtos do mesmo gene. A isoforma A € uma forma ligeiramente truncada da isofor

€ umas as outras para criar homo e heterodimeros (HAMMOND et al., 2010).



O gene chamado oficialmente de ERBBZ2 (também conhecido por CD340, Neu, ou, nome mais utilizado,
a 0 receptor tirosina- quinase ERBB2 ou HER2. A familia ERBB é composta de quatro tirosinas quinases rec
5 @ membrana plasmatica, sendo o receptor HER2 um deles (ROSS et al., 2003). O HER2 tem capacic
dimerizar com qualquer um dos outros trés receptores. A sua dimerizacido resulta na autofosforilacdo de resi
3 no dominio citoplasmatico dos receptores e ativa uma variedade de vias de sinalizagdo — envolvidas na trai
al, incluindo a via Ras/ativada por mitégeno-quinase, via PI3K/Akt, e a via PLC-y, afetando a proliferacao
ivéncia, motilidade e aderéncia (ROSS et al., 2003). A amplificacao do gene ERBBZ2 e/ou a superexpressao da

foram identificadas em 10% a 34% dos cénceres de mama invasivos (STERN, HEFFERNAN, WEINBER(
Em resumo, a sinalizacdo através da familia de receptores ERBB promove a proliferagao celular e evita a apo

to, deve ser rigidamente regulada para evitar que ocorra o crescimento celular descontrolado.

ASSIFICACAO DO CANCER DE MAMA

Existe uma diversidade fenotipica e de expressdo génica exibida pelos tumores mamarios relacionada
dade genotipica. Entre os anos de 1943 e 1952 Pierre Denoix desenvolveu o sistema TNM, uma classific:
s por extensado anatdbmica da doenga em que T significa a extensdo do tumor primario, N é a auséncia ou pre
ao da metastase nos linfonodos auxiliares e M representa a auséncia ou presenca de metastase a distancia (C
ELSTON, ELLIS, 1991; SOBIN et al., 2011; MIRSADRAEE et al., 2012).

Outro sistema de classificagdo é o de Nottingham Histologic Score (modificado por Elston-Ellis do sistema de
-Richardson) (BLOOM, 1957; ELSTON, ELLIS, 1991), onde é possivel classificar o cancer de mama utilizat
, de diferenciagao celular (quantidade de formagao de glandulas, pleomorfismo e atividade mitética). A avali
ial de agressividade do cancer de mama foi possivel a partir da analise de tais caracteristicas histoldgicas, s
s classificados com grau | (baixo), esses sdo bem diferenciados e apresentam melhor progndéstico,

iediario) moderadamente diferenciados e grau Il (alto), pouco diferenciados e de pior prognéstico.

No entanto, o cancer de mama pode ser classificado em subtipos moleculares para especificar a doenca e de
1or tratamento. Os cinco principais subtipos primeiramente definidos sao luminal A, luminal B, semelhante ac
al-like), basal e com aumento de expressdao deHER2 ou de sua via (Figura 2) (PEROU et al., 2000; SORLI
2003). Além desses subtipos, foram sugeridos mais dois subtipos: claudina baixa, definidos pela baixa expres
das claudinas 3, 4 e 7, E-caderina, CD24 e aumento da expressao de genes relacionados com a transi¢céo
quimal (PRAT et al., 2010) e o subtipo apécrino molecular, descrito pelo aumento da expressdo do rece
)leno (FARMER et al., 2005; SANGA et al., 2009).
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Figura 2 Classificagcdo molecular dos subtipos de cancer de mama.

FONTE: modificado de VALENTIN et al., 2012

O mais frequente é o subtipo luminal A, presente em 50-60% dos casos. Tendem a ser os mais recepti
amentos contra o cancer e a terapia hormonal, portanto, ttm o melhor progndstico e maiores taxas de sobre
ES et al., 2012).

O luminal B representa 20-25% dos casos de cancer de mama, e comparativamente ao luminal A, tem um
igressivo, maior indice proliferativo, maior grau histoldgico e pior prognéstico. (EROLES et al., 2012). Tende

s maiores e ter linfonodos positivos (com metastases), mas ainda possuem taxas de sobrevivéncia razoav

O subtipo HERZ2 enriquecido corresponde a cerca de 15-20% dos casos de cancer de mama. P
xpressao da proteina HER2 por amplificacdo do gene e/ou ativagado dos genes da via regulada pelo HER2,
ntarem altos indices de proliferagcdo. O progndstico € considerado desfavoravel quando comparado aos
is (EROLES et al., 2012). Este subtipo pode e deve ser tratado com medicamentos especificos que tém com
\a HER2. (EROLES et al., 2012)



O subtipo basal like corresponde de 10-20% dos casos de cancer de mama. Esse subtipo expressa genes qt
tes no tecido mioepitelial da mama normal. E um tumor comum em mulheres mais jovens, possui alto grau hist
ases em linfonodos auxiliares sao frequentes e seu progndstico € desfavoravel quando comparado com 0s
is (EROLES et al., 2012).

O normal like ocorre em 5-10% dos casos diagnosticados de cancer de mama. Este subtipo ndo apreset
ao clara definida, sendo muito controverso sobre ser ou ndao considerado um subtipo molecular. Alguns at

eram como “contaminacao” por células normais do estroma mamario (EROLES et al., 2012).

O subtipo claudina baixa é definido pela alta expressdo de marcadores da Transigdo Epitelial-Mesequima
expressao de genes relacionados a adesao celular (claudinas 3, 4 e 7), e baixa expressao de genes de mar
is (EROLES et al., 2012).

O subtipo apdcrino molecular ocorre em 8-15% dos casos de cancer de mama e apresenta receptor
)énio positivo (RA) e negativo para receptor de estrogeno (LEE et al., 2012). Esta subdivisdo é de extrema imp
estabelecimento do progndstico e escolha do tratamento (PRAT et al., 2010) e trouxe contribuigdes importante

ida das pacientes.

Apesar da classificagdo molecular ser importante para o prognostico das pacientes, a implementacdo desse
> torna-se mais dificil pois implica em um alto custo financeiro e maior tempo necessario para a realizacdo. Pc
onferéncia de St. Gallen em 2011 (GOLDHIRSCH et al., 2011), foi sugerida uma classificacdo simplificada bas
> imunoistoquimica dos tumores, atualizada em 2013 (GOLDHIRSCH et al., 2013) este método € mai
micamente para a implementagao na pratica oncolégica (Tabela 2). As analises imunoistoquimicas sdo nec
efinir se as células cancerosas sao positivas ou negativas para o receptor de estrogénio, receptor de progest
) aumento de expressdao de HER2. Somou-se a estes marcadores, a analise da expressao de um marc

acao celular, a proteina Ki-67.

Mesmo que a classificagdo histopatoldgica ndo consiga refletir de forma adequada a heterogeneidade do cé
- 0S pacientes ainda sao agrupados de acordo com tais critérios para definir a terapia adequada e avaliar o prog
sumo, os critérios utilizados para uma previsao do prognéstico e definigdo do tratamento incluem: idade do p
istologico, tamanho do tumor, presenca ou auséncia de metastases em linfonodos ou a distancia, presencgal/s
ceptores de estrogénio, progesterona e aumento da expressao do fator de crescimento epidérmico humano 2
lITT, 2010).



=ICACAO DO CANCER DE MAMA DE ACORDO COM A ANALISE IMUNOISTOQUIMICA

SUBTIPO RE/RP/HER2 Ki-67 PROGNOSTICO
Luminal A RE+RP+HERZ2 Baixo Bom
RE+RP+/- HER2+ Baixo
Luminal B Intermediario/Desfavoravel
RE+RP- HER2- Alto
HERZ2-positivo RE-RP-HER2+ Alto Desfavoravel
Triplo Negativo RE-RP-HER2- Alto Desfavoravel

Legenda: RE, receptor de estrogénio, RP, receptor de progesterona, HER2, proteina codificada pelo oncogene ERBB2/HER?2, Ki-67 b
ou alto (=14%) marcador de proliferagéo celular.

