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RESUMO 

 

No Brasil foram estimados para 2020-2022 cerca de 61,61 casos de câncer de mama 
(CM) a cada 100 mil mulheres. Políticas públicas como a mamografia juntamente com 
análises histológicas e moleculares têm como principal objetivo o diagnóstico precoce 
da doença. Nos últimos anos, diferentes métodos vêm sendo desenvolvidos para 
auxiliar também no prognóstico e abordagem terapêutica. Nesse cenário, a 
identificação de novos biomarcadores, assim como de procedimentos menos 
invasivos, como a biópsia líquida, vem ganhando espaço. Os miRNAs são explorados 
no âmbito clínico por atuarem diretamente na regulação da expressão gênica. Além 
disso, são observados livres e carregados por vesículas extracelulares (VEs) nos 
fluídos corporais como sangue, facilitando a obtenção. Diante disso, o presente estudo 
selecionou, a partir de dados públicos e trabalhos anteriores do grupo, três miRNAs 
(miR-142-5p, miR-146a-5p, miR-150-5p) para avaliação em plasma de pacientes com 
câncer de mama. Dentre eles, o miR-142-5p apresentou diferença de expressão 
significativa, sendo menos expresso nas pacientes quando comparadas aos controles 
(p = 0,0349), demonstrando um potencial diagnóstico. A expressão do miR-150-5p 
nesse grupo de pacientes não apresentou diferenças de expressão. O papel do miR-
146a-5p na patogênese mamária foi explorado através de ensaios funcionais na 
linhagem MCF-7. A morte por apoptose foi reduzida após o aumento da expressão 
desse miRNA (p < 0,0001) enquanto observou-se aumento na capacidade de 
formação de colônias (p = 0,0013), características essenciais para a progressão do 
CM.  Conjuntamente, a expressão da catalase (CAT), um alvo predito de miR-146a-
5p, foi avaliada. A análise por western blotting demonstrou que a expressão de CAT 
acompanhou a maior expressão do miRNA na linhagem MCF-7, indicando uma 
relação entre ambos, mas que precisa ser mais explorada uma vez que há poucas 
informações na literatura. Portanto, o presente estudo sugere um importante papel 
dos miRNAs miR-142-5p e miR-146a-5p no diagnóstico e prognóstico do CM 
contribuindo para a geração de informações sobre essas moléculas e servindo de 
impulso para pesquisas futuras.  

Palavra-chave: Câncer de mama, miRNA, miR-142-5p, miR146a-5p, biópsia líquida, 
catalase, ensaios funcionais  

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

In Brazil, around 61.61 cases of breast cancer (BC) were estimated for 2020-2022 for 
every 100,000 women. Therefore, public policy such as mammograph together with 
histological and molecular analysis have as their main objective the early diagnosis of 
the disease. In recent years, different methods have been developed to also help with 
prognosis and therapeutic approach. In this scenario, the identification of new 
biomarkers and minimally invasive procedures, such as liquid biopsy, has been 
increased. The miRNAs are explored in the clinical scope for acting directly in the 
regulation of gene expression. Besides, they are observed free and carried by 
extracellular vesicles (EVs) in body fluids such as blood, making it easier to obtain. 
Therefore, the present study selected, from public data and previous studies of the 
group, three miRNAs (miR-142-5p, miR-146a-5p, miR-150-5p) for evaluation in 
plasma of BC patients. Among them, the miR-142-5p showed a significant difference 
in expression, being less expressed in patients when compared to controls, 
demonstrating a diagnostic potential. miR-150-5p expression in this sample does not 
exhibit differences between groups. The role of miR-146a-5p in BC pathogenesis was 
explored through functional assays in the MCF-7 cell line. Death by apoptosis was 
reduced after the increase in the expression of miR-146a-5p while an increase in the 
ability to form colonies was observed, both essential characteristics for BC 
progression. In parallel, catalase (CAT) expression, a predicted target of miR-146a-5p, 
was evaluated. Western blotting analysis showed that CAT expression accompanied 
the miRNA overexpression in MCF-7 lineage, suggesting a relationship between them. 
Nonetheless, these results need to be further explored since there is little information 
in the literature. Therefore, the present study suggests the important role that miR-142-
5p and miR-146a-5p can play in the diagnosis and prognosis of BC, contributing to the 
generation of information about these molecules and serving as an impetus for future 
research. 

Keyword: Breast cancer, miRNA, miR-142-5p, miR146a-5p, liquid biopsy, catalase, 
functional assays  
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1. INTRODUÇÃO 

 
 
O câncer de mama é o de maior incidência no mundo e a primeira causa de 

morte por câncer em mulheres (Sung et al., 2021). No Brasil foram estimados, para 

cada ano do triênio 2020-2022, cerca de 61,61 casos de CM para cada 100 mil 

mulheres colocando-o como o mais incidente depois do câncer de pele do tipo não 

melanoma (INCA, 2019).  

Diante disso, políticas públicas de saúde nessa área vêm sendo desenvolvidas 

desde a década de 1980, como o estabelecimento da mamografia, que conjuntamente 

com análises histológicas e moleculares, tem como principal objetivo o diagnóstico 

precoce da doença. Atualmente o estabelecimento de biomarcadores, como os 

microRNAs (miRNAs), que permitam a identificação do tumor assim como sua 

classificação é de grande relevância no crescente campo da medicina personalizada.  

Neste âmbito, a biópsia líquida, por meio de biomarcadores em fluídos 

corporais, tem se mostrado promissora no diagnóstico, prognóstico e direcionamento 

terapêutico de pacientes com câncer (Asante et al., 2020; Culliane et al., 2020; Puche-

Sanz et al., 2020; Heidrich et al., 2021). Perante a ascensão dessa abordagem na 

oncologia, o presente estudo procurou: i) selecionar, a partir de dados públicos e 

trabalhos anteriores do grupo, miRNAs diferencialmente expressos em tecido tumoral 

e não-tumoral, entre subtipos imunoistoquímicos e entre parâmetros prognósticos. Em 

seguida, verificar se os mesmos podem ser encontrados como marcadores circulantes 

(c-miRNAs) em mulheres portadoras de carcinomas primários de mama, de maneira 

a contribuir para o campo de biomarcadores minimamente invasivos; e ii) investigar o 

efeito funcional do aumento de expressão do miR-146a-5p (selecionado na primeira 

abordagem) contribuindo com o entendimento da patogênese do carcinoma mamário 

e com a possibilidade de novos alvos terapêuticos.   
 
 
 
 
 
 
 



2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

 2.1 CÂNCER DE MAMA 
 

O câncer de mama (CM) é o tipo de câncer com maior incidência na população 

mundial correspondendo a 11,7% dos casos em 2020, representando 2,3 milhões de 

novos casos diagnosticados em mulheres, segundo estimativas do Projeto Globocan 

da Agência Internacional para Pesquisa em Câncer (Sung et al., 2021). No Brasil, o 

Instituto Nacional do Câncer (INCA) estimou para cada ano do triênio 2020-2022, 

66.280 novos casos de câncer de mama (INCA, 2019).  

O CM é um conjunto de doenças que exibe variabilidade genética, 

características histopatológicas distintas, prognósticos diferentes e respostas 

terapêuticas variadas (Vargo-Gogola e Rosen, 2007). Se diagnosticado e tratado 

precocemente a probabilidade de sobrevida global e/ou de sobrevida livre da doença 

aumenta, enquanto o diagnóstico tardio é um dos responsáveis pelo índice elevado 

de mortalidade observado (Thuler e Mendonça, 2005).  

O câncer é uma doença multifatorial e diferentes fatores genéticos e ambientais 

podem contribuir para seu desenvolvimento. No CM alguns fatores são considerados 

de risco uma vez que conferem maior chance de desenvolver esse tipo de câncer. 

Dentre estes: idade, presença de história familiar de câncer de mama e/ou ovário, alta 

densidade do tecido mamário, sedentarismo e obesidade, fatores relacionados à vida 

reprodutiva da mulher (idade da menarca e menopausa, número de gestações, tempo 

de amamentação, uso de anticoncepcionais ou outros hormônios), e alterações em 

genes relacionados com a doença (BRCA1, BRCA2, TP53, PTEN, entre outros) 

(Alexeeff et al., 2019; Chong et al., 2020; Britt et al., 2020; Kanadys et al., 2021).  

Aproximadamente 30% dos casos de CM podem ser evitados por adoção de 

medidas relativamente simples, como alimentação saudável, manutenção do peso e 

prática regular de atividade física (INCA, 2014). Diante disso, a prevenção inicial 

mostra-se essencial e, conjuntamente, com os esforços de detecção precoce e 

desenvolvimento de novas terapias têm refletido na sobrevida dos pacientes. Entre os 

anos 2007-2016, a taxa de mortalidade entre pacientes com CM, na média, tem 

reduzido 1,8% por ano nos Estados Unidos da América (EUA) (ACS., 2019).  



No entanto a complexidade do CM segue sendo o maior desafio de médicos e 

pesquisadores. Diante disso, a busca cada vez maior pelo entendimento da doença 

tem permitido sua subdivisão refletindo diretamente no norteamento da melhor 

abordagem para cada paciente e no aumento da sobrevida.  

 

2.1.1 Classificação do câncer de mama 
 

O CM é uma neoplasia heterogênea que exibe subtipos com diferentes 

aspectos histológicos e genéticos; manifestações clínicas, e respostas a tratamentos. 

Essa diversidade se torna um desafio para o manejo dos pacientes principalmente 

com relação a predição de prognóstico e direcionamento terapêutico (Parker et al., 

2009). Ao longo dos anos, o aumento da geração de informações devido aos avanços 

tecnológicos demostra que a estratificação do CM é mutável. Diante disso, observa-

se uma atualização constante das informações sobre a doença que tem impacto direto 

em seu manejo.   

Diferentes abordagens podem ser usadas para classificar o CM considerando-

se várias características como, por exemplo, tamanho do tumor, método de detecção, 

expressão de biomarcadores e presença de alterações genéticas. Classicamente, a 

base do diagnóstico de CM é pautada na análise histológica do tecido.  

 

2.1.1.1 Classificação TNM e histológica  
 

O câncer pode ser classificado de acordo com o Sistema de Classificação de 

Tumores Malignos (TNM) criado na década de 1950 por Pierre Denoix (1952). Essa 

diretriz leva em consideração três elementos: a extensão do tumor primário (T), a 

presença/ausência e extensão de metástases em linfonodos regionais (N) e a 

presença/ausência de metástases à distância (M) (Figura 1) (Amin et al., 2018).  

Os tumores de mama podem ser classificados em, pelo menos, 21 subtipos 

histológicos distintos a partir do tecido de origem (Kleihues e Sobin, 2000; Tavassoli 

e Devilee, 2003; WHO, 2019). Os subtipos histológicos são importantes para o 

prognóstico uma vez que refletem o estado atual de conhecimento sobre a doença. 

Os mais comuns são o carcinoma lobular (CL), quando se estabelece nos lóbulos 



FIGURA 1 - REPRESENTAÇÃO DA AVALIAÇÃO HISTOLÓGICA DOS TUMORES MAMÁRIOS 

mamários; e o carcinoma ductal (CD) quando se desenvolve nos ductos que conectam 

os lóbulos ao mamilo (FIGURA 1). Outros subtipos são os tumores adenomatoso, 

medular, mucinoso, papilífero, tubular, metaplásico e micropapilar (Dieci et al., 2014; 

WHO, 2020).  

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Representação dos tipos histológicos de câncer de mama mais frequentes, ductal e lobular. Após a 
definição da região onde o tumor está se desenvolvendo (ducto ou lóbulo) são avaliadas outras 
características como: status da lesão com relação ao poder invasivo (in situ ou invasivo), grau de 
diferenciação das células tumorais (GI, GII ou GIII), tamanho do tumor primário (em milímetros), 
avaliação da presença/ausência de células tumorais no linfonodo regional (no caso de câncer de mama 
avalia-se os linfonodos axilares), e avaliação da presença/ausência de metástases a distância.  
FONTE: A autora, criado no BioRender, 2020.    

 

Além disso, pode-se classificar as lesões em in situ, quando a massa tumoral 

não apresenta a capacidade de invadir a membrana basal subepitelial, ou invasivo, 

quando as células tumorais rompem a barreira da membrana basal invadindo tecidos 

e órgãos adjacentes sendo capazes de desenvolver metástases.  

A maioria dos tumores de mama diagnosticados apresentam capacidade 

invasivas, sendo 75-80% carcinoma ductal invasivo (CDI) ou carcinoma invasivo sem 

outra especificação (SOE) (Seer et al., 2018; ACS, 2019; Cserni et al., 2020). Na 

maioria das situações, o carcinoma ductal in situ (CDIS) pode ser o precursor do CDI, 

porém nem todos os tumores CDIS são capazes de progredir. O carcinoma lobular in 

situ (CLIS) é, comumente, considerado como uma lesão benigna associada ao 



aumento do risco de desenvolver CM, porém não exibe potencial para progressão 

(ACS, 2019).   

A análise histológica dos tumores mamários também avalia outros parâmetros, 

como tamanho da massa tumoral e o fenótipo das células, esse levando a atribuição 

de um grau histológico.   

A avaliação do grau histológico (G) pode trazer informações importantes sobre 

o comportamento clínico do CM, em especial para tumores iniciais menores. O G 

permite dividir morfologicamente os tumores mamários de acordo com o grau de 

diferenciação em relação às células epiteliais mamárias normais (Elston e Ellis., 1991; 

UK-RCPath, 2005; Rakha et al., 2010).   

Tumores com grau I (baixo grau) apresentam células bem diferenciadas, ou 

seja, com características claramente de células mamárias normais; no grau II (grau 

moderado) as células estão moderadamente diferenciadas uma vez que exibem 

alguma perda das características do tecido mamário; e no grau III (alto grau) observa-

se células pouco diferenciadas que não possuem características normais e tendem a 

crescer mais rapidamente. A divisão em graus é usada como um indicativo de 

malignidade uma vez que seu aumento está associado a um prognóstico mais 

desfavorável (Carter et al., 1989). Diante disso, tumores que exibem GH alto, tem mais 

chances de apresentarem metástases a distância e maiores taxas de recorrência.   

 A classificação histológica tradicional continua sendo a abordagem primária de 

análise de uma massa tumoral na mama, apesar dos avanços moleculares dos últimos 

anos (WHO, 2019). No entanto, é importante ressaltar que dados genéticos e 

moleculares são incorporados constantemente à classificação de CM tornando-a 

dinâmica.  

 

           2.1.1.2 Classificação Molecular 
 

 Em 2000, Perou e colaboradores analisaram a expressão de 1.753 genes em 

amostras de tecido mamário normal e tumoral sugerindo que a 

diversidade fenotípica exibida pelos tumores estaria relacionada com a diversidade 

genética encontrada nessa neoplasia. Análises subsequentes levaram à divisão do 

CM em cinco subtipos moleculares: luminal A (LA), luminal B (LB), HER2 enriquecido 



(HER2+), basal-like (BL) e normal-like (NL) (Perou et al., 2000; Sorlie et al., 2001, 

2003).  

Os subtipos moleculares luminais (LA e LB) compartilham características 

moleculares semelhantes às células luminais normais da mama. O LA exibe alta 

expressão de marcadores luminais, por exemplo citoqueratinas de baixo peso 

molecular (CK7, CK8, CK18 e CK19), moléculas de adesão celular epitelial e do 

receptor de estrogênio (RE) e genes associados. Além disso, apresenta um melhor 

prognóstico devido a resposta à terapia com antiestrogênicos. O LB possui uma 

expressão moderada ou reduzida destes marcadores luminais, e também alta 

expressão de genes relacionados ao ciclo celular e proliferação exibindo um pior 

prognóstico devido a maior observação de recidivas (Perou et al., 2000; Sorlie et al., 

2001, 2003; Birnbaum et al., 2004).  

O subtipo molecular HER2 enriquecido tem como principal característica a 

superexpressão do oncogene ERBB2 (fator de crescimento epidérmico humano 2 ou 

HER2) e/ou genes relacionados. A amplificação deste gene é vista como um 

importante biomarcador de prognóstico para o CM. Pacientes com este subtipo 

apresentam boa resposta a drogas que bloqueiam a atividade da proteína HER2, 

como, por exemplo, o anticorpo monoclonal Trastuzumabe (Beselga, et al., 1996; 

Perou et al., 2000; Sorlie et al., 2001, 2003).   

O subtipo basal-like (ou semelhante ao basal) apresenta aumento da expressão 

de vários genes característicos das células mioepiteliais ou células basais do tecido 

mamário, como as citoqueratinas de alto peso molecular (CK5, CK14 e CK17), P-

caderina, CD10, β4-integrina e o receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR). 

Este grupo molecular também está relacionado com mutações nos genes BRCA 

(BRCA1 e BRCA2), e um prognóstico desfavorável frente aos demais subtipos (Perou 

et al., 2000; Sorlie et al., 2001, 2003; Vieira et al., 2008; Badve et al., 2011; Bertucci 

et al., 2012). Apesar da ausência de um alvo terapêutico específico, algumas 

abordagens de tratamentos já vêm sendo adotadas para alguns desses pacientes. 

Um exemplo é a utilização dos inibidores de PARP (iPARP) em pacientes com 

mutações em BRCA, e de inibidores de checkpoint imunológico, como o anti-PD-L1 

(Geenen et al., 2017; Diana et al., 2020; Gonçalves et al., 2020; Schmid et al., 2020).  