Na classificacdo imunoistoquimica além dos subtipos luminal A, luminal B e HER2, foi determinado que qt
or de estrogénio, receptor de progesterona e HERZ2 s&o negativos, o cancer de mama é classificado com
/0”. Cerca de 10 a 20% de todos os canceres de mama sao triplos negativos e esse tipo de cancer nao res;
. hormonal ou a tratamentos especificos para super expressdo de HER2. O cancer triplo negativo € mais agres:
tipos de cancer de mama, tendo baixa taxas de sobrevida. A combinagao de inibidores da PARP com quimiote
1oterapia estdo sendo estudadas como possibilidades de tratamento para esses pacientes (AYSOLA et al
DAN et al., 2016; SCHMID et al. 2020).

Embora a classificagdo precisa dos subtipos tenha conduzido a uma diminuigdo das taxas de mortalidac
> propor¢ao de pacientes ndo responde a quimioterapia tradicional ou a terapia hormonal (ZAMBETTI et al., 2
ento utilizado n&o consegue prever o desfecho em diferentes pacientes, ja que pacientes com as 1
risticas tumorais podem apresentar respostas ao tratamento completamente diferentes (SCHNITT, 2010;
Com tecnologias de alta resolugao para analise de perfil de expressao dos genes, tais como micro-arranjo, R
como o sequenciamento de nova geracao (NGS), é possivel investigar novos biomarcadores para diagn:
stico, além de possibilitar observar as diferentes respostas ao tratamento (IWAMOTO, PUSZTAI, 2010; SER
16; CHEN, ZHAO, 2019).



Nesse contexto, os miRNAs circulantes ha anos estdo sendo investigados como potenciais biomarcador
a resposta ao tratamento (CHEN et al., 2012; WANG et al., 2012; SERRATI et al., 2016),como “assinaturas de
lassificar o diversos tipos de canceres de mama com maior precisdo (BLENKIRON et al., 2007; GOOSSEN
COLOMER et al., 2018), podendo determinar a identificagdo de novos subtipos moleculares (BHATTACH.
BANDYOPADHYAY, 2015).

SroRNAs

Os miRNAs sdo uma classe de pequenas moléculas de RNA ndo codificadoras com aproximadamente
tideos (LEE, FEINBAUM, AMBROS, 1993). Foram descritos inicialmente no Caenorhabditis elegans (nematoid
nonstrou que os MiRNAs desempenham uma importante fungdo na modulagéo da expresséo génica (LEE, FEII
OS, 1993).A primeira evidéncia de miRNA desempenhado um papel no desenvolvimento do cancer foi enconti
tudo da leucemia linfocitica crénica (CALIN et al., 2002; BHASKARAN, MOHAN, 2014) e, nos anos seguintes
s associaram os miRNAs associados a diversas doengas humanas (CROCE, CALIN, 2005; LUJAMBIO, LOWE
por exemplo, sindrome de Feingold, perda auditiva progressiva autossémica dominante ndo sindromica,
vasculares (MENDELL, OLSON, 2012; SONG, AJANI, 2013), e diversos tipos de canceres (BARTELS, TSON
HENEGHAN et al., 2010; SUGITA et al, 2016; OZAWA et al., 2020). No céancer podem atuar promoy
olvimento e progressao de tumores ou como supressor da tumorigénese (IORIO et al., 2005; LAWRIE et a
IELL et al., 2008; SVORONOS et al., 2016).

Os miRNAs sao formados a partir de precursores, inicia-se com a transcricao de seu gene pela RNA polim
lo 0 transcrito de miRNA primario (pri-miRNA). O pri-miRNA apresenta uma estrutura em grampo (hairpin)
uco que é clivada ainda no nucleo pela RNase lll, Drosha, e seu cofator DGCRS8 (do inglés Di George syndrom
gene 8). O pre-miRNA ¢é transportado pela exportina-5 (proteina responsavel pelo transporte dos miRNAS)
sma, onde sdo clivados por uma enzima, a Dicer, formando um duplex assimétrico (miRNA: miRNA). Esse
-se em duas moléculas de miRNA (5p e 3p), cada uma delas formando um miRNA maduro. Este produto € incc
omplexo multimérico denominado RISC (do inglés RNA-induced silence complex), que inclui as proteinas Arg
principais componentes. Apenas uma das fitas do duplex de miRNA permanece no complexo RISC podend
ias diferentes: uma onde marca o mRNA para ser degradado, e outra via onde se liga a um mRNA e inibe a ex
a (Figura 3) (HE, HANNON, 2004; ESQUELA-KERSCHER, SLACK, 2006; MUNKER, CALIN, 2011).
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Figura 3 - Esquema ilustrativo da biogénese do miRNA. Legenda: A polimerase Il, gera o transcrito de miRNA primario (pri-miRNA),
bfator DGCRS8 clivam o pré-miRNA, que é transportado do nucleo para o citoplasma pela exportina-5. A enzima Dicer faz com que o 1
n duplex assimétrico que se separa e forma dois miRNA maduros. Um miRNA se liga a um complexo RISC a fita de miRNA é direcior
ir um mRNA ou para inibir a expressao proteica.

Os miRNAs podem ser detectados em tecidos, fluidos corporais, como sangue, soro e urina, sendo assim, fa
veis necessitando de procedimentos minimamente invasivos (KAHRAMAN, 2018). Estes sao transportados das
s do seu empacotamento em compartimentos extracelulares ligados a membrana (exossomos) ou ligados a p
¢ao a RNA (ARROYO et al., 2011).

Estudos de acidos nucleicos livres (cfNAs do inglés cell free nucleic acids) no cancer tém identificado alt
>as, epigenéticas, no DNA mitocondrial e na expressao génica, indicando possiveis biomarcadores que rev:
cas entre individuos com cancer e saudaveis. Alteragdes sao identificadas em: RNAs codificantes, RN
antes (ncRNA) — tais como RNAs longos nao codificantes (IncRNA) —, microRNAs (miRNA) e pequenos R

réncia (siRNA), que atuam na regulagao da expressao génica.



Os miRNAs participam da regulacédo da expressao de aproximadamente 30—60% dos genes humanos e témr
ancia na modulacao dos seguintes processos celulares: proliferagao, diferenciacdo, desenvolvimento e migrags
atuam na progressao do ciclo celular, angiogénese, transicao epitélio-mesenquimal, renovacdo de células

se, invasao e metastase (HAMAM et al., 2017), sendo assim, possuem uma importante participagdo na bio

a-miRNA-150-5p e hsa-miRNA-142-5p

O hsa-miRNA-150-5p é uma sequéncia de miRNA com 22 nucleotideos (UCUCCCAACCCUUGUACCAGU
sta localizado no cromossomo 19q13.33 e esta descrito em 5 bancos de dados (miRBase, TarBase, RefSeq, L
Foi predito que a sequéncia do hsa-miR-150-5p do Homo sapiens interage com 177 genes codificadores de pro

> INcRNAs (rnacentral.org).

O hsa-miRNA-142-5p é uma sequéncia de miRNA com 21 nucleotideos (CAUAAAGUAGAAAGCACUACU), ct
calizado no cromossomo 17922 e esta descrito em 5 bancos de dados (miRBase, TarBase, RefSeq, LncBase
dito que a sequéncia hsa-miR-142-5p do Homo sapiens interage com 572 genes codificadores de proteinas e

As (rnacentral.org).

Os miRNAs 142-5p e 150-5p estdo envolvidos em varios tipos de cancer. No cancer humano podem ter ¢
2nica ou supressora de tumor em células originarias de diferentes tecidos. Por exemplo, a superexpressao do n
)moveu significativamente um aumento da proliferagdo celular e a formacdo de colbnias nas células RCC
em de carcinoma de células renais). O gene BTG3 foi identificado como um alvo direto do miR-142-5p. O silenc
G3 reverteu a proliferacao celular induzida pelo miR-142-5p, sendo assim, este miRNA pode ser um alvo ter:
tratamento do CCR (LIU et al., 2017),

Ja o miR-150 é regulado positivamente em células B positivas para CD19 em leucemia linfocitica cronica (LL
lado negativamente em leucemia mieloide crénica, leucemia linfoblastica aguda e linfoma ndao-Hodking de cé
(PAPAKONSTANTINOU et al., 2013; MRAZ et al., 2014).

No carcinoma espinocelular da cabega e pesco¢o (HNSCC), uma analise da expressao de miRNA (miR-1
50-3p) constatou que esses MiRNAs estdo com expressao diminuida quando comparados com a expressao erm
is normais, atuando como supressores de tumor em HNSCC (KOSHIZUKA et al., 2018). Em outro estudo, Oka

apresentaram dados que indicam uma funcdo antitumoral dos pré-miR-150, miR-150-5p e miR-150-3p c
sao diminuida no carcinoma de células escamosas do esdfago (ESCC), quando comparados a tecidos ¢

s e linhagens celulares ESCC (TE-8 e TE-1). Os autores demonstraram que ambos os filamentos do miRNA



50 inibiam a migragdo e invasao de células cancerosas ESCC, indicando que tanto miR-150-5p como mik
 atividade antitumorigénica. Analisando a expressao dos miRNAs em cancer gastrico, Zhang et al. (2011) desc
issinatura” com baixa expressado de hsa-miR-375 e hsa-miR-142-5p em amostras de cancer gastrico com rec
0 comparadas com amostras sem recorréncia. A partir destes dados, estes miRNAs foram selecionado

‘cadores para verificar a progressao e o risco de recorréncia do cancer.

Os estudos de perfis de expressdo de miRNA no cancer de mama também tem fornecido informacdes s
sos de iniciagdo, progressdo e manutencdo do cancer (MATTIE et al., 2006; HAFEZ et al., 2012; JANC
.Os miRNAs no cancer de mama, por exemplo, a superexpressao dos miR-21 ,miR-155 e miR-200 e a ex
ida dos miR-486-5p e miR-139-5p tém sido associados a todas as etapas ao longo da cascata me
HOORN, 2010; RASK et al., 2014; MEHRGOWU et al., 2017), tendo um grande potencial para serem biomarcac
médica, devido a sua extrema estabilidade e facilidade de deteccdo (ANDORFER et al., 2011).

Varios miRNAs (miR-21, miR-10b, miR-155 e Let-7a) estdo desregulados em soro de pacientes com cancer d
mparagao com individuos saudaveis (ZHU et al., 2009; VAN SCHOONEVELD et al., 2012; KHALIGHFARD et al
1tes MiRNAs foram associados com subtipos especificos de cancer de mama, os miRNAs Let-7f, Let-7c e |
associados com o luminal A e os miR-150 e miR-142-3p com o subtipo HER2-positivo (VAN SCHOONEVELI
enquanto miR-153, miR-10b, miR-26a e miR146a, com o subtipo triplo negativo (FKIH M'HAMED et al., 2017).

Outro trabalho identificou nove miRNAs diferencialmente expressos (expressao alta: miR-361-5p; miR-26a-*
p; MiR-155-5p; MiR-205-5p; miR-150-5p; miR-106b-5p; expressao baixa: miR-4734 e miR-424-3p) entre pacien
recidiva de cancer de mama. Isso permitiu desenvolver uma “assinatura” progndstica para pacientes com cé
HERZ2-positivo baseada em dois miRNAs (miR-4734 e miR-150-5p) (DU et al., 2016).

Ja no carcinoma ductal in situ (CDIS), no cancer de mama invasivo (CMI) e no cancer com invasao linfovascu
tudo demonstrou expressao diferencial dos mMiRNAs miR-150, miR-126 e miR-155, sendo mais expressos er
1 comparagao com CDIS (SOON et al., 2018).

Em pesquisa do nosso grupo, Sugita (2018), analisou o nivel de expressdo do miR-150-5p e sua fur
ividade de tumores TN comparando pacientes afro-americanas e americanas brancas nao-hispanicas. O
s80 mais elevada em tecidos tumorais do que em tecidos adjacentes ndo-tumorais e em tumores TNs
rados aos ndo-TNs. Além disso, foi observado que as afro-americanas apresentavam um maior nivel de expre
5 americanas brancas nao-hispanicas e que havia associagdo com fatores de mau prognostico nas pacier

s funcionais demonstraram a fungdo oncogénica deste miRNA.



Ozawa et al. (2018) observaram que exossomos isolados de linhagem celular de cancer de mama triplo 1
806) , sdo capazes de induzir proliferagcao e resisténcia a drogas nas células mamarias da linhagem nao tumo
DA, potencialmente mediadas por alteracées na expressdo de genes € miRNAs associados a proliferacéo
se, invasdo e migracdo. Analisando a expressao de microvesiculas extraidas de pacientes com cancer de
ou que dentre os varios miRNAs com diferencas na expressao, se destacaram os miRNAs 142-5p e
cialmente expressos nas microvesiculas extraidas de pacientes versus controle e entre os subtipos luminal A
/0. O miRNA-142-5p apresentou uma alta expressdo em pacientes com subtipo luminal A quando compare
) triplo negativo. Além disso, o miRNA-142-5p teve uma alta expressao no cancer (Luminal A e triplo negativo)
rada com controle. Por outro lado, o mir-150-5p n&o apresentou diferenga significativa quando comparado can
e, mas apresentou uma alta expressao em pacientes com subtipo luminal A quando comparada com subtij
/0. Outro dado interessante deste trabalho foi a sugestdo de um painel de miRNAs para a diferenciagé
ores de cancer de mama e individuos controle através da detecg¢ao da alta expressdo do miRNA-142-5p, miR-
133b-5p, com uma acuracia de 0,84 (sensibilidade de 93,33%, especificidade de 68,75%), além da combinagac
sao dos miR-142-5p e miR-320a para distinguir o subgrupo Luminal A de TN. Foi verificado também que a ex
cial destes miRNAs foram associadas com fatores progndsticos, como a baixa expressao dos miR-142-5p e n

1 grau de tumor 3 (p<0,05) e a alta expressao de miR-142-5p e miR-320a com tamanho de tumor <20mm (p<0,(

Diante do exposto fica evidente que a identificacdo de miRNAs como biomarcadores tem grande importar
s de varios tipos de cancer com grande potencial no diagnodstico, progndstico e nos estudos de novc

uticos.



TIFICATIVA

A identificacdo acurada e precoce do cancer de mama aumenta de forma significativa as chances de sobre
te. O grupo de pesquisa do Laboratério de Citogenética Humana e Oncogenética (UFPR) se dedica ao es
~ha mais de 30 anos, principalmente o de mama. A partir de trabalhos realizados em nosso laboratdrio,
>s em microvesiculas extraidas do sangue periférico de pacientes portadoras de cancer de mama demonstraran
\s 142-5p e 150-5p estéo diferencialmente expressos em microvesiculas extraidas de pacientes versus controle
tipos luminal A e triplo negativo, foi desenvolvido este projeto para avaliar a expresséo destes miRNAs em
al vs nao tumoral e entre subtipos), desde que ha controvérsia na literatura se ha ou nao correspondéncia ent
s de expressao. Esta analise de expressao se dara a partir de amostras de tecido fresco e in silico através do b
The Cancer Genome Atlas (TCGA), também utilizaremos dados de expressdo de miRNA-Seq através do “C
r Database”. (OMCD). Paralelamente, em outros projetos do grupo, a expressdo destes miRNAs esta sendo :
ma livre, em plasma e soro de pacientes e controles, e entre subtipos do cancer de mama. Além disso, u
s in silico do banco de dados TCGA e OMCD, os dados sobre a expressao diferencial dos miRNAs 142-5p e 15
~de mama serdo comparados com os resultados obtidos neste estudo. Desta forma, ao final destes projetos,
norama completo da expressdo dos mesmos em microvesiculas, tecidos, plasma e soro de pacientes (il

)S) e controles.



JETIVO

JETIVO GERAL

yuir na avaliagao do potencial dos miRNAs 142-5p e 150-5p como biomarcadores no cancer de mama.