O subtipo normal-like (ou semelhante ao normal) reuniu tumores que 

apresentavam um aumento da expressão de diversos genes conhecidos que são 

expressos por outros tipos celulares que não os epiteliais, como o parênquima 



mamário normal e os fibroadenomas. Além disso, observou-se aumento da expressão 

de genes epiteliais basais e reduzida expressão de genes do epitélio luminal. No 

entanto, ainda não é clara sua distinção dos demais subtipos moleculares assim como 

seu valor clínico (Perou et al., 2000; Sorlie et al., 2003) 

Posteriormente foram sugeridos mais dois subtipos moleculares para o CM. 

Tumores denominados claudina baixa (CB), são caracterizados pela expressão 

reduzida dos genes das claudinas 3, 4 e 7, E-caderina, EpCAM e CD24, e aumento 

da expressão de genes relacionado com a transição epitelial-mesenquimal (TEM); e 

o subtipo apócrino molecular (AM), principalmente caracterizado pelo aumento da 

expressão do receptor de andrógeno (RA) (Farmer et al., 2005; Herschkowitz et al., 

2007; Sanga et al., 2009; Prat et al., 2010).  

 

2.1.1.3 Classificação imunoistoquímica 
 

A identificação dos subtipos moleculares por meio do perfil de expressão 

gênica é complexa dificultando sua implementação na rotina clínica. A técnica 

de imunoistoquímica (IHQ) possibilita uma classificação simplificada do CM sendo 

amplamente empregada por meio da avaliação dos marcadores de 

receptores hormonais de estrógeno (RE) e progesterona (RP), superexpressão da 

proteína HER2 ou amplificação do gene HER2, e avaliação do índice de proliferação 

Ki-67. Portanto, os subtipos imunoistoquímicos podem não corresponder estritamente 

ao perfil de expressão gênica que caracteriza os subtipos moleculares de CM. 

Todavia, a análise por IHQ é capaz de sugerir a classificação molecular do tumor e 

mostra-se essencial no manejo do paciente (Goldhirsch et al., 2013) (QUADRO 1).  

Baseado na análise dos marcadores já mencionados, o câncer de mama pode 

ser dividido nos seguintes subtipos imunoistoquímicos: luminal A, luminal B, HER2 

positivo e triplo negativo (TN) (QUADRO 1).  

O termo triplo negativo é utilizado para se referir a um grupo heterogêneo de 

tumores mamários que apresenta perda da expressão de RE/RP e da superexpressão 

de HER2. Pacientes TN exibem taxa aumentada de mortalidade em comparação aos 

demais apresentando recorrência em cinco anos em cerca de 30-50% dos casos 

(Azim et al., 2019). Esse comportamento está relacionado com a característica mais 



agressiva, altas chances de recidiva e metástase à distância, além da resistência à 

diversos fármacos observados nesse tipo tumoral (Carey et al., 2007). 
 
 

QUADRO 1 - CLASSIFICAÇÃO IMUNOISTOQUÍMICA E CORRESPONDÊNCIA COM SUBTIPOS 
MOLECULARES 

 
NOTA: a Indica os subtipos moleculares intrínsecos aos quais os subtipos imunoistoquímicos podem ser associados; 
b  
LEGENDA: RE = receptor de estrogênio; RP = receptor de progesterona; HER2 = receptor de crescimento epidérmico 
humano tipo 2; Ki-67 = antígeno marcador de proliferação celular; + = valor positivo que indica a expressão do 
marcador; - = valor negativo que indica ausência da expressão do marcador. 
Fonte: Adaptado de Goldhirsch et al., 2013; Reis-Filho e Pusztai, 2011 e Alizart et al., 2012.  

 

Aqui é importante destacar que os termos basal-like e triplo negativo não são 

sinônimos e partem de diferentes sistemas de classificação, molecular e 

imunoistoquímica respectivamente. É conhecido que esses subgrupos apresentam 

diversas semelhanças como instabilidade genômica, prevalência de alto GH, elevada 

Subtipo 
imunoistoquímico 

Subtipo 
molecular a 

RE RP HER2 Ki-67 b Prognóstico/Resposta terapêutica 

Luminal A Luminal A + + - Baixo Bom prognóstico. 

Boa resposta com hormonioterapia. 

       

Luminal B Luminal B + - + Alto Prognóstico 
intermediário/desfavorável. 

Pior resposta com hormonioterapia, 
relacionado à recidiva tumoral. 

+ +/- - Qualquer 
valor 

       

HER2 positivo HER2 
enriquecido 

- - + Alto Prognóstico desfavorável 

Boa resposta ao tratamento alvo 

       

Triplo negativo 

Basal-like 

Claudina 
baixa 

Apócrino 
molecular 

Outros 

- - - Alto 
Prognóstico desfavorável 

Sem alvo terapêutico específico 



taxa proliferativa, alterações frequentes nos genes BRCAs, entre outros (Sorlie et al., 

2003).  

Aproximadamente 70-80% dos tumores com fenótipo clínico de TN, 

identificados na IHQ, correspondem ao subtipo molecular intrínseco BL. Ou seja, nem 

todos os TNs são pertencentes ao grupo BL quando a expressão gênica é analisada. 

E o inverso também ocorre, em que nem todo BL irá se apresentar como TN na IHQ 

(HER2 ~ 10%; LB ~15-20%; e LA ~ 2-3%) (Prat et al., 2013). Diante desse cenário, os 

estudos têm mostrado uma discordância de 20-30% na classificação entre as 

abordagens IHQ e molecular (avaliação realizada por meio do painel genético PAM50 

– do inglês Prediction Analysis of Microarray - que avalia a expressão de 50 genes 

associados com importantes vias para a progressão do câncer de mama) (Parker et 

al., 2009; Cheang et al., 2012; Prat et al., 2013; Bastien et al., 2021). Assim, os TNs 

podem ser associados a outros grupos moleculares intrínsecos como CB (25-40%); 

HER2+ (14-22%); AM (7-16%); LB (4-9%); LA (3-5%); e NL (0-1%) podendo exibir 

uma menor taxa de proliferação e serem menos responsivos a alguns quimioterápicos, 

como a carboplatina e bevacizumabe, por exemplo (Prat e Perou, 2011; Prat et al., 

2013; Azim et al., 2020).  

Além da abordagem de correspondência entre as classificações molecular e 

IHQ, é proposta uma subclassificação distinta para os tumores TN a partir de análises 

de expressão gênica (Lehmann et al., 2011; Marra et al., 2019). Assim, seis subtipos 

são sugeridos: basal-like 1 (BL1); basal-like 2 (BL2); imunomodulador (IM); 

mesenquimal (M); mesenquimal semelhante às células tronco (MSL, do inglês 

mesenchymal stem-like); e receptor de andrógeno luminal (LAR, do inglês luminal 

androgen receptor) (Lehmann et al., 2011; Burstein et al., 2015; Marra et al., 2019). 

Essa abordagem de estratificação do TN tem como objetivo compreender sua 

heterogeneidade elencando características que possam contribuir com sua 

identificação e auxiliar no direcionamento de estudos na área de terapias. No entanto, 

a estratificação do TN ainda não é viável na prática clínica uma vez que são 

necessários mais ensaios clínicos focados nas diferentes respostas terapêuticas 

observadas nesses pacientes (Lehmann et al., 2011, 2016; Masuda et al., 2013).  

 

 



2.1.2 Detecção precoce e manejo do câncer de mama 
 

Nas últimas décadas a taxa de sobrevida de mulheres acometidas pelo CM 

está em ascensão devido, principalmente, à identificação precoce e desenvolvimento 

de terapias específicas que proporcionam um aumento nas taxas de recuperação. 

Cerca de 90% das mulheres com CM invasivo sobrevivem aos cinco anos após o 

diagnóstico e 83% aos 10 anos subsequentes a intervenção (ACS, 2019). Quando o 

diagnóstico é tardio, o desenvolvimento de metástases e a resistência ao tratamento 

são desafios encontrados pela equipe médica no manejo do paciente. 

A mamografia é a principal estratégia para a detecção precoce do CM. 

Mulheres a partir dos 40-45 anos de idade são aconselhadas a realizar estes exames 

e aquelas que apresentam um alto risco conhecido (mutação em BRCA; história 

familiar de CM e/ou câncer de ovário; radioterapia prévia; entre outros) recomenda-se 

a realização a partir dos 30-35 anos de idade conjuntamente com ressonância 

magnética (Saslow et al., 2007; Oeffinger et al.; 2015). Estudos indicam uma redução 

de 30-40% das mortes por CM entre as mulheres que realizam a triagem por meio da 

mamografia (Marmot et al., 2013; Coldman et al., 2014; Paci et al., 2014; Tabar et al., 

2019). No entanto, estima-se que 10-15% dos casos precoces acabam passando 

despercebidos pela mamografia levando a resultados falso-negativos. Além disso, a 

mamografia muitas vezes não é capaz de diferenciar lesões benignas de malignas 

sendo necessária a realização de biópsia tecidual. Atualmente, cerca de 12% das 

mulheres necessitam realizar mais exames de imagem e/ou biópsia, sendo que na 

maioria dos casos se constata uma lesão benigna ou ausência de alterações (Rghebi 

et al., 2016; Lehman et al., 2016).  

O diagnóstico precoce se reflete nas taxas de sobrevida assim como a 

identificação dos subtipos de CM é essencial no planejamento terapêutico 

possibilitando uma estratégia para cada caso visando a melhor resposta possível. 

Assim, diversos aspectos devem ser levados em consideração como idade, quadro 

geral de saúde, avaliação da IHQ, estágio do tumor, análise de linfonodo axilar, 

presença de mutações em genes importantes no CM (BRCA1, BRCA2, por exemplo), 

e análise de marcadores genômicos.  

A análise de painéis de mutações somáticas colabora para o entendimento do 

CM individual. Alguns exemplos são o Oncotype DX™ (21 genes), MammaPrint™ (70 

genes), ambos recomendados para tumores ER+ e/ou PR+, HER2-; e PROSIGNA® 



ou PAM50 (50 genes) que predizem risco de recorrência além de indicar se há 

benefício ou não na adoção da quimioterapia adjuvante (Van De Vijver et al., 2002; 

Paik et al., 2004; Buyse et al., 2006). Por fim, é importante discutir todos os benefícios 

e riscos associados independente da estratégia a ser abordada mediante as 

informações obtidas.    

A cirurgia é uma importante abordagem terapêutica, que pode ser precedida ou 

não de quimioterapia (tratamento neoadjuvante). No momento da cirurgia, é realizada 

a remoção de alguns linfonodos axilares regionais (linfonodo sentinela) para a 

avaliação da presença de metástases, importante indicativo de risco de recorrência. 

Em seguida, conforme o caso, é indicado o tratamento adjuvante para auxiliar na 

redução do risco de recorrência uma vez que tem como objetivo a eliminação de 

células tumorais remanescentes não detectadas previamente (micrometástases). Tal 

conduta pode envolver regimes de radioterapia, quimioterapia, terapia 

hormonal/endócrina, terapia alvo, e imunoterapia. 

Em casos de tumores grandes, com alta taxa de proliferação e/ou metastático 

é indicado a realização de tratamento sistêmico antes da cirurgia (terapia 

neoadjuvante) cujo principal intuito é a redução da massa tumoral para a realização 

de uma cirurgia menos extensa. Tal escolha vem aumentando nos últimos anos 

principalmente entre pacientes TN e HER2+. Além disso, vem demonstrando efeito 

semelhante à terapia adjuvante em relação aos parâmetros de sobrevida e recorrência 

à distância (EBCTCG, 2018; Murphy et al., 2018). Deve-se ressaltar que 

independentemente do plano de tratamento o objetivo é a redução do risco de 

recorrência e não sua completa eliminação (Visvanathan et al., 2019; Burstein et al., 

2019).     

 

2.2 microRNAs NO CÂNCER DE MAMA 
 

Além dos RNAs codificantes há os RNAs não codificantes como os RNAs 

longos não codificantes (lncRNA), microRNAs (miRNAs), pequenos RNAs de 

interferência (siRNA do inglês small interfering RNAs), entre outros. Os ncRNAs são 

importantes atores celulares uma vez que atuam na regulação da expressão gênica e 

a alteração de seus níveis contribui para o processo tumoral (Slack e Chinnaiyan et 

al., 2019; Zhang et al., 2019). Dentre eles, os miRNAs se destacam por atuarem na 



FIGURA 2 - BIOGÊNESE DE miRNAS 

regulação da expressão gênica por meio da interação com mRNAs interferindo no 

processo de tradução.  

Os miRNAs são pequenos RNAs não codificantes com 18 a 25 nucleotídeos 

formados a partir da transcrição de seus respectivos genes pela DNA polimerase II no 

núcleo (FIGURA 2). O RNA transcrito dobra-se formando uma estrutura de loop em 

gancho, denominada miRNA primário (pri-miRNA) que é reconhecida e processada 

pelo complexo Drosha-DGCR8 que promove a clivagem das extremidades livres 

dando origem ao pré-miRNA. Essa molécula é exportada para o citoplasma por meio 

da exportina 5 (XPO5) onde o complexo DICER-TRBP retira a estrutura de loop 

criando uma dupla fita de RNA, o miRNA duplex. Em seguida as fitas são separadas 

(uma ou ambas) e associadas à proteína Argonauta (Ago) formando o complexo RISC 

(FIGURA 2). O miRNA maduro formado é guiado para interação direta com mRNAs 

alvos bloqueando sua tradução ou o direcionando para a degradação.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

LEGENDA: pri-miRNA – miRNA primário; XPO5 – exportina 5; AGO – 
argonauta; mRNA – RNA mensageiro. 
FONTE: A autora, criado no BioRender (2021) 



Alterações na expressão dos miRNAs podem provocar a desregulação da 

expressão gênica e, por isso, estão associadas a diversas patologias, entre elas o 

câncer. Esse desbalanço da dinâmica celular pode provocar o aumento da expressão 

de genes que, geralmente, são menos expressos e vice-versa. Assim, os miRNAs 

parecem estar diretamente envolvidos na etiologia, progressão, metástase e 

prognóstico de diversos cânceres humanos, incluindo o CM e ganharam o foco de 

estudos sendo explorados como potenciais biomarcadores.   

Em alguns exemplos de publicações recentes, Wu et al. (2021) observaram 

aumento da expressão do miR-30b-5p em tecido e linhagens de CM sugerindo um 

papel de promotor tumoral devido ao estímulo a migração e invasão e redução da 

apoptose. Além disso, confirmaram que a ASPP2 é um alvo direto do miR avaliado 

propondo o eixo miR-30b-5p/ASPP2/AKT como uma estratégia terapêutica para 

tumores TN (Wu et al., 2021). Já o miR-940 foi proposto como biomarcador de 

prognóstico por se mostrar associado com baixa taxa de sobrevida das pacientes com 

CM (Zhang et al., 2020). O miR-223 pode ser utilizado na identificação de CDIS 

agressivos e como biomarcador preditivo de resposta terapêutica com inibidores de 

CDK4/6 (Citron et al., 2020).  

Outro aspecto de grande interesse é a possibilidade de identificação dos 

miRNAs circulantes (c-miRs), que podem estar livres (cf-miRs) ou dentro de vesículas 

extracelulares, passíveis de serem detectados em fluidos corporais (biópsia líquida). 

Ao estarem quantitativamente alteradas, essas moléculas são capazes de interferir na 

sinalização celular e contribuir para o desenvolvimento e progressão de tumores 

(Niedźwiecki et al., 2018; Hetta et al., 2019; Andersen e Tost, 2020). Além disso, a 

concentração de cf-miRs se mostra maior em comparação com mRNAs uma vez que, 

por estarem associados às proteínas argonautas ou lipoproteínas, são mais estáveis 

e permanecem por mais tempo nos fluídos mesmo diante de níveis elevados de 

RNAses séricas observados em pacientes oncológicos (Arroyo et al., 2011; Vickers et 

al., 2011; Colombo e Raposo, 2014).  

Os níveis extracelulares de alguns cf-miRs vem sendo relacionados com 

diversos tipos de câncer, como câncer de mama e próstata (Ozawa et al., 2020; Zhang 

et al., 2020; Liu et al., 2021). Zhao e colaboradores (2010) sugeriram, em um estudo 

piloto, que alterações nos níveis circulantes de miRNA podem ser usados como 

biomarcadores para o CM. Os miRNAs no contexto da biópsia líquida no câncer de 



mama são amplamente abordados no Apêndice I, que consiste no artigo de revisão 

“Liquid biopsy for breast cancer using extracelular vesicles and cell-free microRNAs 

as biomarkers” (Ozawa e Jucoski et al., 2020).  

Diante da variedade de biomarcadores que demostram potencial para uso na 

biópsia líquida em diversos tipos de câncer, fica evidente a dificuldade de encontrar 

apenas um ou alguns que sejam aplicáveis, sensíveis e específicos. Desse modo, a 

busca é pela produção e reunião de informações com o objetivo de elaborar painéis 

de moléculas circulantes ao invés de uma abordagem direcional com apenas uma 

molécula.  

 

2.2.1 Biópsia Líquida  
 

A biópsia tecidual, atualmente, é o padrão-ouro para avaliação tumoral. Nessa 

abordagem são coletadas amostras do tecido suspeito para análise histopatológica. 