JETIVOS ESPECIFICOS

ar 0 nivel de expressdao dos miRNAs 142-5p e 150-5p no tecido mamario tumoral de portadoras de cancer d
btipos Luminal A e triplo negativo

ar o nivel de expressao dos miRNAs 142-5p e 150-5p no tecido mamario adjacente nao tumoral de portad
“de mama

ar 0s niveis de expressdo do miR-142-5p e miR-150-5p publicados online pelo Bancos de Dados “The Cancer (
(TCGA) e “OncomiR Cancer Database”. (OMCD).

arar os resultados com aqueles ja obtidos na analise de exossomos para avaliar se o nivel de expressao se

erentes amostras.



TERIAL E METODOS

O projeto foi aprovado no Comité de ética em Pesquisa em Seres Humanos do Setor de Ciéncias da Saud
o CAAE: 19870319.3.0000.0102 em 17/10/2019. Todas as pacientes assinaram o Termo de Consentimento

scido.

RACTERIZAGAO DA AMOSTRA

As amostras utilizadas no presente estudo consistem em tecidos tumoral e adjacente ndo tumoral de pacie
2minino, portadoras de cancer de mama. Os tecidos sao rotineiramente coletados “a fresco” no momento da cir
al Nossa Senhora das Gracgas, colocados em tubos contendo solucdo de RNAlater para preservagao dos
0s, transferidos ao Laboratério de Citogenética Humana e Oncogenética do Departamento de Gené

sidade Federal do Parana (UFPR) onde sdo conservados em freezer -80°C até o momento da extragao.

Foram selecionadas amostras provenientes de pacientes com carcinoma primario de mama de acordo
tes critérios: 1) diagndstico clinico e histolégico positivo para a doenga e classificagao imunoistoquimica do
egativo ou luminal A; 2) serem provenientes de pacientes com no minimo 18 anos de idade; 3) ndo apresentar
r de cancer de mama ou outra sindrome de cancer hereditario; 4) estarem livres de tratamentos no momento d:
selecionar amostras do subtipo luminal A foram considerados as que possuiam marcadores de imunoistc
0s para receptores de estrégeno (RE+) e de progesterona (RP+), e negatios para HER2 (HER2+) com 0 marc
acao ki-67 menor que 14%. As amostras triplo negativas foram selecionadas pela negatividade dos trés mar

P e HER2) na imunoistoquimica.

| foram obtidas 73 amostras de tecido tumoral, sendo 49 caracterizadas como luminal A e 24 triplo-negativas, e
adjacente n&o tumoral. As principais caracteristicas estdo descritas na Tabela 3.



3. DADOS CLINICOS E HISTOPATOLOGICOS DE PACIENTES COM CANCER DE MAMA SEPARADOS NO
POS LUMINAL A E TRIPLO NEGATIVO

le cancer do subtipo Luminal A n= 49 Grau tumoral n
gia n % Grau | 10
wvasor 29 59 Grau I 28
invasor 4 8 Grau Il 4
1 situ 2 4 Sem informacéao 7
0 invasor 4 8 Invasdo em linfonodos auxiliares n
obular 7 14 Presenca 6

2 4 Auséncia 37
ormagao 1 2 Sem informacgéo 6
10 do tumor n % Idade n
] 22 45 <50 14

15 31 > 50 35

Ormacao 12 24



; de cancer do subtipo Triplo negativo n= 24 Grau tumoral n
gia n % Grau | 1
nvasor 20 84 Grau ll 3
invasor 0 0 Grau Il 13
N situ 2 8 Sem informacéao 7
50 invasor 0 0 Invasdo em linfonodos auxiliares n
lobular 0 0 Presenca 9

2 8 Auséncia 12
ormacao 0 0 Sem informagao 3
10 do tumor n % Idade n
n 8 33 <50 11
1 9 38 > 50 13
ormagao 7 29

Fonte: o Autor (2019).



TRACAO DE RNAs

As amostras de tecido tumoral e ndo tumoral foram submetidas a extragao de RNA total, incluindo mRNAs e r
da por meio do kit comercial miRNeasy® Mini Kit (Qiagen). O miRNeasy Mini Kit combina a lise de amostras a
uanidina e a purificacdo do RNA total baseada em membrana silica. O Reagente de Lise QlAzol, incluido no ki
o monofasica de tiocianato de fenol e guanidina, que realiza a lise de tecidos, inibe RNases e também remove
Jo DNA celular e proteinas do lisado por extragdo organica. As amostras de tecido sdo homogeneizadas em R
e QIAzol. Apos adicdo de cloroformio, o homogenato é separado em uma fase aquosa e outra orgar
lgacao. A fase aquosa superior onde se encontra o RNA total é extraida e é adicionado etanol para prop
des apropriadas de ligagao para todas as moléculas de RNA de 18 nucleotideos para cima. A amostra é entéo :
na de spin RNeasy Mini, onde o RNA total se liga a membrana e o fenol e outros contaminantes sao eficien
s. O RNA de alta qualidade €& entdo eluido em agua isenta de RNase. A quantificagdo foi realizas
rofotdmetro NanoDrop 200 (Thermo Fisher Scientific), todas obtiveram concentragdo acima de 100 ng/ pL,

snadas em freezer -80° C.

 TENCAO DE cDNA

A reacéo de retrotranscricao dos miRNAs foi realizada de acordo com o kit TagMan microRNA Reverse Tran.
plied Biosystem). As amostras foram diluidas em agua livre de nuclease (DEPC) com concentracgéao final de 1(
ume final de 10 pL em tubos de 0,5 mL. Foi adicionado 10 yL do mix com reagentes necessarios (Agua DEI
se Transcription Buffer, MultiScribe Reverse Transcriptase, 5x RT Primer, RNAse Inhibitor e 100mM dNTPS)., te
> final de 20 pL. Finalmente os tubos foram para o equipamento Mastercycler Gradient (Eppendorf) para amp

igmentos de cDNA por 10 minutos a 25°C, 2 horas a 37°C, 5 minutos a 85°C e em espera a 4°C.

ALIACAO DA EXPRESSAO GENICA POR RT-gPCR

As reagdes de PCR quantitativa em tempo real (QPCR) para a avaliagao dos niveis de expressdo dos miRNA
das por meio de ensaios TagMan® (Applied Biosystems), utilizando o equipamento Viia 7 Real Time PCR

d Biosystems™). Foram utilizadas trés sondas de miRNA, sendo o RNU 48 utilizado como endégeno e o miRl



1iIRNA-150-5p como alvo da pesquisa. No total 73 amostras de tecido tumoral (Luminal A e Triplo negativo)

adjacente foram utilizadas para realizar a RT-qPCR.Primeiramente as amostras de cDNA foram dilui
1ando 80uL de agua livre de nucleasse (DEPC) e 20uL de amostra. Um mix para cada primer foi pr
damente contendo Tagman universal master mix (5uL), e 0,5uL de Tagman Small RNA Assay por amostra.
preparados trés mix (TM-miR-142-5p; TM-miR-150-5p; TM-RNU48). Na placa de 96 pogos foram adicionados &
r poco da placa. Em seguida, foram adicionados 4,5 uL de cDNA de cada amostra. Todas as reag¢des foram re.
licata (FORERO et al., 2019).

ALISE DE EXPRESSAO DOS miRNAS NO TCGA

O TCGA é um projeto que faz parte do National Cancer Institute (NCl) e o National Human Genome R
e (NHGRI). Trata-se de uma plataforma online gratuita com dados provenientes de pesquisas em canc
acdes de expressado génica e sequenciamento de diferentes tipos de tumores. Utilizando o banco de dados d
analisados dados oriundos de analise de expressao de miRNAs, utilizando software R no pacote edgeR e Lim

ar, organizar, filtrar e normalizar os dados (LAW et al., 2018).

Deve-se destacar que a classificagao do cancer de mama utilizada pelo TCGA é a classificacdo molecular int
a imunoistoquimica como utilizada para os pacientes. Nesta classificagdo, os subgrupos sdo denominados lum
R2 enriquecido, basal e normal-like. Procedemos a analise nos subtipos luminal A e basal, que se s

mente ao subtipo triplo negativo analisado nos pacientes.