Tal procedimento necessita de preparação do paciente e treinamento da equipe 

médica, ou seja, envolve altos custos além de conferir alguns riscos ao paciente por 

se tratar de um método invasivo. Após a coleta, as amostras são fixadas em formalina 

e colocadas em parafina para a análise patológica dificultando seu posterior uso em 

análises moleculares devido à degradação observada dos ácidos nucléicos presentes 

na amostra (Overman et a., 2013; Marrugo-Ramírez et al., 2018; De Rubis et al., 2019; 

Fernades-Lárazaro et al., 2020) (FIGURA 3). 

A biópsia líquida consiste na análise de biomarcadores em fluídos corporais 

como sangue, saliva, urina, líquor, entre outros (Colombo e Raposo, 2014; Cree et al., 

2017; Foj et al., 2017; Siravegna et al., 2017). Deste modo, é vista como uma 

interessante alternativa à biopsia do tecido tumoral auxiliando na detecção, tomada 

de decisão e acompanhamento dos pacientes com câncer.   

 

 

 

 

 

 



FIGURA 3 – COMPARAÇÃO ENTRE BIÓPSIA TECIDUAL E BIÓPSIA LÍQUIDA  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 
 
 
FONTE: A autora, criado no BioRender, 2021. 

 

 

Por ser considerado um método minimamente invasivo, a biópsia líquida é vista 

como alternativa em situações específicas, por exemplo diante ao difícil acesso ao 

tumor (como cérebro, pulmão e pâncreas) ou quando o paciente está debilitado para 

a realização de nova coleta tecidual. Nessas circunstâncias, a utilização do sangue, 

por exemplo, cuja coleta já é rotina, pode trazer informações e, ao mesmo tempo, 

menor incomodo e complicações ao paciente. Diferentemente da biópsia tecidual em 

que a amostra é representativa do estado momentâneo da célula tumoral, os fluídos 

corporais permitem coleta seriada em curtos espaços de tempo possibilitando um 

acompanhamento mais próximo da dinâmica e evolução das alterações moleculares 

exibidas pelas células tumorais (Overman et a., 2013; Siravegna et al., 2017; Marrugo-

Ramírez et al., 2018; De Rubis et al., 2019; Fernades-Lárazaro et al., 2020) (FIGURA 

3).  

Além disso, agregar essa abordagem à rotina clínica complementa os 

resultados de exames padrões. Por possibilitar a coleta seriada em curtos espaços de 

tempo contribui, principalmente, para o manejo do paciente através da avaliação dos 

biomarcadores, sempre visando a melhora da sobrevida (FIGURA 3). 



O emprego da biópsia líquida permite a avaliação de três principais grupos de 

biomarcadores no contexto do câncer: as células tumorais circulantes (CTCs); as 

vesículas extracelulares (VEs) e os ácidos nucléicos livres (cf-NAs; do inglês cell-free 

nucleic acids) (FIGURA 4), além das plaquetas “ensinadas/educadas” pelo tumor 

(TEP; do inglês tumor-educated platelets), não contempladas na figura, mas foco de 

muitos estudos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
LEGENDA: CTC – célula tumoral circulante; CTap – célula tumoral em apoptose; VE – vesícula 
extracelular; miRNA – microRNA; Ago – proteína argonauta; c-DNA – DNA circulante; c-DNAmut – DNA 
circulante mutado. 
FONTE: A autora, criado no BioRender, 2020.    

 

 

 

 

FIGURA 4 - BIÓPSIA LÍQUIDA EM CÂNCER. 



2.3 ENSAIOS FUNCIONAIS  
 

A compreensão da regulação da expressão gênica por meio dos miRNAs vem 

sendo cada vez mais explorada por meio da realização de estudos funcionais. Essa 

abordagem visa validar dados obtidos em estudos de expressão gênica em grandes 

coortes e metanálises.  

A utilização de moléculas que mimetizam (mimic) ou inibem o miRNA alvo em 

linhagens celulares possibilita sua modulação contribuindo para o entendimento de 

seu efeito sobre características tumorais importantes como proliferação, apoptose, 

migração e invasão. Além disto, contribui para a exploração da interação entre 

miRNAs e mRNAs alvos muitas vezes apenas preditos in sílico.  

As moléculas mimetizadoras são modificadas quimicamente para imitar os 

miRNAs maduros endógenos, elevando a quantidade de miRNA disponíveis na 

cultura de células e gerando uma regulação negativa da tradução de seus mRNAs 

alvos devido à interação física. Em contrapartida, as moléculas inibidoras apresentam 

uma estrutura secundária modificada sendo capazes de se ligar especificamente ao 

miRNA de interesse atuando como esponjas e promovendo seu silenciamento. Desse 

modo, uma regulação positiva dos mRNAs alvos ocorre uma vez que não são inibidos 

ou degradados pelo miRNA em modulação, seguindo o processo de tradução (Lim et 

al., 2005; Garcia et al., 2011; Wang et al., 2011; Thomson et al., 2013; Yoo et al., 

2017).    

A inserção dos mimetizadores e inibidores nas linhagens celulares ocorre por 

meio da transferência gênica que pode utilizar vetores virais e não virais. O primeiro 

método utiliza retrovírus, adenovírus ou lentivírus como vetores uma vez que esses 

são capazes de transferir seu conteúdo para uma célula hospedeira. Já a transfecção 

gênica é o método sem uso de vírus e tem como princípio a utilização de, por exemplo, 

fosfato de cálcio e lipossomas catiônicos. Tais agentes possibilitam a entrada das 

moléculas em estudo nas células por meio da membrana plasmática.  

A modulação da expressão de miRNAs em linhagens celulares tem por objetivo 

o estudo do efeito do aumento ou supressão da expressão do mRNA associado ao 

ganho ou perda de função, respectivamente. O ganho ou perda de função, por sua 

vez, oportuniza a avaliação do comportamento das células tumorais em cultura, em 



especial das características reconhecidamente adquiridas pelas células tumorais, 

como proliferação, capacidade de invasão, de formação de colônias, entre outras.  

 Gorur et al. (2021) observaram que a restauração da expressão do miR-22-3p 

em linhagens TN (MDA-MB-231 e MDA-MB-436) promoveu a redução da proliferação, 

migração, invasão e formação de colônias sugerindo um papel de supressor tumoral. 

Ainda observaram a interação direta do miR-22-3p com o mRNA eEF2K, um alvo 

predito, e propuseram um esquema de terapia baseada em RNAs não codificantes. 

Evangelista et al. (2021) utilizaram o silenciamento para avaliar os efeitos do miR-210 

em linhagem TN (MDA-MB-231) e relataram aumento da proliferação, sugerindo 

mRNAs alvos por meio de análises in sílico. Além dessas abordagens, os ensaios 

funcionais também desempenham importante papel na avaliação de biomarcadores 

em biópsia líquida. Em trabalho anterior do nosso grupo, Ozawa et al. (2018) 

observaram um aumento da proliferação e da resistência a agentes terapêuticos na 

linhagem MCF10A tratada com vesículas extracelulares provenientes da linhagem 

triplo negativa HCC1806, chamando a atenção para a possível atuação de miRNAs 

circulantes.   

O efeito funcional e mecanismos moleculares de ação entre miRNAs e mRNAs 

apesar de bastante explorado nas últimas décadas ainda apresenta muito a ser 

estudado. Essa metodologia se tornou uma potente ferramenta na avaliação dos 

miRNAs na regulação da expressão gênica possibilitando a identificação de relações 

chaves para o entendimento do desenvolvimento e progressão tumoral, ou seja, no 

estabelecimento de potenciais biomarcadores. Essa abordagem se mostra eficaz 

também na identificação de moléculas e vias alvos para o desenvolvimento de 

estratégias terapêuticas. Em estudo proteômico realizado anteriormente pelo nosso 

grupo foi proposta, a partir de análises in sílico, uma relação entre o miR-146a-5p e a 

proteína catalase (CAT) em tecidos tumorais mamários (Gomig et al.,2019). Nesse 

contexto, a realização de ensaios funcionais para explorar a relação miRNA-mRNA se 

torna essencial. 

Portanto, a produção de informações nessa área é de grande valia para 

contribuir com a compreensão de uma doença complexa como o câncer.   

 

  



3. OBJETIVO  

 

Diante do exposto, fica evidente a importância dos miRNAs tanto como 

reguladores chave na etiologia e progressão tumoral, bem como da potencialidade 

deles terem seus níveis desregulados na circulação e serem biomarcadores de 

diagnóstico, prognóstico e de resposta a terapia no CM. Sendo assim, este trabalho 

se destina a contribuir nestas duas linhas de investigação: i) selecionando através de 

bancos de dados públicos de tecido tumoral e não tumoral, miRNAs diferencialmente 

expressos e avaliando a potencialidade de um conjunto destes estarem também 

desregulados no plasma de mulheres com CM e, ii) investigando o efeito funcional de 

um miRNA selecionado a partir da primeira análise e também de dados anteriores do 

grupo, contribuindo com o entendimento da patogênese do carcinoma mamário e com 

a possibilidade de novos alvos terapêuticos. Portanto, os objetivos deste trabalho são:  

3.1 Objetivo geral 
 

Investigar o potencial de miRNAs selecionados como biomarcadores circulantes no 

câncer de mama e sugerir possíveis mecanismos de atuação na tumorigênese. 

3.2 Objetivos específicos 
 

1. Análise da expressão diferencial de miRNAs em tecido mamário entre pacientes e 

controles, entre os subtipos moleculares e imunoistoquímicos de câncer de mama e 

de acordo com parâmetros prognósticos, através de análise dos dados depositados 

no “The Cancer Genome Atlas” (TCGA);  

2. Quantificação dos miRNAs selecionados (miR-142-5p, miR-146a-5p e miR-150-5p) 

em plasma de pacientes e controles e em relação aos parâmetros clínico-

histopatológicos; para avaliação do potencial uso como biomarcador circulante; 

3. Avaliar o impacto funcional da modulação de um dos miRNA (miR-146a-5p) em 

linhagens celulares de câncer de mama através da realização de estudos funcionais 

para explorar seu papel na tumorigênese mamária; 



4. Avaliar a expressão proteica da catalase (alvo predito do miR-146a-5p) em 

linhagens celulares de câncer de mama após modulação do miRNA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



4. MATERIAL E MÉTODOS 
 
 

4.1 Aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa 
 

O projeto intitulado “Identificação de biomarcadores por métodos não invasivos 

em portadores de câncer esporádico” no qual o presente trabalho faz parte, foi 

aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa em Seres Humanos do Setor de Ciências 

da Saúde da Universidade Federal do Paraná (UFPR) sob o número 

CAAE: 67029617.4.0000.0102 em 26/04/2017. 

4.2 Seleção de miRNAs candidatos 
 

A seleção dos miRNAs candidatos ao estudo de expressão diferencial em 

plasma de pacientes com CM por RT-qPCR foi realizada através da análise de dados 

presentes na base online The Cancer Genome Atlas (TCGA). Portanto, parte dos 

resultados aqui apresentados são baseados em dados gerados pela Rede de 

Pesquisa do TCGA (www.cancer.gov/tcga). A análise teve por objetivo selecionar 

miRNAs com potencial aplicabilidade clínica como biomarcadores de diagnóstico e 

prognóstico no CM. Essa etapa foi realizada com a colaboração do pesquisador Fábio 

Albuquerque Marchi do Centro Internacional de Pesquisa do A. C. Camargo Cancer 

Center (São Paulo, SP).   

A seleção foi desenvolvida a partir da análise de dados de sequenciamento de 

amostras de tecido de CM contidos no TCGA e que já foram relatados como alterados 

no tumor de mama para a investigação destes no plasma.  Para isso duas matrizes 

de dados foram acessadas através da plataforma UCSC Xena (https://xena.ucsc.edu/ 

- BRCA: Illumina Hiseq, TCGA Hub): “Phenotypes” e “IlluminaHiseq”. A primeira matriz 

contém informações clínicas das pacientes sendo a base para a seleção dos grupos 

de amostras, e a segunda matriz apresenta os dados de RNA-Seq de miRNAs 

(FIGURA 6).  

O primeiro passo foi o tratamento dos dados da matriz “IlluminaHiseq” para uma 

filtragem inicial de miRNAs. Essa etapa é necessária para seleção daqueles miRNAs 

com mais dados apresentados uma vez que nem todas as pacientes têm informações 

para todos os miRNAs listados originalmente. Nessa etapa foi gerada uma nova matriz 



FIGURA 5 - ESQUEMA DAS ETAPAS DA ANÁLISE DOS DADOS 
DO TCGA PARA SELEÇÃO DE miRNAs. 

contendo aqueles miRNAs que apresentavam dados para pelo menos 50% das 

pacientes a partir dos seguintes parâmetros: valor de p ajustado < 0,05 e FDR (False 

Discovery Rate) < 0,01 (FIGURA 5).  

Em seguida para filtragem e definição dos miRNAs foram realizadas as 

seguintes análises dentro dos subtipos moleculares e imunoistoquimicos previamente 

definidos:  

1- Valor de fold change (FC) considerando miRNAs com maior expressão a 

partir de FC  < -2; 

2- Análise das características clínicas e histopatológicas considerando-se os 

miRNAs candidatos com p<0,05;  

3- Análise de predição de alvo pelas ferramentas online miRanda 
(http://www.microrna.org/), miRcode (http://www.mircode.org), microT-CDS 
v.5.0(http://diana.imis.athena-
innovation.gr/DianaTools/index.php?r=microT_CDS/index), miRDB 
(http://www.mirdb.org/), miRWalk (http://mirwalk.umm.uni-heidelberg.de/), 
Rfam (https://rfam.xfam.org/), Starbase (https://starbase.sysu.edu.cn/), 
TargetScan (http://www.targetscan.org/vert_72/) e TarBase v.7.0 (Vlachos 
et al., 2014).  

 

  

 
       

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



A seleção de miRNAs candidatos se deu a partir de matriz dos dados 
clínicos das pacientes (Phenotypes) e da matriz dos dados de RNA-Seq 
(IlluminaHiSeq). Essa segunda foi inicialmente tratada, permanecendo 
aqueles miRNAs que tinham informações para, pelo menos, metade das 
pacientes. Em seguida, essas pacientes foram divididas entre os subtipos 
moleculares e imunoistoquímicos de câncer de mama para a realização da 
análise de expressão diferencial gerando listas de miRNAs diferencialmente 
expressos entre os grupos comparados.  
FONTE: A autora (2021) 

 
 

Os miRNAs selecionados na etapa de análise in sílico foram investigados na 

literatura, assim como em dados gerados em trabalhos anteriores produzidos pelo 

nosso grupo de pesquisa. A presença do miR em trabalhos anteriores do grupo foi 

valorizada, uma vez que as amostras a serem testadas seriam da mesma população. 

A partir disso, foram selecionados três miRNAs: miR142-5p; miR-146a-5p e miR-150-

5p. Além disso, esses foram realizadas análises de vias KEGG (do inglês, Kyoto 

Encyclopedia of Genes and Genomes) e Gene Ontology (GO) por meio da plataforma 

DIANA-miRPath.  

Os miR-150-5p e miR-142-5p foram estudados anteriormente pelo nosso grupo 

de pesquisa em exosomos provenientes do soro de pacientes com CM (Ozawa et al., 

2020). Além disso, estudos de proteômica, também desenvolvido em nosso 

laboratório, identificaram algumas proteínas, entre elas a catalase (CAT), como 

preditas para alvos do miR-146a-5p (Gomig et al., 2019).   

 

4.3 Caracterização da amostra 
 

No presente estudo foram utilizadas amostras de plasma de 43 pacientes do 

sexo feminino portadoras de câncer de mama, sendo 28 luminal A e 15 triplo negativo, 

além de 19 amostras controle provenientes de mulheres sem a doença. As 

informações das pacientes foram obtidas a partir dos respectivos prontuários e laudos 

anatomopatológicos sendo os dados de imunoistoquimica utilizados para a 

determinação dos subtipos de câncer de mama, de acordo com Goldhirsch et al. 

(2013). As principais características clinico-histopatológicas como idade, Ki-67, 

tamanho do tumor, classificação histológica, presença ou ausência de metástase em 

linfonodo axilar, grau histológico e regime quimioterápico estão contidos na TABELA 

1. 



Os critérios de inclusão adotados para as pacientes com carcinoma primário de 

mama foram: ter diagnóstico anatomopatológico positivo para a doença; não 

apresentar história familiar de câncer de mama ou outra síndrome de câncer 

hereditário. Os critérios de exclusão foram: apresentar alguma outra doença ativa que 

pudesse interferir na participação do indivíduo no estudo e mulheres gestantes ou em 

período de amamentação.   

Os critérios de inclusão adotados para os indivíduos de controle foram: ter mais 

de 50 anos de idade; não ter histórico pessoal nem familiar de neoplasia; não fazerem 

uso de medicamento que possa afetar o sistema imunológico. Os critérios de exclusão 

foram: ter ou ter tido algum tipo de tumor, mulheres gestantes ou em período de 

amamentação.   

 
TABELA 1 - DADOS CLÍNICO-HISTOPATOLÓGICOS DAS PACIENTES COM CÂNCER DE MAMA 

 LA TN 
N 28 15 
Mediana da idade  61,5 ± 13,8 53 ± 17,4 
 
Ki-67 

  

   
 28/28 1/15 

Alto (> 14%) 0/28 12/15 
Sem informação -- 2/15 
 
Tamanho do tumor 

  

   

 23/28 8/15 

> 20mm 5/28 2/15 
Sem informação -- 5/15 
 
Classificação histológica 

  

   
Ductal invasivo 16/28 8/15 
Lobular invasivo 1/28 0/15 
Outros† 10/28 7/15 
 
Linfonodo axilar metastático 

  

   
Positivo 3/28 5/15 
Negativo 24/19 8/15 
Sem informação 1/28 2/15 
 
Grau histológico 

  

   
I 8/28 0/15 
II 18/28 1/15 



III 1/28 8/15 
Sem informação 1/28 6/15 
   
   

LEGENDA: LA = luminal A; TN = triplo negativo; N = número de todos os 
pacientes inclusos nesse estudo; (--) não se aplica; (†) inclui os tipos carcinoma 
mucinoso, carcinoma tubular, carcinomas mistos.  

 

4.4 Processamento de amostras de plasma 
 

As pacientes e controles foram contatados por meio da equipe médica do 

Hospital Nossa Senhora das Graças (Curitiba, PR) ou membros do LabCHO. Todos 

os participantes que se voluntariaram, após assinatura do Termo de Consentimento 

Livre e Esclarecido (ANEXO 1), foram submetidos à coleta de sangue. Amostras de 

sangue periférico, de pacientes foram coletadas antes da cirurgia e dos controles no 

momento do aceite, em tubos BD vacutainer® contendo EDTA e processadas no 

Laboratório de Citogenética Humana e Oncogenética (LabCHO) do Departamento de 

Genética da Universidade Federal do Paraná (UFPR) para a obtenção do plasma. O 

protocolo consiste em centrifugar a amostra de sangue a 700g por 10 minutos para a 

separação das células sanguíneas e do plasma. Em seguida o sobrenadante, 

referente ao plasma, foi centrifugado a 2000g por 10 minutos a 4°C para evitar 

contaminações e enriquecer o plasma com os cf-RNAs circulantes (Duttagupta et al., 

2011). Em seguida, as amostras devidamente codificadas foram armazenadas em 

freezer -80oC. 

 

4.5 Extração de RNA total 
 

Para a realização da extração de RNA, utilizou-se 200 μl plasma e com o 

reagente Trizol LS (#10296028 - Thermo Fisher) seguindo protocolo do fabricante. 

Além disso, foi adicionado 0,75 μl (0,025 pmol) de spike-in control cel-miR-39 (Qiagen, 

DE) como controle exógeno. As amostras foram eluídas em 20 μl de volume final.  

Além disso, foram realizadas extrações de RNA de 10 linhagens celulares de 

câncer de mama (MCF-7, CAMA, ZR-75-1, T47D, BT-474, SKBR-3, MDA-MB-231, 

MDA-MB-436, MDA-MB-468 e HCC1806) e duas linhagens consideradas não 



tumorais (MCF-10A e 184B5) a partir de pellet de células por meio do protocolo com 

o reagente Trizol.  

A quantificação de RNA total foi realizada no espectrofotômetro Nano Drop2000 

™ (Thermo Scientific, USA) com posterior armazenagem em freezer -80ºC. 

 

4.6 Transcrição Reversa seguida de Reação em Cadeia da Polimerase 
Quantitativa (RT-qPCR) 

 

A reação de transcrição reversa (RT) foi realizada através do TaqMan 

microRNA Reverse Transcription kit (Applied Biosystem) de acordo com o protocolo 

já estabelecido no laboratório para a produção de cDNA por meio da enzima 

transcriptase reversa dos miR-142-5p, miR-146a-5p, miR-150-5p e o controle 

exógeno cel-miR-39. 

Para uma reação foi utilizado 10 ng de RNA, 10 μl do reverse transcription 

buffer 10x, 1,5 μl da enzima transcriptase reversa, 0,5 μl do ensaio de transcrição 

reversa de cada um dos miRNAs avaliados, 0,25 μl de inibidor de RNase, 0,25 μl de 

dNTPs (100mM), completando com água para um volume de final de 20 μl. O 

equipamento Mastercycler Gradient (Eppendorf) foi utilizado para a realização dessa 

etapa por meio do seguinte esquema de ciclagem: 10 minutos a 25°C; 2 horas a 37°C; 

5 minutos a 85°C; hold a 4°C.  

As reações de PCR em tempo real (qPCR) para a quantificação dos miRNAs 

(miR-142-5p, miR-146a-5p e miR-150-5p) foram realizadas com ensaios TaqMan® (ID 

assay: 002248, 000468 e 000473, respectivamente - Applied Biosystems), usando o 

cel-miR-39 como controle exógeno/gene de referência (ID assay:0002000) e a 

linhagem BT474 como amostra calibradora. A reações foram realizadas em placas de 

384 poços (Applied Biosystems) com volume final da reação de 10 μl, sendo 5 μl do 

TaqMan Universal Master Mix No UNG (Applied Biosystems), 0,5 μl do respectivo 

ensaio TaqMan® e 4,5 μl de amostra de cDNA diluída 1:5.  

O equipamento utilizado foi o Viia 7 Real Time PCR System (Applied 

Biosystems™) com o programa de ciclagem da Tabela 2. 

 

 



TABELA 2 - PROGRAMA DE CICLAGEM DE qPCR 

 

 

 

 

 

 

 

4.7 Ensaios funcionais do miR-146a-5p 
 

4.7.1 Cultivo celular 
 

O cultivo celular foi realizado no Laboratório de Genética Molecular Humana 

(LGMH) do Departamento de Genética da UFPR. Considerando que a maioria dos 

estudos funcionais sobre miR-146a-5p foi realizada em linhagens triplo negativas, 

como a MDA-MB-231, utilizamos a MCF-7, classificada como luminal A, para 

estabelecermos comparações entre os resultados.  

As células foram cultivadas e mantidas em meio DMEM (do inglês, Dulbecco 

Modificated Eagle Medium) (Gibco, UK) com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Gibco), 

1% dos antibióticos estreptomicina e penicilina (Gibco, USA) em incubadora estéril a 

37ºC e com 5% de CO2 (UltraSafe). As células foram cultivadas inicialmente em 

garrafas de 25 cm2 (CellStar®, Greiner Bio-One) com 5 mL de meio DMEM e, 

posteriormente transferidas para garrafas de 75cm2 (CellStar®, Greiner Bio-One) com 

10 mL de meio DMEM. Após atingir a confluência de cerca de 80%, foi utilizada 

solução de tripsina (Sigma-Aldrich) para promover a desagregação das células da 

parede da garrafa. Em seguida, foi realizada a contagem das células em câmara de 

Neubauer para posterior utilização nos ensaios funcionais.  

 

Temperatura Tempo Número de ciclos 

50ºC 5 minutos 1x 

95ºC 10 minutos 1x 

95ºC 15 segundos  

45x 55ºC 30 segundos 

60ºC 30 segundos 



4.7.2 Contagem de células em câmara de Neubauer  
 

As células, após tripsinizadas, foram contadas na câmara de Neubauer ou 

hemocitômetro. Para isso, 10 μl de células ressuspendidas e 40 μl de solução de PBS 

foram utilizadas para realizar a diluição inicial para contagem. Em seguida, 10 μl foram 

adicionados à câmara. A contagem de células se deu nos quatro quadrantes 

presentes na câmara e o cálculo da quantidade presente na garrafa foi realizada de 

acordo com a fórmula a seguir:  

 

Número de células por mL = M x FD x A 

Sendo: M = média do número de células nos quatro quadrantes da 

câmara de Neubauer   

FD = fator de diluição adotado 

A = área da câmara (10.000) 

 

Assim, obteve-se a quantidade de células por mL. Após contagem, foram 

realizadas diluições de acordo com a quantidade de células necessárias para cada 

ensaio funcional. 

 

4.7.3 Transfecção do miR-146a-5p na linhagem MCF-7  
 

O processo de transfecção compreende a inserção de ácidos nucléicos em 

células em cultivo celular.  Neste trabalho, o procedimento compreendeu o uso de 

uma molécula mimetizadora (mimic) do miR-146a-5p (mirVana – MC10722, Ambion, 

USA) e uma molécula como controle negativo (mirVana – miRmimic Negative Control 

#1, Ambion, USA). O mimic é uma molécula sintética semelhante à de interesse que 

irá mimetizar sua função dentro da célula, ou seja, nesse caso teremos o aumento da 

expressão da molécula estudada. Como controle, é utilizada uma molécula de 

sequência randômica, porém com estrutura semelhante ao alvo estudado, que não 

afeta sua expressão celular.   

O reagente lipofectamina™3000 (Invitrogen) foi utilizado com o objetivo de 

aumentar a eficiência da reação de transfecção uma vez que contém subunidades 

lipídicas que, em ambiente aquoso, formam lipossomos apreendendo o RNA a ser 

 



transfectado. Assim, tais complexos são capazes de se fundir a membrana plasmática 

da célula permitindo a entrada de seu conteúdo no citoplasma. 

Inicialmente foi realizada a ressuspensão do mimic miR-146a-5p e controle 

negativo (CT-). Para isso, os tubos foram centrifugados a 980 g por 5 minutos e, 

posteriormente, adicionados 50 μl de água para preparo da solução estoque com 

concentração de 100 pmoles/μl. Essa solução foi congelada por, no mínimo, 24h a -

20°C. No dia seguinte, a alíquota para uso foi preparada, diluindo 5 μl da solução 

estoque em 45 μl da água para ressuspensão. Desse modo, obteve-se uma alíquota 

na concentração de 10 pmoles/μl.  

Em uma placa de seis poços (CellStar – Greiner Bio-One) foram adicionadas 

cerca de 600.000 células/poço. Para isso as células MCF-7 em cultivo foram 

tripsinizadas, ressuspendidas, contadas e diluídas, em meio DMEM sem antibiótico, 

para que em 250 μl houvesse, aproximadamente, 600.000 células. Nessa etapa, foi 

utilizado o meio DMEM sem antibiótico, pois na presença de lipofectamina os 

antibióticos conseguem adentrar em maior quantidade nas células podendo promover 

uma redução da viabilidade celular.  

A reação de transfecção, por poço, seguiu o seguinte protocolo:  

1. 2,5 μl do mimic miR-146a-5p ou do CT- diluídos em 125 μl de Opti-MEM 

e incubados por 15 minutos em temperatura ambiente; 

2. 5 μl de lipofectamina™3000 diluídos em 125 μl de Opti-MEM e incubados 

por 5 minutos a temperatura ambiente;  

3. ambos os tubos foram reunidos (mimic ou CT- + Lipofectamina/Opti-

MEM) e 750 μl adicionados em cada poço (figura 6).  

A placa foi montada com quatro poços sendo um para o mimic miR-146a-5p; 

CT-; controle da lipofectamina (apenas lipofectamina e Opti-MEM); e um poço sem 

tratamento (apenas com as células em DMEM) (ANEXO 2).  

Essa abordagem em que as células são adicionadas juntamente com os 

reagentes se chama transfecção reversa e necessita de, pelo menos, 4h em 

incubadora estéril (37ºC e 5% de CO2) para possibilitar o processo de transfecção 

(incorporação do mimic ou CT-) e adesão das células na placa. Após esse tempo, em 

microscópio óptico invertido, se verifica a adesão celular e, então, retira-se o 

sobrenadante e adiciona-se o meio DMEM completo (com antibióticos) (ANEXO 2). 



FIGURA 6- ESQUEMA DE TRANSFECÇÃO DO miR-146a-5p MIMIC NA LINHAGEM MCF-7 

As células foram coletadas após 48 e 72 horas de transfecção, para a 

realização da extração do RNA por Trizol e confirmação por RT-qPCR. Os 

experimentos foram realizados em triplicata em três momentos diferentes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Inicialmente as células foram ressuspendidas, contadas e diluídas, em meio DMEM sem 
antibiótico, para que em 250 μl houvesse, aproximadamente, 600.000 células, número a ser 
adicionado em cada poço da placa. A transfecção envolve uma primeira etapa de diluição 
da Lipofectamina em meio Opti-MEM, assim como do mimic e do controle negativo. Em 
seguida, 137 μl da Lipofectamina 3000 diluída é adicionada aos demais tubos. Por fim, são 
colocados 750 μl de cada em seus respectivos poços na placa. Os cálculos aqui 
apresentados foram realizados levando-se em consideração o uso de quatro poços. Assim, 
os valores apresentados no esquema podem variar. Mais detalhes no protocolo descrito no 
ANEXO 2 
LEGENDA: CT- – controle negativo; LIPO – Lipofectamina; ST – sem tratamento; μl – 
microlitro. 
FONTE: A autora (2021) 

 

4.7.4 Ensaio de viabilidade celular 
 

A avaliação da viabilidade celular foi realizada a partir do reagente Resazurina 

(R7017-1G; Sigma Aldrich), um método colorimétrico capaz de determinar o número 

de células metabolicamente ativas, permitindo medir a taxa de proliferação e 



viabilidade celular.  Para isso, 0,05g de Resazurina foi diluído em 200 mL de PBS 1x 

para se obter a concentração de 0,25 mg/μl e alíquotas de 1 mL foram armazenadas 

a -20ºC.  

As células ativas são capazes de metabolizar o reagente resazurina produzindo 

o composto resaforina que apresenta coloração rosa e é fluorescente. Assim, diante 

do aumento do número de células viáveis metabolicamente há aumento da atividade 

global de desidrogenases mitocondriais na amostra avaliada. Essas enzimas são 

responsáveis pela conversão citada acima gerando diferenças na absorbância da 

solução. A leitura da absorbância apresenta um padrão de coloração que foi detectado 

em leitor de placa a 570nm com onda de referência de 600nm. 

Para o ensaio de viabilidade, aproximadamente 2.000 células/poço foram 

adicionadas em placas de 96 poços (Cell Star – Greiner BioOne) para a avaliação da 

viabilidade nos tempos de 48, 72 e 96 horas. As placas foram montadas com três 

grupos de amostras em quintuplicata: o controle da reação com apenas meio DMEM; 

células transfectadas com mimic miR-146a-5p; e células transfectadas com o CT-.  

A cada intervalo de tratamento, ou seja, a cada 24h foi adicionado 10μL de 

resazurina que correspondia a 10% do volume do poço de acordo com as 

recomendações do fabricante. Em seguida, as placas foram novamente incubadas por 

4 horas em estufa estéril (37ºC e com 5% de CO2) (ANEXO 3).  

A absorbância foi lida em leitora de placa no Departamento de Bioquímica da 

UFPR (SynergyLX - BioTek). Os valores de absorbância obtidos nas amostras 

transfectadas com o mimic miR-146a-5p foram comparados com os apresentados 

pelas amostras transfectadas com o CT- devidamente normalizadas pelo controle da 

reação.  

 

4.7.5 Ensaio de Capacidade Clonogênica 
 

O ensaio de capacidade clonogênica, ou de formação de colônias, avalia a 

capacidade de uma célula crescer e formar colônias (conjunto de mais de 50 células) 

(Puck e Marcus, 1956; Franken et al., 2006).  

Após a realização da transfecção, cerca de 500 células foram adicionadas em 

placas de seis poços com adição de 2 mL de meio DMEM completo sendo mantidas 



em estufa estéril (37ºC e 5% de CO2) por 15 dias, tempo no qual as colônias se 

tornaram visíveis a olho nu. Diante disso, o composto cristal violeta (CV) foi utilizado 

para a coloração e contagem. Inicialmente o meio foi retirado dos poços e esses 

lavados duas vezes com PBS 1x (37°C), em seguida as células foram fixadas com 

500 μl de metanol absoluto, novamente lavadas com o PBS 1x, e então coradas com 

1mL de CV e contadas (ANEXO 4) 

4.7.6 Ensaio de Apoptose 
 

O método de marcação com anexina (anexV) e iodeto de propídeo (PI) foi 

adotado para a análise da taxa de morte celular por apoptose e necrose nas células 

MCF-7 transfectadas por meio da avaliação da fosfatidilserina (FS) que, em condições 

normais, está presente na parte interna da membrana plasmática. Células em 

processo de apoptose sofrem uma desorganização em sua membrana que leva a um 

rearranjo da FS que passa a ser expressa na parte externa da membrana plasmática. 

Levando em consideração essa reorganização, a anexina V se liga com alta afinidade 

a FS, ou seja, é capaz de marcar as células em processo de apoptose. Em 

contrapartida, o PI auxilia na distinção entre células apoptóticas e necróticas uma vez 

que é um intercalante de DNA. Assim, quando detectado indica que houve um dano 

na membrana plasmática e que o DNA ficou mais exposto para sua interação, 

sugerindo a morte por necrose.  

As células foram transfectadas em placas de seis poços e após 48h o 

sobrenadante foi coletado e as células aderidas foram tripsinizadas em tubos para 

citometria. A análise em citômetro de fluxo (BD FACSVerse™) foi realizada com o kit 

Alexa Fluor™ 488 Annexin V / Dead Cell Apoptosis (Invitrogen, USA).  Após 

centrifugação, as células foram ressuspendidas em tampão de reação Biding Buffer 

1x e, em sequência, adicionados 5 μl de anexina V e 1 μl de solução de PI (100 μg/mL), 

seguido por incubação de 15 minutos em gelo (ANEXO 5). Após esse período, as 

amostras foram analisadas no citômetro de fluxo para identificação e caracterização 

da população de células e estabelecimento dos parâmetros de voltagem, seguido da 

leitura das amostras. 