ALISE DE EXPRESSAO DOS miRNAS NO OncomiR

O “OncomiR Cancer Database”. (OMCD). € um recurso on-line que explora os miRNAs de 30 tipos de car
e ferramentas para as pesquisas identificarem e validarem miRNAs. Os dados do OMCD foram obtidos a
do TCGA. Utilizando este recurso, conseguimos obter miRNA-Seq, e dados clinicos processados para quase
tes em 30 tipos de cancer. Os dados sao acessiveis para analise de sobrevivéncia e andlise de agrupam
tes (SARVER et al., 2018). N6s realizamos a busca de associagdo dos miRNA-142-5p e miRNA-150-5p, e anz

de expresséo desses miRNAs em diferentes tipos de canceres.



5.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados de RT-qPCR foram analisados inicialmente pelo método 222CT para a obtengdo dos dados rela
sdo (PFAFFL et al., 2001). O método 222€T ¢ (til quando muitos alvos e/ou amostras sdo testados e é semelr
0 da Curva Padrao Relativa, exceto por usar formulas aritméticas para alcancar o resultado para quantificagao
nétodo compara resultados de amostras experimentais com um calibrador e um normalizador. A quantidade

izado para referéncia endogena e em relagéo ao calibrador, € dada pelo céalculo 2-24CT,

A analise estatistica foi realizada utilizando o software GraphPad Prism 7 (GraphPad Software Inc., San Die
Foram analisados todos os dados obtidos (incluindo dados clinico-patoldégicos) via D'Agostino-Pearson on
de normalidade Shapiro-Wilk para determinar se esses dados possuiam uma distribuicdo normal. Comprovad
idade dos dados, os testes ndo paramétricos foram utilizados. Foi utilizado, para comparacao de dois grupos.
nn — Whitney, e para comparagao de trés ou mais parametros o teste de Kruskal -Wallis, seguido pelo t
ragcdes multiplas de Dunn. O método de Rout (Q = 1%), foi utilizado para identificar valores com expressé

1 (outliers). O valor de p ajustado <0,05 foi considerado significativo.



ULTADOS

PRESSAO DOS miRNAs EM AMOSTRAS COM CANCER DE MAMA

O miR-142-5p foi analisado nas 73 amostras e nos controles apresentando nivel de expressao significati
lto no tecido tumoral quando comparado ao nao-tumoral (CT) (p<0,05) (Figura 4 A). As amostras tumorai
ididas quanto aos subtipos luminal A (LA, n=49) e triplo negativo (TN, n=24) e comparadas entre si e em rela
es. O miR-142-5p apresentou nivel de expresséao significativamente mais alto no subtipo TN comparado ao g
5) (Figura 4 B). O miR-150-5p foi analisado nas 73 amostras e demonstrou nivel de expressao significativamer
10 tecido tumoral quando comparado ao nao-tumoral (CT) (p<0,005) (Figura 4 C). Na analise entre os subtipos

) foi significativamente menos expresso em LA quando comparado ao CT (p<0,005) (Figura 4 D).
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L. Expresséo dos miRNAs em amostras de tecido tumoral e ndo-tumoral de acordo com o diagndstico e subtipos. (A) Expressao rel
inificativamente mais alto do miR-142-5p em tecido tumoral em comparagao com controle (CT). (B) o nivel de expresséo relativa do m
cativamente mais alto em pacientes do subtipo triplo negativo (TN) em comparagdo com CT. (C) Expressao relativa significativam
0 miR-150-5p em tecido tumoral em comparagao com grupo CT. (D) miR-150-5p é menos expresso em pacientes do subtip
acao com grupo CT. Os valores de p foram considerados significativos quando, * p<0,05, ** p<0,005. O RNU 48 foi utilizado com
. A linhagem celular BT-474 foi utilizada como calibrador em todas as placas. As analises foram realizadas com base na quantificagz

salores de 2-2ACT,

'SOCIACAO DA EXPRESSAO DOS MIRNAS COM PARAMETROS CLINICO-PATOLOGICOS DE PACIENTE
ER DE MAMA.

Os dados de expressédo foram mensurados para os dois miRNAs (miR-142-5p e miR-150-5p)) e associa
etros clinico-patolégicos obtidos a partir dos laudos anatomo-patolégicos dos pacientes (Tabela 3). As idades

upos pacientes e controles foi respectivamente de 58,19 £ 14,95 e 58,63 £ 13,46. Nao foram observadas dif



ativas na meédia das idades entre os grupos LA e TN (Figura 5 A). Nao foi observada significancia nas diferen

de expressao do miR-142-5p e miR-150-5p entre os graus de tumor —I, Il e lll — (Figura 5 B e C).
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. Andlise da média de idade e graus dos tumores dos pacientes. A) N&o foi observada diferenca significativa entre as médias das ic
S nos grupos avaliados: Luminal A (LA) e triplo negativo (TN). B) Nao houve alteracdo nos niveis de expressdo dos miR-142-5¢

- de grau |, Il e lll. C) O miR-150-5p também n&o apresentou alteragédo nos niveis de expressao entre os tumores de grau |, [l e lll. (p >

A média do nivel de expressao do miR-142-5p (Figura 6 A) e no miR-150-5p (Figura 6 B) ndo apresentaram d
ativa nas comparagdes entre pacientes com metastase em linfonodos axilares negativos e positivos. Quando r
ise de expressao diferencial do miR-142-5p (Figura 6 C) e do miR-150-5p (Figura 6 D) entre tumores

otros) quando comparadas com >20 mm, ambos miRNAs n&o apresentaram diferenga significativa.



Metastase em linfonodos auxiliares

64
32 " v
.' '.¢-¢..
16- &
g- .I.. --'...-
5ol -: :‘..:
2] : <,
- o
1 s
0.5 . %
.49 .0
& o
o e‘*"’”&
Tamanho do tumor (mm)
64
at
32+ tage
- :0
1 6 - e .
8- i T
! - .1-
4 = = o...'
27 - *
1+ - -
0.5 $ r
N N
/’b 7'}

B) 8192 -

Btresio maha =150
log2

&=

Bqressdordana MR150
log2

Metastase em linfonodos auxilia

4096 = " a "mam
* L N
2048 - -:. :.:-._.‘_
1024 - S et
512 4 g = ol
256 . P
128 - - -
64 ; 2
39 L
XN
Tamanho do tumor (mm
8192 -
4096 " ~
2048 - G -
e _—
1024 aat .
512 - et .
256 "er
128- *
64 . £
N N
‘,70' ,’,’lf

. Comparagao da expressdo dos miRNAs com presencia ou auséncia de metastase em linfonodos auxiliares e comparagao da expre

, ao tamanho do tumor. (A) Nao houve significancia na média do nivel de expressdo do mIR-142-5p em pacientes com e sem meté

os auxiliares. (B) O mIR-150-5p também nao apresentou diferenga significativa nos seu nivel de expressdo em pacientes com e sem r

nodos auxiliares. C) O miR-142-5p n&do apresentou diferencga significativa nos niveis de expressdo em tumores <20 quando compar

1. D) Nao houve diferenca significativa nos niveis de expressdo do miR-150-5p em tumores menores que <20 comparados con

‘que >20 mm.



Os niveis de expressao do miR-142-5p foram significativamente mais altos em pacientes com tumor > 50 n
racdo a pacientes com tumores <50 mm. (figura 7 A). O miR-150-5p também apresentou niveis de ex

ativamente mais altas em pacientes com > 50 mm em comparagao a tumores < 50mm (figura 7B).
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. Analise de expressao diferencial do miR-142-5p e do miR-150-5p entre tumores de tamanhos <50 mm quando comparadas com >5(
alores de p foram considerados significativos quando, ** p<0,005..

PRESSAO DO miR142-5p e miR150-5p NAS AMOSTRAS DO TCGA

A analise in silico foi realizada utilizando dados de expressao de 1207 pacientes portadoras de cancer de
que para a analise de expressao do miR-142-5p e miR-150-5p pelos subtipos LA e basal, obteve-se informa
sdo de 558 com cancer de mama do subtipo LA, 183 do subtipo basal e de 104 amostras de tecido n&o
nte (ANT). Através desta analise in silico, foi verificado o nivel de expressdo dos miR-142-5p (tabela 4) e miR

1 5). Foi realizada uma comparagao entre: Basal versus ANT, LA versus ANT e Basal versus LA.