 



4.7.7 Ensaio de Migração 
 

O ensaio de migração celular por scracth ou wound healing foi realizado para 

avaliar a capacidade migratória das células após a transfecção. Para isso, foram 

adicionadas 35.000 células/poço em placas de 96 poços. Após 24h as células 

aderiram e foram tratadas com o reagente mitomicina C (20 μg/mL). A adição desse 

reagente é importante para a paralização do ciclo celular e, consequentemente, da 

proliferação sendo necessário mantê-las em estufa por 2h. Posteriormente um risco 

foi realizado no centro dos poços com ponteiras de 10 μl (ANEXO 6) seguido de duas 

lavagens com DMEM a 37°C para a retirada das células desprendidas e por fim foram 

adicionados 100 μl do meio. A área sem células foi avaliada por microscópio óptico 

invertido com câmera acoplada do Departamento de Biologia Celular da UFPR e 

analisadas no software Tscratch.  

 

4.8 Western blotting 
 

A avaliação da expressão proteica da proteína catalase foi realizada através do 

método Western Blotting (WB). Essa técnica consiste na detecção de proteínas 

específicas em amostras de lisados ou tecidos celulares. 

A partir do botão de células da linhagem MCF-7 (aproximadamente 1 x 106 

células) foi realizada a extração e solubilização de proteínas por meio do tampão de 

lise Triton 1% (pH 8.0) que é composto por 20mM de Tris, 137 mM de NaCl, 1% de 

triton, 2 mM de EDTA e inibidor de protease (PMSF). O botão de células, previamente 

coletado, foi centrifugado a 800 g por 5 minutos a 4°C e o sobrenadante descartado 

para eliminação de resquícios do meio de cultivo. Em seguida, adicionou-se 100 μl do 

tampão de triton 1% para ressuspensão das células que foram incubadas em gelo por 

15 minutos. Após isso, foi realizada a centrifugação da amostra em 10.000g por 20 

minutos a 4°C para a separação do conteúdo proteico dos demais componentes 

celulares. Portanto, ao final, o sobrenadante foi transferido para um novo microtubo 

devidamente identificado e seguiu para a quantificação pelo método do triptofano.  

A quantificação proteica foi realizada através do método de curva padrão de 

triptofano (Wiśniewski, 2015) e lidas a uma absorbância de 350nm em um leitor de 



ELISA no Departamento de Biologia Celular da UFPR. Essa reação envolve a 

utilização de 198 μl do tampão de amostra (Ureia 8 M, Tris-Hcl 2.5 M e água ultrapura) 

adicionados a 2 μl de amostra para um volume final de 200 μl por poço da placa low 

bind a ser usada. As concentrações foram determinadas baseadas em uma curva 

padrão (0 - 5mg/mL). 

O WB foi utilizado para a separação eletroforética das proteínas totais em géis 

de acrilamida de 1,5 mm. Para isso foi preparado o gel de corrida (lower gel) a 12% 

utilizando-se 3,3 ml de H O destilada, 4 mL de solução acrilamida/bis-acrilamida a 

30%,  2,6 ml de Lower Buffer (Tris-HCl 1,5 M (pH 6.8), 10% de SDS e água destilada), 

100 μl do agente catalizador APS 10% (Persulfato de Amônio) e 8μl TEMED (N,N,N,N-

tetrametil etilenodiamina) adicionados por último para a polimerização do gel. O gel 

de empilhamento (upper gel), foi preparado utilizando-se 2,1 ml de água destilada, 

500μl de solução acrilamida/bis-acrilamida 30%, 410 μl de Upper Buffer (Tris-HCl 1 M 

(pH 6.8), 10% de SDS e água destilada), 30 μl de APS 10% e 6 μl TEMED, adicionados 

logo antes da aplicação. Assim, as amostras e o marcador de peso molecular foram 

preparados utilizando-se tampão redutor e aplicadas em gel SDS-PAGE (sodium 

dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) em sistema vertical de eletroforese 

(Bio-Rad, USA) durante 1:30h, a 100V. 

O tampão de corrida 1x (solução 10x: 25 mM Tris, 190 mM de glicina, 0,1% de 

SDS e água destilada) foi adicionado na cuba assim como o marcador de massa 

molecular e as amostras aplicadas, sendo utilizado 1,5 μl do marcador de massa 

molecular (PageRuler™ Protein Ladder, #26616, Thermo Scientific) e 65 μg de cada 

amostra. A corrida do gel foi realizada a 100 V por aproximadamente 1h30.  

Após a corrida, as proteínas foram transferidas para uma membrana Amersham 

Protran Premium 0.2 de nitrocelulose (GE Healthcare Life Science, UK) por 2h, no 

sistema trans-blot (Bio-Rad, USA). Em seguida, as membranas foram coradas com 

solução de Ponceau (Sigma-Aldrich, USA) e lavada 3x com tampão TBST 1x (Tris 

Buffered Saline with Tween® 20) com o objetivo de confirmar a transferência das 

proteínas, seguido do bloqueio da membrana com tampão TBST com BSA por 40min 

em agitação, em temperatura ambiente. Seguiu-se a incubação com anticorpo de 

camundongo primário anti-humano específico para a catalase (#LFM-MA0010, 

Invitrogen) e o anticorpo de coelho primário Pan-TEAD (D3F7L) como controle. Ambos 

diluídos (#13295S, CellSignaling Technology®) 1:2000 em TBST-BSA 5% por, pelo 



menos, 16h em câmara fria. Após esse período, a membrana foi lavada 3x com TBST 

1x com posterior incubação com os anticorpos secundários de cabra anti-camundongo 

e anti-coelho, marcados com HRP (Horseradish Peroxidase) (#A16066, Invitrogen e 

#7074s, CellSignaling Technology®) diluídos 1:2000 em TBST-BSA 5%.  

Por fim, o kit SuperSignal™ West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate 

(Thermo Fisher Scientific, USA) foi usado para a detecção das proteínas de acordo 

com instruções do fabricante, e a revelação foi feita em fotodocumentador 

(Amersham™ Imager 600, GE) no departamento de Fisiologia da UFPR.  

 

4.9 Análise estatística 
 

A análise de expressão diferencial de miRNAs a partir dos dados do TCGA, 

após normalização, foi realizada através do teste t de Student na plataforma R no 

pacote Limma levando-se em consideração o valor de p<0,5, FDR<0,05 e FC de ±2. 

Para as análises de qPCR, a diferença de expressão foi calculada pelo método de RQ 

= 2-ΔΔCq (Livak e Schmittgen, 2001) no Quant Studio Real-Time PCR Software v1.3 

(Applied Biosystems, USA). Todos os dados foram submetidos aos testes de 

normalidade D’Agostino & Pearson e Shapiro-Wilk para verificar a homogeneidade da 

variância. Os valores fora da curva (outliers) foram removidos. Testes não 

paramétricos foram realizados naqueles dados que não passaram nos testes. As 

comparações entre dois grupos foram calculadas pelo teste de Mann-Whitney e 

aqueles entre três ou mais grupos pelo teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de 

comparações múltiplas de Dunn. O valor ajustado de p<0,05 foi considerado 

significante. 

As curvas ROC (do inglês, Receiver Operating Characteristic) foram calculadas 

baseadas nos valores de RQ. Para as curvas ROC combinadas, uma regressão 

binária logística foi calculada, sendo seu resultado utilizado para então o cálculo da 

curva ROC propriamente dita. Os valores de corte, sensibilidade e especificidade 

foram determinados pelo cálculo do índice de Youden ((sensibilidade + especificidade) 

– 100). Os maiores valores indicam a melhor combinação, no entanto o valor clínico 

também foi levado em consideração (maiores valores para ambos os parâmetros 

foram considerados melhores que maior % de sensibilidade e baixa % de 

especificidade).  



Os experimentos de ensaio funcional em cultivo celular foram conduzidos em 

triplicatas em três momentos independentes. Para o ensaio de viabilidade celular a 

concentração inibitória (CI-50) foi calculada pelo teste ANOVA de duas vias. Os 

ensaios de capacidade clonogênica, apoptose e migração foram analisados pelo teste 

t de Student, não pareado para os dois primeiros e múltiplo para o último. As análises 

funcionais levaram em consideração como valor de significância p<0,05.  

Todas as análises estatísticas foram realizadas no software GraphPad Prism 

9® (GraphPad Software Inc, USA), exceto pela regressão logística que foi calculada 

no IBM SPSS Statistics Subscription (IBM SPSS Statistics Inc, Armonk, NY, USA). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Seleção de miRNAs candidatos  
 

A análise a partir de dados do TCGA foi realizada a partir de duas matrizes de 

dados: “Phenotypes” com informações clínicas de 1.247 pacientes e “IlluminaHiseq” 

com dados de sequenciamento de 2.238 miRNAs maduros para 832 pacientes. O 

tratamento inicial da matriz de dados de sequenciamento resultou em uma primeira 

lista de 698 miRNAs para 824 pacientes.  

Em seguida, usando as informações clínicas, as pacientes foram divididas de 

acordo com a classificação molecular (luminal A - LA, luminal B - LB, HER2+, e basal-

like) e imunoistoquimica (receptores hormonais positivo (RH+, englobando LA e LB), 

HER2+ e triplo negativo) para a análise da expressão diferencial (TABELA 3). Dentre 

as diversas comparações, 19 miRNAs mostraram-se diferencialmente expressos com 

valor de fold change (FC) ≥ 2, e comuns para as comparações entre o subtipo TN e 

os demais (NTN, RH+ e HER2+) (FIGURA 7) (TABELA 4). A partir destes foram 

selecionados os miR-142-5p, miR-146a-5p e miR-150-5p para a análise em plasma, 

uma vez que estes convergem com os resultados de trabalhos anteriores do nosso 

grupo, conforme já descrito em Material e Métodos.  

 
TABELA 3 - ANÁLISE DE miRNAS DIFERENCIALMENTE EXPRESSOS ENTRE SUBTIPOS 

DE CÂNCER DE MAMA A PARTIR DE DADOS DO TCGA. 

Comparação Amostra (N) miRNAs (N) 

TA x TB TA TB  Expressão 
aumentadaa 

Expressão 
diminuídab Totalc 

Subtipo molecular 
           

LA x LB 248 109  4 11 421 

LA x BL 248 83  11 111 530 

LA x HER2+ 248 43  5 30 371 
LB x BL 109 83  12 48 337 

LB x HER2+ 109 43  6 8 117 
BL x HER2+ 83 43  39 9 287 

       

Subtipo imunoistoquímico 
    

TN x NTN 67 254  70 8 436 



FIGURA 7 – NÚMERO DE miRNAs COM FOLD CHANGE ≥ 2 ENTRE 
TRIPLO NEGATIVO E DEMAIS GRUPOS 

TN x RH+ 67 233  79 8 450 

TN x HER2+ 67 21  28 7 103 

HER2+ x RH+ 21 233  24 7 186 

RH+ x RH- 433 143  9 58 495 
NOTA: a Número de miRNAs que apresentaram valor de fold change ≥ +2, ou seja, foram 
considerados como mais expressos em um grupo em relação ao outro; b Número de miRNAs 
que apresentaram valor de fold change < -2, ou seja, foram considerados como menos 
expressos em um grupo em relação ao outro; c Número total de miRNAs listados como 
diferencialmente expressos entre os grupos analisados englobando aqueles que apresentaram 
valores entre -2 e +2.  
LEGENDA: TA: tumor do subtipo A; TB: tumor do subtipo B; N: tamanho da amostra; LA: luminal 
A; LB: luminal B; BL: basal-like; TN: triplo negativo; NTN: não triplo negativo; HR: hormonal 
receptor. 

 
 
 
 
 

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
Legenda: TN: triplo negativo; RH+: receptor hormonal positivo 
(engloba os luminais A e B); * miRNAs selecionados entre os 19 
listados como comuns a todos os grupos. 
FONTE: A autora, 2021 (http://www.interactivenn.net/) 
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TABELA 4 - miRNAs COM FOLD CHANGE ≥ 2 COMUNS ENTRE TN E 
DEMAIS GRUPOS 

 

ID* miRNA FC 

TN x NTN TN x RH+ TN x HER2+ 

MIMAT0006789 hsa-miR-1468-5p 2,2 2,1 2,5 

MIMAT0002808 hsa-miR-511-5p 2,2 2,2 2,1 

MIMAT0000280 hsa-miR-223-3p 2,2 2,2 2,5 

MIMAT0000451 hsa-miR-150-5p 2,3 2,3 2,3 

MIMAT0000074 hsa-miR-19b-3p 2,3 2,3 2,0 

MIMAT0000433 hsa-miR-142-5p 2,4 2,4 2,0 

MIMAT0000092 hsa-miR-92a-3p 2,5 2,5 2,1 

MIMAT0003150 hsa-miR-455-5p 2,5 2,5 2,3 

MIMAT0004493 hsa-miR-20a-3p 2,7 2,7 2,3 

MIMAT0000075 hsa-miR-20a-5p 2,9 3,0 2,3 

MIMAT0000449 hsa-miR-146a-5p 2,9 2,9 2,6 

MIMAT0000071 hsa-miR-17-3p 2,9 3,0 2,3 

MIMAT0002891 hsa-miR-18a-3p 3,3 3,4 2,1 

MIMAT0004784 hsa-miR-455-3p 3,4 3,5 2,6 

MIMAT0000070 hsa-miR-17-5p 3,8 3,9 2,4 

MIMAT0000072 hsa-miR-18a-5p 4,6 4,8 2,4 

MIMAT0004977 hsa-miR-934 7,9 8,2 5,3 

MIMAT0000758 hsa-miR-135b-5p 10,3 10,9 5,5 

MIMAT0003242 hsa-miR-577 14,5 14,9 10,9 

LEGENDA: ID: número de identificação do miRNA maduro; FC: fold change; TN: 
triplo negativo; NTN: não triplo negativo; HR+: receptores hormonais positivos 
(inclui os subtipos imunoistoquímicos luminal A e B). 

 
 

Esses miRNAs atuam em diversas vias e condições biológicas relacionadas 

com a progressão, proliferação e apoptose do câncer (Chen et al., 2018; Iacona et al., 

2019; Ke et al., 2021; Zhou et al., 2021).  

A análise de vias KEGG para os miR-142-5p, miR-146a-5p e miR-150-5p 

mostra que estão fortemente relacionados a importantes vias encontradas alteradas 

no câncer como do ERBB, TGF-β e Hippo, além de diferentes tipos de câncer 

(TABELA 5). A análise de Gene Ontology (GO) também relaciona esses miRNAs com 



processos e funções essenciais como regulação da atividade de enzimas, ligação de 

proteínas do citoesqueleto, metabolismo de mRNA e resposta ao estresse (TABELA 

6). Ambas as análises demonstram que os miRNAs tem como alvos diversos genes 

que participam dessas atividades celulares. Portanto uma desregulação nos níveis 

dessas moléculas pode afetar consideravelmente vias e processos contribuindo com 

o desenvolvimento tumoral. É importante ressaltar que não se pode excluir a 

existência de mais vias, processos e/ou alvos que não estejam cobertos pelas 

ferramentas utilizadas para essas análises.  

 
TABELA 5 - TOP 20 VIAS KEGG COMUNS PARA OS miR-142-5p, miR-146-5p E miR-150-5p 

Via de 

sinalização KEGG 
Valor de p # genes # miRNAs 

    

Doença de Prion  3,86E-09 5 2 

Via de sinalização de plenipotência em células tronco  5,08E+06 31 3 

Via de sinalização hormonal da tireoide  0.00019 24 3 

Glioma 0.00020 16 3 

Proteoglicanos em câncer 0.00021 33 3 

Câncer colorretal  0.00066 16 3 

Proteólise mediada por ubiquitina  0.00070 31 3 

Via de sinalização ErbB  0.00394 22 3 

Via de sinalização de esfingolipídios  0.00399 23 3 

Via de sinalização de neutrófilo  0.00399 26 3 

Câncer endometrial  0.00399 14 3 

Câncer de pulmão de células não pequenas  0.00635 13 3 

Melanoma 0.00714 16 3 

Câncer de tireoide 0.00956 7 3 

Metabolismo central de carbono no câncer 0.01165 16 3 

Síntese de hormonal da tireoide  0.02128 8 3 

Reabsorção de sódio mediado por aldosterona  0.02791 11 2 

Leucemia mieloide crônica 0.02791 16 3 

Via de sinalização TGF-β 0.03486 16 3 

Via de sinalização Hippo  0.04390 27 3 

    



LEGENDA: As vias foram listadas de acordo com os genes alvos (#genes) para os miRNAs 
(#miRNAs) analisados.  

 
 
 

TABELA 6 - ANÁLISE DE GENE ONTOLOGY (GO) PARA OS miR-142-5p, miR-146-5p E miR-150-5p 

Gene Ontology Valor de p #genes #miRNA 

Função molecular     

    

Ligação de íon  9,73E-39 682 3 

Função molecular  2,60E-06 1585 3 

Ligação de enzima  2,21E+03 144 3 

Ligação de proteína do citoesqueleto  4,12E+06 87 3 

Atividade de fator de transcrição de ligação ao ácido nucléico  4,68E+05 103 3 

Atividade de fator de transcrição de ligação a proteína 0.0003794 54 3 

Ligação ao domínio HECT  0.0066076 3 1 

Atividade reguladora de enzima 0.0296744 80 3 

Atividade de fosfatidilinositol-3-quinase  0.0473518 4 1 

     

Processo biológico    

    

Processo metabólico do composto de nitrogênio 3,82E-22 509 3 

Processo de modificação de proteína celular  1,25E-15 291 3 

Processo biossintético 3,08E-09 416 3 

Expressão gênica  5,13E-04 81 3 

Via de sinalização do receptor de neurotrofilo TRK  6,93E-02 44 3 

Via de sinalização do receptor Fc-epsilon  4,15E+00 31 3 

Via de sinalização do receptor de fator de crescimento  2,85E+02 37 3 

Sinalização mediada por fosfatidilinositol 9,01E+03 29 3 

Via de sinalização do receptor de fator de crescimento de fibroblasto  2,34E+05 33 3 

Processo metabólico de pequenas moléculas  3,09E+05 216 3 

Processo biológico  1,63E+06 1504 3 

Coagulação sanguínea  5,27E+06 51 3 

Simbiose (englobando mutualismo por meio de parasitismo) 0.0001104 54 3 

Processo catabólico 0.0001104 179 3 



Processo viral  0.0001688 48 3 

Via de sinalização contendo domínio de oligomerização de ligação de 
nucleotídeo 

0.0001715 8 3 

Resposta ao estresse  0.0002109 211 3 

Montagem de componente celular  0.0005826 124 3 

Processo metabólico de mRNA 0.0010672 26 3 

Processo metabólico de lipídeo celular  0.0011834 20 3 

LEGENDA: As funções e processos relacionados a análise de GO foram listadas de acordo com os genes alvos 
(#genes) para os miRNAs (#miRNAs) analisados.  

 
 
 

 5.2 Avaliação da quantificação de miR-142-5p, miR-146a-5p e miR-150-5p em 
plasma de pacientes com câncer de mama primário por RT-qPCR 

 

A avaliação da quantificação dos miR-142-5p, miR-146a-5p e miR-150-5p foi 

realizada em amostras de plasma de pacientes LA (N = 28), TN (N = 15) e controles 

(N = 19), além do grupo geral da doença câncer de mama que compreende a união 

de LA e TN (FIGURA 8 - A, B, C). Para os miR-146a-5p e miR-150-5p não foram 

encontradas diferenças de expressão significativa entre CM e CT, assim como entre 

os subtipos (FIGURA 8 – B, C). Apesar do miR-150-5p mostrar interessantes 

resultados na literatura com relação a tumorigênese mamária, uma vez que não 

encontramos significância em sua quantificação no plasma nem em relação aos 

parâmetros clínicos e histopatológicos, optamos por não seguir com sua análise. O 

miR-142-5p apresentou diferença de expressão significativa, mostrando-se menos 

expresso nas pacientes quando comparadas com o controle (p = 0,0349) (FIGURA 8 

- A). Diante disso, o potencial diagnóstico do miR-142-5p livre em plasma foi testado 

através da análise de curvas de ROC (do inglês, Receiver Operating Characteristic).  

Quanto mais próximo de 1 é o valor obtido, melhor é a acurácia do teste. O miR-142 

apresentou uma área sob a curva (AUC, do inglês area under the curve) de 0,8824, 

com uma sensibilidade de 100% e especificidade de 83,33% para o valor de corte 

ideal de 0,83 (FIGURA 8 - D).   

O miR-142-5p já foi relacionado com a modulação da proliferação, apoptose, 

invasão, migração em linhagens de CM e, também, com metástase em linfonodo em 

pacientes (Xu e Wang, 2018; Yu et al., 2019; Li et al., 2021). A redução da expressão 



de miR-142-5p em vesículas extracelulares de soro de pacientes com CM foi 

associado ao grau III e maior tamanho tumoral (Ozawa et al., 2020). No nosso 

trabalho, devido ao tamanho amostral pequeno, não foi possível realizar as análises 

de relação com os parâmetros clínicos e histopatológicos com a expressão dos 

miRNAs. Além disso, no mesmo estudo de Ozawa et al. (2020) foi proposto um painel 

com o miR-142-5p juntamente com o miR-320a e miR-4433b capaz de distinguir 

pacientes de CM de controles. Diante disso, uma maior exploração do papel do miR-

142-5p tanto no nível funcional como na forma de biomarcador mostram-se 

promissoras e seria importante quantificá-lo em um maior grupo amostral.  

 

 
FIGURA 8 - REPRESENTAÇÃO GRÁFICA DA QUANTIFICAÇÃO DO miRNA-

142-5p, miRNA-146a-5p E miRNA-150-5p POR RT-qPCR EM PLASMA DE 

PACIENTES COM CÂNCER DE MAMA E CONTROLES 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A análise da quantificação por RT-qPCR em plasma de pacientes com câncer de mama e 
controles para miR-142-5p (A), miR-146a-5p (B) e miR-150-5p (C). (D) Análise de curva de 
ROC para o miR-142-5p. 
LEGENDA: CT = controle; BC = pacientes; LA = subtipo luminal A; TN = subtipo triplo-negativo; 
AUC = area under the curve 

 



Não encontrarmos concordância entre os dados obtidos nas análises do TCGA 

e em plasma para os três miRNAs avaliados já que a primeira indicou um aumento da 

expressão desses miRNAs em pacientes TN com relação aos demais subtipos.  

No entanto, apesar de não significativa, observa-se uma tendência para o miR-

142-5p e miR-146a-5p apresentarem maior expressão no subtipo TN em relação ao 

LA em plasma. Como mencionado anteriormente, os dados do TCGA provêm de 

amostras de tecido tumoral e tecido normal adjacente que foram aqui usados para 

realizar um direcionamento da escolha de miRNAs a serem avaliados de forma livre 

em amostras de plasma. É importante ressaltar que quando falamos em biópsia 

líquida estamos nos referindo a um conjunto de moléculas que circulam pelos fluídos 

corporais e que podem apresentar diversas origens não necessariamente 

provenientes do tumor. Diante disso, os resultados obtidos de alterações de níveis de 

cf-RNAs podem ser observados devido a um desequilíbrio da homeostase do 

organismo que, no campo da oncologia, estudos relacionam com a possível presença 

de tumor ou ainda atuam como um sinal de atenção para determinadas características 

clinico-patológicas. Isso permite que a equipe médica possa realizar uma investigação 

mais cuidadosa da situação do paciente, muitas vezes antes mesmo desse apresentar 

sintomas ou alterações visíveis em exames padrões. Portanto, a discordância 

observada nesse estudo entre os níveis dos miRNAs avaliados em tecido e plasma 

pode ser referente a esse cenário, assim como o reduzido número de amostras 

utilizadas e o desvio padrão relativamente elevado.   

 

5.3 Análise in vitro do miR-146a-5p  
 

     O miR-146a-5p tem como alvos importantes mRNAs codificadores de 

proteínas que participam de vias celulares encontradas desreguladas no câncer como, 

por exemplo, NF-κB, BRCA1 e BRMS1 que atuam na promoção da inflamação, 

proliferação e metástase respectivamente (APÊNDICE 2).  

A diversidade de interações possíveis entre miRNAs e mRNAs cria um campo 

a ser sempre explorado. Dentro desse cenário, Gomig et al (2019) ao avaliarem 

proteínas diferencialmente expressas entre tecidos tumoral e não-tumoral mamários 

sugeriram, com base em predições do programa IngenuityR Pathway Analysis v. 2.3 

(IPA), as proteínas CAT (catalase), LFH (lactotransferrina), CFH (fator complementar 



FIGURA 9 - REGULADORES UPSTREAM PARA 
PROTEÍNAS DIFERENCIALMENTE EXPRESSAS 

EM AMOSTRAS DE TUMOR DE MAMA 

H) e PGLYRP2 (proteína de reconhecimento de peptidoglicano) como alvos do miR-

146a-5p (FIGURA 9). As quatro proteínas foram encontradas menos expressas nos 

tecidos malignos nas análises proteômicas, enquanto o miR-146a-5p foi predito como 

aumentado sugerindo uma possível relação de regulação.   

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
LEGENDA: CAT – catalase; LFH – lactotransferrina; 
CFH - fator complementar H; PGLYRP2 - proteína de 
reconhecimento de peptidoglicano.  
FONTE: Reproduzido, com permissão, do artigo 
“Quantitative label-free mass spectrometry using 
contralateral and adjacent breast tissues reveal 
differentially expressed proteins and their predicted 
impacts on pathways and cellular functions in breast 
cancer” (Gomig et al., 2019) 

 

Na literatura há poucos relatos da relação de interação do miR-146a-5p e CAT 

sendo a maioria em outras doenças, por exemplo diabetes do tipo 2 (Roshanravan et 

al, 2020) e doença de Alzheimer (Lei et al., 2021), porém com foco na avaliação dos 

níveis de catalase no contexto antioxidante. Cheleschi et al. (2019) avaliaram miRNAs 

em fibroblastos sinoviais de osteoartrite e observaram que a inibição do miR-146a-5p 

na linhagem promoveu a redução do mRNA da CAT sugerindo uma relação entre 

essas moléculas. No contexto do câncer, essa relação foi relatada em linhagens de 

câncer de pulmão onde o silenciamento de RIP1 (proteína de interação ao receptor 1) 

levou à redução da CAT mediada por miR-146a, indução de espécies reativas de 

oxigênio (EROS), degradação de IAP (proteína de inibição da apoptose) e aumento 



FIGURA 10 - RELAÇÃO DO miR-146a-5p E 
CATALASE POR ANÁLISE IN SÍLICO 

da citotoxicidade das células à cisplatina (Wang et al., 2014). Com relação ao câncer 

de mama, até onde sabemos, não há relatos da interação, direta ou indireta, entre 

miR-146a-5p e CAT.  

Na predição de alvos para o miR-146a-5p, a CAT surgiu como um provável alvo 

em quatro plataformas de análise (miRWalk, miRcode, Starbase e miRanda). É 

possível observar a existência de uma complementariedade do miR-146a-5p com a 

região 3’UTR do mRNA da CAT envolvendo a região seed de interação do miRNA 

(FIGURA 10 - A). Além disso, ao realizar a análise da expressão do miRNA e do alvo, 

na plataforma Starbase, é possível observar uma relação inversamente proporcional 

entre essas moléculas indicando uma possível via de regulação (FIGURA 10 - B).   
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A. Interação direta entre a CAT e o miR-146a-5p. Em 
azul está representada a sequência nucleotídica do 
mRNA da CAT e em vermelho do miR-146a-5p. Os 
traços verticais entre as sequências representam a 
região predita de interação entre as moléculas. B. 
Gráfico representando os níveis de expressão em log2 
do miR-146a-5p e da CAT.  
FONTE: Starbase (2021) 



FIGURA 11 - ANÁLISE DA EXPRESSÃO DO miR-146a-5p EM LINHAGENS DE  
CÂNCER DE MAMA 

 

Diante disso, procuramos investigar o efeito do aumento da expressão do miR-

146a-5p no comportamento da linhagem MCF-7 de câncer de mama e nos níveis de 

CAT.  

Analisamos a expressão do miR-146a-5p em 10 linhagens celulares de câncer 

de mama (MCF-7, CAMA, ZR-75-1, T47D, BT-474, SKBR-3, MDA-MB-231, MDA-MB-

468, MDA-MB-436 e HCC1806) e duas linhagens consideradas não tumorais de 

mama (MCF-10A, 184B5). Os resultados refletiram os obtidos a partir do TCGA com 

as linhagens TN apresentando maior expressão do miR-146a-5p com relação às LA 

(FIGURA 11). Portanto, uma linhagem do subtipo luminal A, MCF-7, que apresenta 

menor expressão do miR em relação ao TN foi escolhida para a investigação do 

aumento de expressão do miR-146a-5p no comportamento tumoral e com seu alvo 

potencial.  

Esses resultados reforçam a ideia de que esse miRNA pode ser um 

interessante biomarcador de prognóstico na diferenciação dos subtipos de câncer de 

mama.  

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A. Avaliação da expressão do miR-146a-5p em quatro linhagens de câncer de mama 
em relação à linhagem considerada normal de mama, MCF-10A. Aqui estão 
representadas apenas quatro linhagens das 10 avaliadas, uma vez que as demais 
apresentaram valores de fold change (FC) menores do que 1. B.  Avaliação da 
expressão do miR-146a-5p entre as linhagens do subtipo LA e TN. * p<0.05 
LEGENDA: FC – Fold Change; LA – Luminal A, TN – Triplo Negativo.  

A. B. 
*



5.3.1 Aumento da expressão de miR-146a-5p aumenta a capacidade 
clonogênica e a expressão de CAT enquanto reduz a apoptose em MCF-7 

 

O aumento da expressão de miR-146a-5p na linhagem MCF-7 devido a 

transfecção de molécula mimetizadora que aumentou, em média, 390.000 vezes a 

expressão do miR (MCF-7-146a = células MCF-7 transfectadas com o mimic do miR-

146a-5p) quando comparada ao controle (MCF-7-CT = células MCF-7 transfectadas 

com o controle).  A partir disso, foram realizados os ensaios funcionais de capacidade 

clonogênica, viabilidade, migração e apoptose.  

O ensaio clonogênico demonstrou uma diferença significativa com relação à 

formação de colônias indicando que as células MCF-7-146a tiveram maior capacidade 

de crescimento dando origens a colônias (p = 0,0013) (FIGURA 12). A formação de 

clones dentro do contexto do câncer é interpretada como uma característica de células 

que apresentam capacidade de iniciação tumoral. O miR-146a-5p, como também 

demonstrado aqui, é relatado mais expresso no subtipo molecular basal-like e no 

imunoistoquímico triplo-negativo considerados agressivos e com maior incidência 

entre mulheres mais jovens (Li et al., 2015). Diante disso, ao observar que o aumento 

desse miR em uma linhagem LA promoveu a formação de colônias pode ser um 

indicativo de sua atuação sobre vias responsáveis pela iniciação tumoral já que tem 

como alvos diversos genes supressores tumorais como BRCA1 e EGFR.  

No entanto, apesar da possível influência dos níveis de miR-146a-5p na 

formação tumoral, o ensaio de viabilidade celular não indicou ação sobre a 

manutenção e estabilidade das células (FIGURA 13).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



FIGURA 12 - ENSAIO CLONOGÊNICO EM MCF-7    
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A. Ensaio clonogênico com MCF-7 transfectada com miR-146a-5p; 
B. Ensaio clonogênico com MCF-7 transfectada com o controle; C. 
Gráfico representativo da diferença significativa entre os tratamentos 
no ensaio clonogênico. Valor de p significativo = 0,01 (*). 

 
 

 
 

Figura 14 – Ensaio de viabilidade celular em MCF7 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

Viabilidade celular entre células MCF-7 transfectadas 
com miR-146a-5p (MIMIC) e controle negativo (CT-) por 
meio da absorbância ao longo do tempo.  

C. 

FIGURA 13 - REPRESENTAÇÃO GRÁFICA DO ENSAIO 
DE VIABILIDADE CELULAR  



FIGURA 14 - ENSAIO DE APOPTOSE CELULAR EM MCF-7  

A análise de apoptose demonstrou que o aumento de expressão de miR-146a-

5p foi capaz de reduzir a morte por apoptose sugerindo ação desse miR na via de 

morte celular (p <0,0001) (FIGURA 14). Um dos principais alvos do miR-146a-5p é o 

NF-κB que tem papel importante na via de apoptose uma vez que promove a 

transcrição de moléculas pro-apoptóticas. Assim, o aumento de expressão de miR-

146a-5p levaria à redução de NF-κB e, portanto, à inibição da apoptose.  
 
 

  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Ensaio de apoptose celular em MCF-7 transfectada com o mimic do miR-146a-5p (A) 
e controle (B). O gráfico se dá pela medição de fluorescência do iodeto de propídio 
pela Anexina e representa quatro quadrantes sendo Q1 - população de células em 
processo de necrose, Q2 – população de células em processo de necrose inicial e 
apoptose tardia, Q3 – população de células em processo de apoptose e Q4 – 
população de células vivas. C – Representação gráfica da média das porcentagens 
obtidas por citometria de fluxo para as células transfectadas com o mimic e o controle 
negativo. * valor de p <0,0001 

 
Em relação ao processo de migração, não foi observada diferença 

estatisticamente significativa entre os tratamentos (p = 0.058), apesar de observarmos 

A B. 

C. 



FIGURA 15 - ENSAIO DE MIGRAÇÃO CELULAR EM MCF-7 

uma tendência com relação a redução da migração a partir do aumento de expressão 

do miR-146a-5p (FIGURA 15). O miR-146a-5p é considerado um metastamiR 

mediante relatos de sua influência sobre os processos de migração e invasão 

(Bhaumik, 2008).  
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A – Análise do ensaio de migração sendo a porcentagem (%) de área aberta 
avaliada ao longo do tempo (p > 0,05). B – Imagens do ensaio de scratch para 
a linhagem MCF-7 transfectada com o mimic do miR-146a-5p (MCF-7 – 146a) 
e controle (MCF-7 – CT) nos tempos de 0h, 24h e 48h.  

 
 

A catalase é uma importante enzima antioxidante tendo como principal função 

a transformação de peróxido de hidrogênio em oxigênio e água (2 H2O2  2 H2O + 

A. 

B. 



O2) protegendo a células de danos oxidativos. No entanto, a CAT também participa 

de outros processos como a modulação do crescimento celular principalmente por 

meio de sua capacidade de detoxificação, tem atividade oxidase além de realizar 

desintoxicação ou ativação de compostos tóxicos e antitumorais (Nishikawa et al., 

2009; Glorieux et al., 2018).  

Normalmente as células tumorais produzem grandes quantidades de espécies 

reativas de oxigênio (EROs) uma vez que geralmente exibem mutações mitocondriais 

e redução da expressão de enzimas antioxidantes como a CAT. As EROs 

desempenham importante papel nas células tumorais por promover alterações no 

DNA e contribuir com a instabilidade genômica. Em contrapartida, altos níveis de 

EROs acabam induzindo mecanismos de morte celular (Glorieux et al., 2015).  