A 4. ANALISE DE EXPRESSAO DO MIR142-5p ENTRE OS SUBTIPOS REALIZADA COM DADOS DO TCGA

miR-142-5p

miR-142-5p

miR-142-5p

LA vs ANT
FC/log2
0,982

Basal vs ANT
FCl/log2
1,778

Basal vs LA
FCl/log2
0,14

PValue
2,24E-14

PValue
141E-21

PValue
9,61E-09

FDR
5,78E-14

FDR
4,31E-21

FDR
1,90E-08

Fonte: o Autor (2019).

se in silico em diferentes comparagdes. Superexpresso em LA comparado ao ANT; Superexpresso em Basal comparado ao A

0 no Basal comparado ao LA Legenda: ANT (tecido ndo tumoral adjacente), LA (luminal A), FC/log2 (log fold change), PValue (v:

e FDR (false discovery rate).

A 5. ANALISE DE EXPRESSAO DO MIR150-5p ENTRE OS SUBTIPOS REALIZADA COM DADOS DO TCGA

miR-150-5p

miR-150-5p

miR-150-5p

LA vs ANT
FCl/log2
-0,922

Basal vs ANT
FC/log2
-0,553

Basal vs LA
FC/log2
-0,185

PValue
4 40E-08

PValue
0,0092273824

PValue
0,227784847

FDR
8,49E-08

FDR
0,011086752

FDR
0,258078484

Fonte: o Autor (2019).



e in silico em diferentes comparacdes. Menos expresso em LA comparado ao ANT; menos expresso em Basal comparado ao AN
o no Basal comparado ao LA Legenda: ANT (tecido ndo tumoral adjacente), LA (luminal A), FC/log2 (log fold change), PValue (valc

Ise discovery rate).



ALISE DE EXPRESSAO DO miR142-5p e miR150-5p NAS AMOSTRAS DO OncomiR

O “OncomiR Cancer Database” (OMCD), permite analises genémicas comparativas e sistematicas dos d.
1ciamento de miRNA derivados de mais de 9500 amostras de tecidos de pacientes com cancer disponiveis
r Genome Atlas (TCGA).

Essa analise in silico foi realizada no OMCD utilizando dados de miRNA-seq do TCGA de pacientes com di
e canceres. As analises foram realizadas para identificar a expressdo média do miR-142-5p e do miR-15(
tes tipos de canceres, comparando tecido tumoral com tecidos nao-tumorais. Como resultado o miR
ntou alta expressédo no cancer de mama comparados ao tecido n&o tumoral (Tabela 6), ao contrario do miR-15(

ntou nivel de expressao mais alto no grupo tecido ndo-tumoral comparado com tecido tumoral (Tabela 7).

TABELA 6. TIPOS DE CANCER COM EXPRESSAO DIFERENCIAL DO HSA-miR-142-5p

miRNA Tipo de cancer Testet  Testet- Aumento de Tumor Nao-tumoral
valor de p FDR expressao: Expresséao (NT)
Média (Log2)  Expresséo
Média (Log2)

miR-142-5p BRCA 9.10e-10 4.05e-09 Tumor 5.69 4.55
miR-142- COAD 4.50e-05 3.45e-04 Tumor 6.07 0.28
5p
miR-142- KIRC 3.77e-16 3.07e-15 Tumor SN 3.66
Sp
miR-142- LIHC 1.24e-09 1.68e-08 NT 5.22 6.84
Sp
miR-142- PRAD 1.15e-05 5.28e-05 Tumor 4.42 3.63
Sp
miR-142- STAD 2.22e-05 9.14e-05 Tumor 6.61 4.77
Sp
miR-142- THCA 7.06e-06 2.69e-05 NT 5.04 5.96
Sp

Legenda: BRCA: carcinoma invasivo de mama; COAD: adenocarcinoma do célon; KIRC: carcinoma renal de células claras; LIHC: c

elular; PRAD: adenocarcinoma da préstata; STAD: adenocarcinoma de estdbmago; THCA: carcinoma de tireoide.






TABELA 7. TIPOS DE CANCER COM EXPRESSAO DIFERENCIAL DO HSA-miR-150-5p

miRNA Tipo de Teste t valor Teste t- Aumento de Tumor N&o-tumoral (NT)
cancer dep FDR expressao: Expressao Média  Expressado Média
(Log2) (Log2
miR-150- BRCA 1.94e-03 4.27e-03 NT 9.05 9.68
Sp
miR-150- COAD 3.33e-05 2.86e-04 NT 8.02 12.64
Sp
miR-150- ESCA 4.51e-02 1.34e-01 NT 8.72 8.10
Sp
miR-150- HNSC 9.21e-03 2.06e-02 NT 8.72 9.47
Sp
miR-150- KICH 3.05e-02 5.83e-02 NT 7.08 7.86
Sp
miR-150- KIRC 9.25e-07 2.57e-06  Tumor 8.59 7.48
Sp
miR-150- LIHC 6.51e-07 4.10e-06 NT 7.72 9.14
5p

Tabela 7. BRCA: carcinoma invasivo da mama; COAD: adenocarcinoma do codlon; ESCA: carcinoma de esbéfago; HNSC:

elular de cabega e pescoco; KICH: croméfobo renal; KIRC: carcinoma renal de células claras; LIHC: carcinoma hepatocelular.



SCUSSAO

O cancer de mama é o que mais afeta mulheres em todo o mundo e o segundo mais frequente no Brasil (OM!
2020), e dessa forma, investigar novos métodos de diagnédsticos e tratamento é de vital importancia. A classific
- de mama em subtipos é essencial para definicdo do tratamento e uma série de novos biomarcadores vén
dos para melhor caracterizar esta doenga (e.g. WANG et al., 2014; DU et al., 2016; FKIH M'HAMED et al., 201
DI, GHORBIAN, 2018; WANG et al., 2019; OZAWA et al., 2020).

Uma importante ferramenta na busca de novas biomarcadores € o estudo dos -miRNAs. Estes tém comc
| @ manutengdo da homeostase da célula. Mas por serem reguladores génicos importantes, alteragcées de seL
ressao ou dos proprios miRNAs podem contribuir com o desenvolvimento de doengas. Estudos sugerem
\s podem regular a expressao de um amplo espectro de genes, resultando em processos celulares alterados, i
agao celular, diferenciagao e apoptose (CHEN, RAJEWSKY, 2007; Tese de doutorado, SUGITA, 2018; MA et a
A et al., 2018, 2020). Os miRNAs podem atuar promovendo o desenvolvimento e progressdo de tumores, ¢
sor da tumorigénese (IORIO et al., 2005; LAWRIE et al., 2008; MITCHELL et al., 2008; HUANG et al., 2012; RE
SVORONOS et al., 2016). Neste trabalho, avaliamos o nivel de expressao em tecido tumoral, ndo-tumoral e in

iRNAs, discutidos a seguir.

7.1. miR-142-5p

O miR-142-5p vem sendo estudado em varios tipos de cancer (ZHANG et al., 2011; LIU L. et al., 2017; LIU ¢
porém sua relacdo com o cancer de mama ainda esta sendo elucidada. De acordo com a ferramenta de bioinf

Scan (http://www.targetscan.org/vert 72/), é previsto que o miR-142-5p contém um total de 950 transcritos cc

vados para este miRNA, com 1028 regides conservadas e 715 locais pouco conservadas — vale lembrar qu
sdo previstas e incluem alguns falsos positivos —. Um exemplo de alvo é a fosfatase homédloga a tensina (PTEI
monstrado que os niveis de expressdao de miR-142-5p e PTEN foram associados positiva e negativ
tivamente, ao tamanho do tumor e a metastase do paciente (XU, WANG, 2018). Outro estudo observou que o n
le atuar como um regulador negativo da via de sinalizacdo do TGF-$ visando o SMAD3. — o TGF- € uma
jpica, exerce seu efeito na expressado génica através dos fatores de transcricdo conhecidos como proteinas S
estudo o miR-142-5p promoveu o crescimento e a sobrevivéncia de células cancerigenas humanas, supril
acao de TGF- (MA et al., 2016).



No cancer de mama foi relatada a superexpressdo do miR-142-5p no tumor em comparagao com tecido nao
- et al., 2014; XU, WANG, 2018), e também em exossomos (OZAWA et al.,, 2020). Este mesmo resul
rado neste trabalho, quando avaliamos a expressdo do miR-142-5p no tecido tumoral de 73 portadoras de cé

e 60 tecidos adjacentes nao-tumorais.

A partir de estudos de expressao genica e estudos funcionais, sugeriu-se que este miRNA possui um potenci
2nico no cancer de mama (XU, WANG, 2018; YU et al., 2019; OZAWA et al., 2020).

Demonstrou-se na analise comparativa entre controles e subtipos luminal A (LA) e triplo negativo (TN), que
) apresentou alta expressao no subtipo TN quando comparado ao grupo CT, ndo havendo diferenca de express
A ou entre LA e CT. Esse resultado € similar ao encontrado na analise de expressao do miR-142-5p em lir
es de cancer de mama — incluindo MCF7, MDA-MB-231, MDA-MB-451, MDA-MB-453 e HCC1937 — em com
linhagem normal HS578Bst (YU et al., 2019). Em vesiculas extracelulares extraidas de soro de pacientes conm
ma, 0 miR-142-5p apresentou nivel mais alto de expresséo no subtipo LA, tanto na comparagdo com TN qua
e (OZAWA et al., 2020), ou seja, houve correspondéncia entre nosso estudo e o de Ozawa et al. (2020) somn
racao geral tumor (LA+TN) versus CT. Isso pode ser decorrente desse estudo ter sido conduzido em exossomc
INAs contidos nas vesiculas extracelulares ndo necessariamente refletem os miRNAs encontrados no tecido
A et al., 2012, OZAWA et al., 2020). Uma hipotese para esta diferenga nos niveis de expressao, € que as amos
sejam “contaminadas” com outros tipos celulares que permanecem mesmo apds a dissec¢ao manual das ar
assim, os miRNAs de vesiculas extracelulares talvez possuam maior poder de diferenciar os subtipos. Porén

s devem corroborar esta hipotese.

Em uma investigagcado sobre a associagdo da expressao de miR-142-5p com caracteristicas clinico-patolog
tes com cancer de mama, a analise realizada neste estudo mostrou que ndo foram observadas diferengas signi
dia das idades entre os grupos LA e TN. Esse resultado corrobora os dados de Xu e Wang (2018), onde
ada associacao significativa entre os niveis de expressao de miR-142-5p e a idade de pacientes com cancer de

O parametro de grau do tumor foi analisado e nao foi observada significancia nas diferengas dos niveis de ex
-142-5p entre os graus de tumor (1, Il e Ill). Isto difere dos resultados da analise em vesiculas extracelulares de
tes com cancer de mama, em que pacientes com grau | apresentaram maior expressao do miR-142-5p com
grau lll (OZAWA et al., 2020).

No estudo de Wang et al. (2014), os niveis de expressdo de miR-142-5p foram mais altos em pacientes con
ma com metastase no linfonodo (LN) em comparagdo com pacientes sem metastase linfonodal (NLN). Além
> de microarray/miRNA, verificou a expressdao de miRNAs em pacientes com cancer de mama primario com LN
- 0s MiRNAs estudados, o miR-142-5p estava superexpresso no grupo LN quando comparado com o gru

5 et al., 2014). Contudo, analises de bioinformatica do banco de dados do OMCD indicaram que a superexpre



2-5p esta associado a metastase linfonodal de células de mama cancerosas (YU et al., 2019). No presente t
| observada diferencga significativa na expressdo do miR-142-5p entre pacientes com metastase em linfonodos

/0s e positivos. Esses dados nao estdo de acordo com estudos anteriores no cancer de mama (WANG et al., 20

A classificagdo TNM determina que o tumor é considerado T1 quando < 20 mm (ELSTON, ELLIS
\DRAEE et al., 2012) e utilizamos este parametro para nossa analise. Os resultados da analise de expressao dif
-142-5p entre tumores <20 mm quando comparadas com >20 mm, ndo apresentou diferenga significativa. Xu

apresentaram dados semelhantes, porém considerando dois parametros: tumores menores que 50mm
ases e tumores maiores ou iguais a 50mm e com metastases. Os niveis de expressao do miR-142-5
ativamente mais altos em pacientes com tumor <50 mm e pacientes sem metastase, em comparagao a pacien
s 250 mm que exibiram metastases. Tomando este valor de tamanho tumoral como parametro (< 50mm e >
0 realizada a analise de expressao diferencial do miR-142-5p, os niveis de expresséo se tornam significativamel
S0s em pacientes com > 50 mm em comparagao a tumores < 50mm (Figura 7A), demonstrando que talvez este

ais sensivel em diferenciar tumores de graus mais elevados pela classificacdo TNM.

Através da analise de expressao in silico utilizando dados do TCGA de 869 pacientes, Yu et al. (2019) ident
miR-142-5p estava superexpresso no tecido de cancer de mama em comparagdo com o tecido adjace
partida, em uma analise de RNA-seq, foi verificado que o miR-142-5p estava mais expresso no controle
rado com subtipo TN (OZAWA et al., 2020). Em nossa analise in silico realizada no TCGA, utilizamos dados ¢
ressao diferencial de miRNAs em tecido tumoral comparados com tecidos ndo tumoral. Identificamos a expre
12-5p em 741 pacientes com cancer de mama, e verificamos expressao aumentada nos tumores (LA+basal
nao tumoral adjacente (ANT), subtipos basal versus ANT, LA versus ANT e no basal versus LA. Outra analise
lizada com os dados do banco OncomiR (OMCD), em que o miR-142-5p também apareceu superexpresso n

0 comparado com tecido normal.

Importante ressaltar que a presenca de um maior nivel de expressao do miR-142-5p em tumores do que e
morais, foi o unico resultado consistente em todas as analises realizadas neste e em outros trabalhos (
xmos e in silico), reforcando o potencial desse miIRNA como um possivel biomarcador para diagno:
isténcia de resultados entre subtipos e entre parametros de progndstico demonstra a clara necessidade de

aior numero de amostras e com melhor padronizagao de métodos e coleta de dados.



7.2. miR-150-5p

O miR-150-5p foi descrito como expresso diferencialmente em varios tipos de cancer humano (WATANAB
JIANG et al., 2012; CAO et al., 2013; WUERKENBIEKE et al., 2015; OKATO et al., 2017; Tese de doutorado, &
KOSHIZUKA et al., 2018). A ferramenta de bioinformatica Target Scan (http://www.targetscan.org/vert 72/), te

o0 que o miR-150-5p contém um total de 356 transcritos com alvos conservados para este miRNA, conter

s conservadas e 407 alvos pouco conservados. Tang et al. (2018), observou que o miR-150 estava menos regul
5 tumorais TNBC em comparagdo com os tecidos mamarios normais adjacentes correspondentes e
cionado com a diminuicdo das metastases linfonodais. A expressao do miR-150 suprimiu a migragéo celular -
a metastase in vivo. Foi demonstrado que o miR-150 regula negativamente o0 HMGAZ2, direcionando diretame
. Além disso, a supressao da migracao celular causada pelo miR-150 é diminuida pela super expressao de |

1do que o0 miR-150 inibe a migracao de células TNBC pela regulacao negativa do HMGAZ2.

O mir-150-5p pode atuar inibindo a proliferagdo, migragdo e invasdo de células cancerosas através di
ismos (WATANABE et al., 2011; WUERKENBIEKE et al., 2015; Tese de doutorado, SUGITA, 2018), ou promo
acao e metastase de células cancerigenas (WU et al., 2010; CAO et al., 2013; YIN et al., 2015). Se o miR
ver ou inibir a progressao do tumor, depende principalmente do tipo de cancer, pois este miRNA possui
tes em diferentes tipos de cancer (CROCE, 2009).