A regulação da CAT no nível de RNA se dá pela sua interação com miRNAs, 

por exemplo o miR-450 e miR-30b (Haque et al., 2012). Como relatado anteriormente, 

o miR-146a-5p foi predito como provável regulador do mRNA dessa proteína. Por isso, 

após a realização da transfecção da linhagem MCF-7 realizamos a extração proteica 

e avaliamos a expressão da CAT. O ensaio de WB mostrou que quando o miR-146a-

5p está mais expresso ocorre um aumento significativo da CAT em comparação ao 

controle (FIGURA 16). Diante do exposto, esse resultado indicaria uma redução de 

EROs uma vez que mais CAT estaria sendo produzida. No entanto, essa molécula 

não foi avaliada no presente estudo. Assim, se faz necessário uma abordagem mais 

ampla para avaliar de que maneira o miR-146a-5p estaria regulando a CAT em células 

tumorais mamárias.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



FIGURA 16 - ANÁLISE DA EXPRESSÃO 
PROTEICA DA CATALASE NA LINHAGEM 

MCF-7 DO miR-146a-5p 

 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A.representação gráfica da média do fold change (FC) entre 
os extratos proteicos provenientes de células MCF-7 
tratadas com o mimic do miR-146a-5p e o controle negativo 
(CT-). B. Análise de Western blotting demonstrando a 
expressão proteica da Catalase e do controle Pan-TEAD 
em células MCF-7 tratadas com o mimic do miR-146a-5p 
(1) e o controle negativo (2).  
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6. CONCLUSÃO E PERSPECTIVAS 

 
Os miRNAs são interessantes potenciais biomarcadores no campo da 

oncologia assim como o uso da biópsia líquida. Esse trabalho procurou avaliar os 

miRNAs miR-142-5p, miR-146a-5p e miR-150-5p no plasma de pacientes com câncer 

de mama e investigar o papel funcional do miR-146a-5p na linhagem MCF7 de câncer 

de mama.  

O miR-142-5p mostrou-se um interessante potencial biomarcador para 

diagnóstico do CM uma vez que o observamos diferencialmente expresso entre 

pacientes e controles. Diante disso, uma investigação mais ampla, principalmente em 

conjunto com outros miRs, colabora para o estabelecimento de futuros painéis que 

possam auxiliar no diagnóstico do CM. Assim, pretendemos aumentar nossa amostra 

com o objetivo de realizar análises da expressão do miR-142-5p com importantes 

parâmetros clínicos histopatológicos como presença de metástase em linfonodo 

axilar, tamanho tumoral e grau histológico.  

A modulação do miR-146a-5p, no presente estudo, se mostrou importante nas 

células MCF-7 uma vez que o aumento de sua expressão levou ao aumento da 

capacidade clonogênica e redução da apoptose, características importantes para a 

tumorigênese mamária. Esses dados demonstram a potencial relação entre essa 

molécula e o CM colaborando com a constante produção de informação e chamando 

atenção para seu possível uso como alvo dentro do manejo do CM futuramente. Além 

disso, a relação do miR-146a-5p com a catalase precisa ser mais explorada uma vez 

que nossos dados demonstraram que quando ocorre o aumento da expressão do miR, 

ocorre também um aumento dos níveis proteicos da CAT. Não há estudos avaliando 

esta interação diretamente. Deste modo, estamos realizando tal análise de interação 

pelo método do ensaio de luciferase. Essa abordagem tem como objetivo responder 

ao questionamento sobre a interação direta entre miR e mRNA.  

Estudos adicionais, validando os resultados obtidos em um grupo maior de 

amostras de pacientes com câncer de mama esporádico e indivíduos controles devem 

ser realizados para determinar com segurança o potencial desses miRNAs. Por fim, 

este trabalho gerou resultados que abrem a possibilidade de investigação dos miRNAs 

aqui relatados, assim como a interação com alvos como a CAT, em outros tipos de 

amostras tumorais e de biópsias líquidas, como por exemplo em VEs, soro e urina.  
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ABSTRACT 

Breast cancer (BC) is a relevant public health issue worldwide and represents the most 
common cancer among women, with high mortality rate ranks. Early detection is crucial 
to improve the BC diagnosis, prognosis, and therapeutics. In cancer research, efforts 
to identify molecular markers related to pathological conditions have been widely 
applied, and several candidate molecules are being described in tumorigenesis, such 
as microRNAs (miRNAs). These small non-coding RNAs act as endogenous 
regulators of multiple genes, including known cancer drivers, and potentially influence 
breast tumorigenesis. The miR-146 family was described in BC initiation, progression, 
and metastasis, and their members (miR-146a/b) were associated with many 
hallmarks of cancer. Notably, miR-146a has been described as a potential biomarker 
of breast tumorigenesis acting in the inflammatory process and participating in 
metastasis steps. This review gathers the central pathways that can be influenced by 
miR-146a dysregulation and their importance in breast cancer development and 
progression.   

 

INTRODUCTION 

Breast cancer (BC) is the most common type of cancer worldwide, with approximately 
2.3 million new cases, representing 11.7% of all cancer cases estimated for 2020 and 
the leading cause of cancer death among women globally (Sung et al., 2021). Efforts 
to promote early detection as clinical and image screening programs are essential to 
improving survival and reducing morbidity and treatment costs (Shulman et al. 2010, 
WHO, 2017). In addition, molecular markers can be useful to complement existing 
diagnostic methods and technologies. In this context, the miRNAs (miRNAs) show 
attractive potential as diagnostic and therapeutic targets since they are regulators of 
many biological processes. 

MiRNAs are a class of small (usually 18-25 nucleotides) single-stranded and non-
coding RNA. These molecules are physiological regulators of gene expression at the 
post-transcriptional level by binding to 3’UTR of their target mRNAs, inhibiting the 



translation or degrading the mRNA. MiRNAs play crucial role in biological and 
pathological processes, including cell signaling pathways, cell cycle, differentiation, 
proliferation, cell death, metabolism, and tumorigenesis. The dysregulated expression 
of these molecules has been implicated in carcinogenesis, metastasis, and response 
to therapy (Elsarraj et al., 2012; Li et al., 2015a). Abnormal miRNA expression was 
also associated with the BC molecular subtypes (Blenkiron et al., 2007; Cheng et al., 
2009). 

Notably, the miR-146 family has exciting potential as a diagnostic and therapeutic 
target in cancer. Most of the miR-146 literature focuses on its function in inflammation 
and innate immune response, whose dysregulation has been described in 
oncogenesis (Paterson and Kriegel, 2017). The human miR-146 family was first 
described by Taganov et al. in 2006 (Taganov et al., 2006) and consists of two 
members, miR-146a-5p and miR-146b-5p. Both miRNAs have nearly identical 
sequences, share a seed region, and target the same set of genes besides their 
different regulation in many cases (Paterson and Kriegel, 2017). The miR-146a primary 
transcript (pri-miR) is transcribed from MIR146A gene, located in chromosome 5 
(5q33.3) within a long non-coding RNA host gene (MIR3142HG), while miR-146b is 
transcribed from MIR146B founded in an intergenic region of chromosome 10 
(10q24.32) (Paterson and Kriegel, 2017). 

The first clear functional connection of miR-146 family and cancer pathology linked 
these regulators to signaling in metastatic breast cancer cells (Bhaumik et al., 2008). 
Recently, they are described in cancer development, including BC. Specifically, 
miR146a was reported in BC initiation, progression, and metastasis (Melo and Esteller, 
2011), with differential expression between primary breast tumors and non-tumor 
breast tissues and plasma levels. Besides, miR-146a could discriminate the patients 
from healthy individuals (Markou et al., 2016) and presents different expression levels 
in distinct BC subtypes (M’hamed et al., 2015; Bai et al., 2019). In addition, miR-146a 
has been associated with several cancer-related molecules, such as NF-κB, IRAK1, 
RhoA, and CXCR4 (Elsarraj et al., 2012; Liu et al., 2016). These findings indicate that 
miR-146a plays a critical role in BC development and progression and points to this 
regulator as a potential biomarker of breast tumorigenesis. 

In this review, the ambiguous role of miR-146a was explored in breast cancer, aiming 
to clarify its influence in this disease based on expression/functional analyses. Our 
investigation highlights dual role of this miR in breast tumorigenesis acting as 
oncogenic or suppressor depending on the context.   

 

METHODS 

Literature search strategy 

An integrative review of miR-146a in breast cancer literature was conducted. To this 
end, we performed search articles published until August 2021 in three electronic 
databases: PubMed (PM) (National Library of Medicine), Science Direct (SD) 
(Elsevier), and Web of Science (WS) (Clarivate Analytics). Search terms “microRNA-



146a”, “miRNA-146a”, and “breast cancer” were used with Boolean operators (“and” / 
“or”) to obtain the first articles list. Two authors realize this step and the subsequent 
selection independently, and a third author-verified both lists in two points of the 
selection process (FIGURE 1).   

Selection articles strategy 

One list of each database was created. After the removal of duplicate articles, two 
independent lists are generated - one of each author. At this moment, reviews, 
systematic reviews, meta-analyses, commentaries, and book chapters were excluded 
(FIGURE 1). The eligibility criteria applied to quantitative or qualitative original research 
studies and studies written in English.  

Following, both titles and abstracts were evaluated to decide whether a study could be 
included/excluded in the review. Articles were eligible if they fulfilled the following terms 
“microRNA-146a/miR-146a” and “breast cancer” and focused on analyzing this 
molecule. Here, the third author merges both independent lists, excluding duplicate 
articles and producing the only list with articles (FIGURE 1). Finally, the final list was 
evaluated according to some parameters such journal impact factor (values between 
2 and 5), sample type (tissue, serum/plasma, cell line, animal), and technical approach 
(type of methodology, for example, RT-qPCR, microarray, sequencing). Thereby 100 
articles were selected and used to perform this review.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURE 1. Scheme of literature search and article selection 
strategies. Two independently authors (A and B) performed a 
literature search in three databases (PubMed (PM), Science Direct 
(SD), and Web of Science (WS)) using specific terms (“microRNA-
146a or miR-146a” and “breast cancer”), and a subsequent article 
selection analyzing title and abstract. Just original articles in 
English that comprised information about miR-146a role in breast 
cancer were maintained. A third author-verified both lists in three 
process points and merged both A and B author lists. Here, 
duplicated (D) and other types of articles (O) were excluded (E), 
resulting in an only list. The articles in the final list were evaluated 
according to some parameters, and in the end, 100 articles were 
included in this integrative review.  

 

 

 

 



RESULTS AND DISCUSSION  

 

1. miR-146a and hallmarks of cancer 

Cancer development involves several molecules, pathways, and alterations in the 
genome that Hanahan and Weinberg collected in ten capabilities exhibited by tumors, 
the hallmarks of cancer (Hanahan and Weinberg, 2000; 2011). These competencies 
comprise: sustaining proliferative signaling; evading growth suppressors; activating 
invasion and metastasis process; enabling replicative immortality; inducing 
angiogenesis; evading cell death by apoptosis; cellular deregulation metabolism; 
genome instability and mutation; avoiding immune system; and tumor-promoting 
inflammation.  

Among the biomolecules, miRNAs play a crucial role in hallmarks because they act as 
gene expression regulators. This topic will discuss miR-146a and its targets portrayal 
in some tumor characteristics focusing on breast cancer. 

 

1.1 Regulating tumor suppressor and proliferative signaling: BRCA and 
EGFR 

BRCA proteins (BRCA1 and BRCA2) are essential to maintaining cellular integrity 
once they play a role in diverse critical pathways such as proliferation and DNA repair. 
Accordingly, due to the tumor-suppressive role of BRCA, any perturbation in this 
regulation can contribute to BRCA-mediated tumor development (Chang, 2012). The 
involvement of miR-146a and miR-146b in BRCA1 regulation arises since these 
molecules bind to the same site in the 3’UTR of mRNA BRCA1 and promote a 
downregulation (Garcia, 2011). The in silico approach listed miRNAs predicted to bind 
in this 3’UTR at 38 different regions, including the miR-146a/b. Consequently, this 
interaction can reduce BRCA1 levels, increase proliferation, and reduce the 
homologous recombination rate, two processes controlled by BRCA1, showing an 
oncogenic activity of miR-146a/b (Garcia, 2011). 

A higher level of miR-146a-5p is observed in BC tissue, especially in the TNBC 
subtype, compared with non-tumor tissue (Garcia, 2011; M’hamed, 2015; Gao, 2018). 
It is reported that TNBC tumors have a downregulation of BRCA1 compared with other 
BC subtypes, being the tumors arising in carriers of BRCA1 mutations. (Turner, 2006; 
2007). In sporadic TNBC, BRCA1 is frequently inactivated at the transcriptional level, 
and it has been reported that this inactivation may be due promoter methylation 
(M’hamed, 2015). High levels of miR-146a were observed in TNBC, ER-/PR-, and in 
tumors with grade III (Garcia, 2011). In concordance with, TCGA analysis for miR-
146a-5p shows increased expression of this miRNA in TNBC (M’hamed, 2015). In 
addition, miR-146a expression with regular BRCA1 expression leads to a shorter 
overall survival at 5 years (Zavala, 2016). In cell lines evaluation, miR-146a expression 
was reduced or absent in normal cell lines compared to BC cell lines. Besides, basal-
like cell lines along with low BRCA1 expression shows higher levels of miR-146a 
(Garcia, 2011). Nonetheless, low expression of miR-146a can predict positive lymph 



node status and is associated with poor patients' overall survival (OS) (Kumaraswamy, 
2014).  

A significant association between EGFR expression and BRCA1 alterations has been 
reported (Bhaumik, 2008; Kumaraswamy, 2014; M’hamed, 2015; Tao, 2015; Zavala, 
2016). This relation is based on the tumor suppressor activity of BRCA1 that acts in 
multiple cellular processes and to play these roles, BRCA1 interacts with many 
proteins; one of them is EGFR (Huen, 2010; Gorski, 2010; Silver, 2012).  

EGFR is a member of the HER family of transmembrane receptor tyrosine kinases and 
is essential for proliferation and differentiation. Its altered expression is observed in 
different types of cancer, contributing to invasion, metastasis, and angiogenesis 
(Schlessinger, 2000; Yarden, 2001; Huang, 2014; Du, 2013; Mu, 2014). Therefore, 
alteration in EGFR expression was correlated with tumor progression, chemotherapy 
resistance, and poor prognosis (Sainsbury, 1987; Rimawi, 2010). For example, a low 
EGFR level is mainly associated with good prognosis, better relapse-free survival 
(RFS), and overall survival from BC (Sainsbury, 1987; Nicholson, 2001; Viale, 2009). 
Both miR-146 show to regulate EGFR in different cell types (Li, 2010; Xu, 2011). It is 
suggested that miR-146a might mediate post-transcriptional regulation of EGFR by 
BRCA1 (FIGURE 2). The miR-146a overexpression promotes proliferation through 
reduced BRCA1, and EGFR shows an oncogenic role. In the BC cell line with reduced 
BRCA1-expression was observed high miR-146a level than BRCA1- normal cell lines 
(Tao, 2015; Gao, 2018). Hence, it is hypothesized that BRCA1 might downregulate the 
EGFR expression increasing the miR-146a level in BC-derived cells (HCC1937 and 
SUM1315) (Kumaraswamy, 2014; M’hamed, 2015).  

 Kumaraswamy (2014) describes a negative correlation between BRCA1 and EGFR 
and an inverse relation with miR-146a, suggesting that BRCA1 binds in MIR146A 
promoter and activates its expression attenuating EGFR expression by physical 
interaction of miR-146a with 3'UTR of EGFR mRNA. In this study, thirteen cell lines 
were evaluated, and a positive correlation between BRCA1 and miR-146a expression 
was founded in the TNBC cell line. Consequently, this miRNA can be acting 
downstream of BRCA1 and mediatting the EGFR regulation in tumor cells directly. 
Based on this via, BC cell lines with BRCA1 low or null expression exhibit reduced 
levels of miR-146a, leading to EGFR overexpression compared to BC cell line with 
BRCA1 normal levels (moderate or high). An evaluation of BRCA1-EGFR breast 
tumors shows that 52% of BRCA1-altered tumors are also EGFR-positive, and 83% of 
samples with EGFR overexpression didn’t show miR-146a upregulation 
(Kumaraswamy, 2014; Zavala, 2016). The EGFR overexpression is a common 
characteristic in TNBC and is associated with altered BRCA1 expression (Toyama et 
al., 2008; Collins et al., 2009; Rakha et al., 2009). Therefore, it is proposed that in 
TNBC, EGFR expression can be a consequence of miR-146a reduction rather than 
only the absence of the BRCA1. Therefore, miR-146a can regulate BRCA1 and EGFR 
in different mechanisms in TNBC. Besides, 26% of tumors displayed miR-146a 
upregulation, abnormal BRCA1-expression, and negative EGFR; this scenario 
indicates that this miRNA could regulate both mRNAs (Kumaraswamy, 2014; Zavala, 
2016). These outcomes, taken together, suggest a complex feedback regulation 
between miR-146a, BRCA1, and EGFR.  



 

1.2 Evading apoptosis and tumor-promoting inflammation: NF-κB - IRAK1 
– TRAFs 
 

MiR-146a has been demonstrated to negatively regulate NF-κB activity by 
downregulating IRAK1 and TRAF6 (Bhaumik et al., 2008). Furthermore, EGFR-
mediated activation of NF-κB has been proposed to be important in the proliferation 
and survival of EGFR overexpressing tumor cells (Shostak and Chariot, 2015). 