No presente estudo, a expressao do miR-150-5p foi significativamente mais baixa no tecido tumoral
rada ao tecido adjacente (CT). Na analise de subtipos, comparando os grupos LA, TN e controle, o subtipo
ativamente menos expresso quando comparado ao grupo controle, ndo havendo diferenga nas comparagdes ¢
TN e TN versus CT.

Esses dados sao diferentes dos encontrados por outros trabalhos que descrevem a expressdo do miR-150-
a no tecido de cancer de mama em comparagdo com amostras de tecidos saudaveis adjacentes. (LU et al., 2!
2019).

No cancer de mama do subtipo TN, o miR-150-5p tem exibido superexpressdo quando comparado ao teci
| (TSAI et al., 2018) e quando comparado a outros subtipos ndo triplo negativos (Tese de doutorado, SUGITA
1do especificidade desse maior nivel de expressdo ao subtipo TN. Sugita (2016), realizou a comparacéo de
cialmente expressos de pacientes TN e ndo-TN em mulheres afro-americanas e brancas nao-hispanicas. E
dos, 15 miRNAs diferencialmente expressos foram selecionados com maior fold change com valores estatisti

ativos, sendo que o miR-150-5p estava superexpresso em TN comparado a ndao-TN e em afro-americanas



radas com americanas brancas nao-hispanicas. No presente trabalho, a analise de RT-qPCR nao apresentou d

ativas na expressao do miR-150-5p na comparagao entre o subtipo TN e o LA, unico subtipo comparado

No entanto, Tang et al. (2018), identificaram baixa expressdo do miR-150-5p nos tecidos de cancer de mr
) TN comparados com tecidos adjacentes, assim como nas linhagens celulares TN do que na linhagem celular N
agem de células de mama nao tumoral —. Outros estudos com linhagens celulares foram divergentes do

mostrando que o nivel de expressdo do miR-150-5p aumentou significativamente em varias linhagens celu
~de mama (MCF7, MDA-MB-468, MDA-MB-231 e MDA-MB-157) em comparagé&o com a linhagem de célula d
a ndo tumoral MCF10A (LU et al., 2019; HU et al., 2019).

Baseado nos resultados obtidos nesse estudo e os resultados encontrados na literatura, percebe-se que o
) aparece com diferentes niveis de expressdao no cancer de mama quando comparado ao tecido ndo tumor
2ns celulares, ndo havendo um consenso na literatura. Talvez estes resultados conflitantes se devam aos di

0s utilizados nas investigagdes, e deva-se discutir uma maior padronizagao no estudo dos miRNAs.

Os valores dos dados in silico sobre a expressao do miR-150-5p a partir do TCGA, demonstraram que o mik
lenos expresso em tecido tumoral quando comparado ao tecido ndo tumoral, resultado similar ao de nossas :
ido e divergente daquele obtido em microvesiculas, em que nao foi detectada diferenca estatisticamente sigr
sente trabalho, houve diferenga significativa nas comparag¢des entre o subtipo LA versus o tecido ndo-tumo

nivel de expressao no tumor, similarmente ao que descrevemos na nossa analise em tecido. Ja na compar
) basal versus ANT e basal versus LA, ndo houve poder estatistico para uma analise segura. Na analise por R
vestigou a expressao diferencial de miR-150-5p extraido de vesiculas extracelulares, foi observado maior expre
) LA comparado ao subtipo TN (OZAWA et al., 2020).

Na analise in silico utilizando OMCD, a expressao média do miR-150-5p foi menor no tecido tumoral do cé
quando comparado com tecido nao-tumoral. Este dado é coincidente com os resultados de qPCR apres
rmente nesse estudo e com a analise do TCGA. Além disso, na analise de qPCR a expressao do miR-15
ativamente menor nos grupos LA em comparagdao ao grupo CT, resultado que também esta de acordo
rados na analise in silico do TCGA. Dados de RNAseq de vesiculas extracelulares de pacientes com cancer de
m ndo demonstram diferenga significativa no nivel de expressdao do miR-150-5p em CT em comparagéo
VA et al., 2020). Em resumo, estas analises mostram uma concordancia entre as analises por gPCR em tecidos

tumoral e a andlise in silico, mas é divergente da analise realizada em microvesiculas.

Analisando os parametros clinico-patologicos com a expressao do miR-150-5p, ndo obtivemos valores signif
-ametro que avalia a diferenga nos niveis de expressao do miR-150-5p em diferentes graus do tumor (graus I,
ram observadas diferengca nos niveis de expressdo. Quando estudados os niveis de expressao do miR-15(

tes com e sem metastase nos linfonodos, ndo houve diferenga significativas na expressdo do miRNA nesses p:



etastase em linfonodos quando comparados com pacientes sem metastase. Porém, dados da literatura sugeril
150 pode regular negativamente a metastase de células de cancer de mama no subtipo TN (TANG et al., 20
analise, outro parametro que nao obteve diferenga significativa foi nos niveis de expressao entre tumores <20
rados com aqueles >20 mm. No entanto, autores que utilizaram 50mm como ponto de corte, observaram d
ativa nos niveis de expressao, mais alta em tumores maiores que 50mm. Assim como ja discutido acima pare
), realizamos esta mesma analise modificando nosso parametro e obtivemos diferenca significativa também par:

) (Figura 7B), apresentando mais expressdo em tumores >50mm comparados a <50mm.

Os resultados apresentados nesse estudo estdo de acordo com outros trabalhos que realizaram essa an
sao diferencial do miR-150-5p (TANG et al., 2018), mas também nao corresponde a resultados encontrados pc
s (TSAI et al., 2018; OZAWA et al., 2020). O nivel de expressdo do miR-150-5p no cancer de mama parece te
es que alteram seus valores. Em resumo, valores de expressao diferentes foram encontrados em diferentes
TA et al., 2016; TANG et al., 2018; LU, GUO, QIAN et al., 2019; HU et al., 2019; OZAWA et al., 2020) e em
dos esse miRNA apresentou-se menos expresso em tumor quando comparados ao tecido ndo tumoral, ap
1iIRNA como um candidato a marcador de diagndstico mas nao de prognéstico. De fato, esse miRNA esta influe
1cer de mama, no entanto trabalhos de diferentes autores ainda estdo em conflito sobre seu nivel de exf

to mais estudos sdo necessarios para reforgar seu potencial como biomarcador para prognéstico.



NCLUSOES

Verificou-se que o nivel de expressdao dos miRNAs 142-5p esta mais elevado no tecido mamario tumoral de po
de cancer de mama comparado com tecido ndo tumoral adjacente. Ja na analise de expresséo do tecido ndo tt
nos subtipos Luminal A e triplo negativo, os resultados indicam que o miR-142-5p é mais expresso no subti
negativo comparado com o tecido nao-tumoral. Esses resultados foram reforgados pela analise dos ni
expressao in silico utilizando os bancos de dados “The Cancer Genome Atlas” (TCGA) e “OncomiR Cancer Da
(OMCD).

A expressdo do miR-142-5p corroborou os resultados obtidos na bidpsia liquida — analise em microvesit
contribuindo, assim, na avaliagao deste como potencial biomarcador para diagndstico.

O nivel de expressao do miR-150-5p obteve valores de expressdo menores no tecido mamario tumoral de po
de cancer de mama comparado com tecido ndo tumoral adjacente. Na analise de expressao tecido nao tumor
subtipos Luminal A e triplo negativo, a expressao observada foi menor no subtipo LA do que no tecido nao

Esse achado é correspondente ao encontrado na analise in silico do TCGA e OMCD, porém divergente dos
predominantemente na literatura.

Conclui-se que o miR-150-5p tem resultados bastante divergentes na literatura, necessitando de mais estudos

padronizacao para conclusdes mais concretas sobre sua funcao e possivel papel de biomarcador no cancer de



'SPECTIVAS

A expressao desses miRNAs esta sendo avaliada na forma livre, em plasma e soro de pacientes e controles,
)s do cancer de mama. Além das analises de expressao, estudos funcionais também serao realizados. Esperar
| destes experimentos, possamos contribuir com um melhor entendimento da funcdo destes miRNAs no c3

. NOsS seus subtipos e colaborar para o estabelecimento destes como potenciais biomarcadores.
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