The nuclear factor-κB (NF-κB) is an important transcription factor that promotes the 
expression of several genes involved in inflammatory and antiapoptotic response being 
the main target of miR-146a (FIGURE 2). In BC, alterations in NF-κB pathway 
contribute to tumor progression, which can be mediated by miRNAs. MiR-146a, as well 
as miR-19 and miR-205, can reduce NF-κB pathway activity (Tanic, 2011). 
Additionally, miR-146a targets also TRAF6 and IRAK1, two NF-κB activators.   

The IRAK1 (Interleukin 1 Receptor Associated Kinase 1) is the serine/threonine kinase 
associated with the IL1R (Interleukin 1 Receptor) which enables the activation of the 
NF-κB pathway. Besides that, IRAK1 is also a downstream factor in the Toll-Like 
Receptor signaling, another way to activate the NF-κB, and its expression is higher in 
several types of cancers, including lung, breast, hepatocellular carcinoma, and 
endometrial carcinoma (Zhang, 2014; Wee, 2015; Ye, 2017; Wang, 2018). This 
abnormal expression is associated with metastasis, cell growth, and development to 
treatment resistance, for example, paclitaxel resistance in BC (Wee, 2015). Long and 
colleagues (2019) observed downregulation of miR-146a-5p in BC tissues compared 
to adjacent normal tissue. Their overexpression suppressed proliferation, invasion, and 
migration in MCF-7 and MDA-MB-453 (Long, 2019). This scenario suggests a 
reduction of the IRAK1 expression by direct interaction with miR-146a.   

A reduction of invasiveness was observed in the MDA-MB-231 cell line due to miR-
146a/b-targeted suppression of the IRAK1 and TRAF6 affecting the metastatic 
potential (Bhaumik, 2008). Besides the TRAF6, others TNF receptor-associated factor 
(TRAF) protein family members are predicted to be the miR-146a targets, for example, 
TRAF1 and TRAF2 (Taganov et al., 2006; Tanic, 2011). These molecules are involved 
in regulating the inflammation process and the apoptosis acting as the mediator of 
TNF, NF-κB, and MAPK pathways, even as IRAK 1. High levels of miR-146a lead to 
reduction of TRAF6 protein (Bhaumik, 2008). Functional analysis in vitro and in vivo 
revealed that miR-146a represses NF-κB through a negative feedback loop involving 
the downregulation of IRAK1 and TRAF6 (Taganov, 2006; Bhaumik, 2008).  

As discussed here, cancer cells increase the activity of the NF-κB pathway that 
contributes to proliferation, invasion, migration, angiogenesis, and survival potentials 
by mechanisms involving miR-146a. The role of miR-146a in this scenario is to regulate 
the NF-κB pathway negatively via IRAK1 and TRAF6 down expression. Therefore, a 
miR-146a super expression has protective action that reduces IRAK1 and TRAF6 
expression and, consequently, reduces the activation of the NF-κB pathway. However, 



studies also demonstrate the miR-146a expression and suppression of NF-κB activity 
in metastatic BC cell lines (Bhaumik, 2008).  

In the treatment area, Paclitaxel can reduce the viability of BC cells in a dose-
dependent manner. Li et al. (2020) related that miR-146a could enhance the sensitivity 
of MCF-7 cells to Paclitaxel by IRAK1 downregulation mechanism.  Those results 
showed a miR-146a positive role in the BC treatment that can be more explored.  

 

1.3 Activating invasion and metastasis process: BRMS1, RhoA, WWOX and 
CXCR4 
 

Breast cancer metastasis suppressor 1 (BRMS1) regulates gene expression related to 
metastasis leading to its suppression in breast and ovarian xenograft and synergic 
models (Zhang, 2006; Bodenstine, 2008; Hurst et al., 2008; Phadke et al., 2008; 
Stafford, 2008). Some studies demonstrate an inverse correlation between BRMS1 
expression and metastasis, development, and survival (Hicks, 2006; Lombardi, 2006). 
Therefore, BRMS1 can act as a metastasis suppressor agent in the transcriptome, 
post-transcriptome, and proteome regulation (Edmonds, 2009).  

The strategy proposed to BRMS1 is altering SIN3/histone deacetylase (HDAC) 
chromatin remodeling complexes, allowing the interaction with transcription factors 
directly in DNA and modulating gene expression, interfering in several hallmarks of 
cancer, such as apoptosis, invasion, migration, and adhesion (Kodura, 2015; Welch, 
2016). Some genes regulated by this system are, for example, OPN (osteopontin), 
connexins, and EGFR (Hedley, 2008; Vaidya, 2008). Besides, BRMS1 also integrates 
a negative regulation mechanism of NF- κB through interaction with RelA/p65 and 
inhibition of IκBα phosphorylation (Cicek et al., 2005; Liu et al., 2006). Edmonds et al. 
(2009) compared the 328 miRNAs expression between BRMS1-expressing and non-
expressing BC cells. They reported that BRMS1 can downregulate three metastasis-
promoter miRNAs (miR-10b, miR-373, and miR-520c) and upregulate three 
metastasis-suppressing miRNAs (miR-146a/b and miR-335), as well as studied by 
Hashemi (2019). The miR-146a/b seems to act as a downstream mediator of BRMS1 
metastasis activity in the tumor.  

Thereby, the BRMS1 metastasis suppressor activity can be regulated at different levels 
by miRNAs, contributing to the metastatic process in cancer cells (Hurst, 2009a). For 
example, the miR-146a/b demonstrate high expression in the BRMS1-expressing cells 
acting as anti-metastatic (Edmonds, 2015; Hashemi, 2019). Furthermore, it is known 
that miR-146a/b acts as a suppressor in the invasion-migration cascade. The fact that 
miR-146a/b participates in EGFR expression and NF-κB pathway regulation indicates 
that they play a role in tumor metastasis by reducing EGFR that inhibited invasion and 
migration in vitro and in vivo models (Hurst, 2009a; Edmonds, 2015; Hashemi, 2019).   

A member of the Rho GTPase family - RhoA plays an essential role in the signal 
transduction and cytoskeleton reorganization, participating in various processes, such 
as cell motility, cell polarity, and adhesion. Previous studies demonstrate that several 
tumors exhibit a RhoA altered expression contributing to invasion and metastasis. Liu 



and colleagues (2016) related an inverse correlation between miR-146a and RhoA 
expression. In the MDA-MB-231 cell line transfected with miR-146a, the RhoA protein 
levels were reduced even as their metastatic potential. Therefore, downregulation of 
miR-146a increased the migration of BC cells due to the upregulation of RhoA 
expression indicates a metastatic suppressing activity of miR-146a (FIGURE 2). 

A recent study with triptolide, an extract of Tripterygium wilfordii that has anticancer 
activity, observed inhibition of proliferation and invasion, and increased apoptosis in 
the TNBC cell line (Liu, 2019). The invasion process involves miR-146a that are 
upregulated by triptolide, and target Rac1, a member of the Rho GTPase family. The 
authors propose an approach with triptolide and miR-146a to improve the effectiveness 
of this compound in breast cancer treatment. RhoA and Rac1 are overexpressed in 
some types of cancer, as breast cancer. They play an essential role in tumor invasion 
and metastasis through cytoskeleton reorganization by regulating key proteins.  

The WW domain-containing oxidoreductase (WWOX) is an active common fragile site 
in cancer, FRA16D. It acts as a tumor suppressor with anti-metastatic activities 
involving the regulation of several key miRNAs and the reduced or absent WWOX 
protein expression has been reported in several cancer types. More than half of cases 
in BC exhibit altered expression of WWOX being more frequent in TNBC and 
associated with metastasis and unfavorable outcome. In this context, WWOX 
inactivation is correlated with advanced stages of TNBC, and its reduced levels 
promote metastasis. Besides that, WWOX acts as a negative regulator of MYC, which 
regulates miR-146a expression, and consequently, fibronectin (FN1) levels 
contributing to the cell´s epithelial status (FIGURE 2). Additionally, overexpression of 
the MYC in WWOX-expressing TNBC cells reduces WWOX effects on miR-146a and 
fibronectin levels (Khawaled, 2019). 

Moreover, WWOX, through the regulation of miR-146a levels, regulates SMAD3, which 
is a member of the TGF-β signaling pathway (Khawaled, 2020), related to 
differentiation, migration, apoptosis, and extracellular matrix deposition. TGF-β-
induced growth inhibition is mediated through SMAD-dependent inhibition of the 
expression of the MYC oncogene, cyclin-dependent kinases (CDKs), and CDC25A. 

The C-X-C chemokine receptor type 4 (CXCR4) is an alpha-chemokine receptor 
specific for SDF-1 (stromal-derived factor-1 or CXCL12) and is the most common 
chemokine receptor expressed on tumor cells (Zheng, 2015). The SDF-1/CXCR4 axis 
is vital in the trafficking and homing of hematopoietic progenitors and can be involved 
in breast cancer-promoting proliferation, migration, invasion, and survival (Alsayed et 
al., 2007; Cojoc et al., 2013; Sun et al., 2014; Aravindan et al., 2015). CXCR4 mRNA 
expression was found aberrant in BC samples, higher in invasive ductal and lobular 
carcinomas tissues than normal breast tissue (Al-Souhibani et al., 2014). The 
organotropism of metastasis can be mediated by differential expression of chemokine 
receptors and ligands on tumor cells and tissues. BC cells commonly express high 
levels of CXCR4 and frequently colonize regions that express abundant SDF-1 (lung 
and bone, for example), a CXCR4 ligand. This dynamic can alter the metastatic tumor 
potential (Busillo, 2007; Kim, 2008).  



CXCR4 is a direct target of miR- 146a as well as other pro-metastatic genes like 
TRAF6, EGFR, and IRAK1 (Labbaye et al., 2008; Wang et al., 2013, Bhaumik et al., 
2008; Hurst et al., 2009b; Li et al., 2010; Hung et al., 2013; Ali et al., 2014; Jiang et al., 
2014) (FIGURE 2). Analysis in vitro demonstrates that the overexpression of CXCR4 
inhibited the miR-146a activity, increasing TRAF6 and EFGR levels promoting 
proliferation, invasion, migration, and reducing apoptosis by activating the NF-κB 
pathway (Zheng, 2015). On the other hand, miR-146a expression was decreased in 
MCF-7 compared to non-tumorigenic breast cell lines (HBL100), subsequently 
increasing the levels of its target.   

Besides, CXCR4 3’UTR promoted proliferation, metastasis, and survival to inhibit 
apoptosis and regulate metastasis due to interaction with VIM, integrin, and E-cadherin 
by miR-146a dependent way (Zheng, 2015). The pro-metastasis role of CXCR4 leads 
to an NF-κB pathway activation and increase of IL-6, IL-8, and VEGF simultaneously 
that TRAF6 and EGFR expression act through inhibition of the miR-146a. It is reported 
that miR-146a targets, IRAK1 and CXCR4, were upregulated in the HER2-positive BC. 
Results show that higher miR-146a decreased the protein levels of both. However, the 
CXCR4 mRNA was not affected by miR-146a, following the previous finding that miR-
146a inhibits this target gene mainly through translational repression (Li, 2019). 

 

1.4 Tumor microenvironment: Interleukins and MMPs 

The tumor microenvironment (TME) comprises a diversity of nonmalignant cells that 
play essential roles in tumor progression and metastasis. Tumor-associated 
macrophages (TAMs) are present in TME, and some miRNAs collaborate with their 
participation in the tumor. MiR-146a and miR-222 were described as decreased in 
TAMs of BC and associated with the upregulated NF-κB p50 subunit (Li, 2015b). 
Besides that, several cytokines are present (IL-4, IL-6, IL-8, IL-10) in the tumor 
microenvironment and can influence the negative regulation of miR-146a in late BC 
TAMs. In vivo data indicated that miRNAs, such as miR-146a/b, can influence breast 
tumor growth by promoting the M2 polarization or regulating the recruitment of BC 
TAMs (Li, 2015b).  

Li and coauthors (2015a) evaluated miR-146a/b and IL-6 expression in tissue of BC 
from young women (≤ 35 years old) that exhibit more aggressive and associated with 
poor prognosis and fibroadenoma. The author related a lower level of mi-146a/b and 
a higher IL-6 level in BC compared with fibroadenoma and adjacent cancer tissues. 
Besides, some associations with clinical characteristics were shown, such as negative 
status of ER/PR/HER2, tumor size > 2cm, Ki-67 index ≥ 20%, positive distant/lymph 
node metastasis, advanced stages III-IV and, basal-like molecular phenotype. Some 
miR-146a targets previously mentioned here lead to suppressing either NF-κB-
dependent tumor growth or expression of NF-kB target genes such as interleukins (IL-
1β, IL-6, and IL-8). These results suggest that altered levels of miR-146a/b act as tumor 
suppressor molecules, and together with IL-6, a proinflammatory cytokine, can 
contribute to BC development in young women.   



Matrix metalloproteinases (MMPs) are zinc (Zn2þ) dependent endopeptidases present 
in the cytoplasm and membrane. They collaborate with the deterioration of extracellular 
matrix proteins (ECM); for example, collagen, laminin, and fibronectin helping in the 
ECM remodeling in physiological and pathological processes (Modal, 2020; Yi, 2020). 
MMPs also contribute to angiogenesis, lymphomagenesis vessels, infiltrate endothelial 
cells of the basement membrane, being crucial to secondary tumors establishment. 

It was reported that expression levels of CXCR4 and MMP9, two important metastasis 
promoters, were reduced by FOXP3 in MCF-7 cells that induce miR-146a. Catalpol, a 
substance of Rehmannia with antitumoral potential and antiproliferative effects in 
breast cancer cells, was investigated in BC cells. The authors observed proliferation 
suppression and increase of apoptosis via reduction of MMP-16 that miR-146a 
regulates in MCF-7 cells treated with catalpol (Li, 2015c). MMP-16 acts as an enhancer 
of the invasion in BC cells, so the upregulation of miR-146a promotes its 
downregulation reducing the invasion capability (FIGURE 2).  

 

2. Chromatin remodeling and HER2 interaction 
 

Acetylation and deacetylation in miR146a can affect the miR expression and 
collaborate with the dysregulation of some targets in the tumor cells. For example, 
histone H3K56 acetylation and deacetylation on the MIR146A promoter occur by the 
histone deacetylase 1 (HDAC1) and acetyltransferase p300, both assembly by the 
transcription factor specificity protein 1 (Sp1). However, human epidermal growth 
factor receptor 2 (ERBB2 or HER2) signaling triggers the phosphorylation of Sp1, 
promoting its association with HDAC1, leading to histone hypoacetylation and 
consequent MIR146A silencing (Li, 2019). As a result, HDACi acts synergistically with 
HER2 targeting to upregulate Sp1 and suppress BC.  

A high frequency of HER2 overexpression is observed in BC (20–30%), classifying it 
as a crucial driver and therapeutic target in BC. HER2-positive BC shows notable 
changes in the epigenome, such as histone modifications, as already presented. This 
scenario offers a possible alternative to HER2-BC treatment using HDAC inhibitor 
(HDACi), such as the trichostatin (TSA). A recent study showed that TSA could 
suppress HER2-overexpressing via upregulation of miR-146a, reducing its targets 
(IRAK1 and CXCR4). The authors suggest TSA synergizes with lapatinib, a tyrosine 
kinase inhibitor, suggesting the applicability of combined target therapy in breast 
cancer (Li, 2019).  

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2. miR-146a, targets and molecules involved in breast cancer initiation and progression.  

 

 

CONCLUSION AND PERSPECTIVES  

MiRNAs exhibit a pleiotropic activity, and here, we show that miR-146a/b plays 
different roles regulating several phenotypes and target a group of genes tumor cells. 
Understanding the relation between miR-146a/b and targets can collaborate to 
improve treatment strategies studies that have as main actors these targets.   

Despite the controversial results related in the literature about their roles in breast 
tumorigenesis, it is possible to propose that miR-146a/b alterations can indicate the 
tumor process considering an interesting biomarker.  
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9. ANEXOS 

 

ANEXO 1 – TERMO DE CONENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO – CONTROLE 
 

Nós, Profª. Dra. Enilze Maria de Souza Fonseca Ribeiro, Profº Dr. Cícero 
de Andrade Urban, Profª Dra. Danielle Malheiros Ferreira, Profª Ilce Mara de Syllos 
Cólus e Me. Patricia Midori Murobushi Ozawa, responsáveis pelo projeto que será 
executado pelo Laboratório de Citogenética Humana e Oncogenética, da 
Universidade Federal do Paraná, convidamos o(a) senhor(a), a participar de um 
estudo intitulado “Identificação de biomarcadores de diagnóstico e prognóstico por 
métodos não invasivos em portadores de carcinomas primários de mama e de 
próstata”, na qualidade de indivíduo controle. 

Biomarcadores são moléculas presentes no organismo de indivíduos com 
uma condição específica (neste caso, câncer de mama ou de próstata) e que 
permitem realizar a sua distinção de indivíduos livres dessa condição. A 
identificação destas moléculas permite o desenvolvimento de novas formas de 
diagnóstico não invasivo, ou seja, em que não é necessária uma biópsia do tumor, 
o que pode favorecer a detecção precoce da doença. Além do diagnóstico precoce, 
a identificação destes biomarcadores pode também, no futuro, auxiliar os médicos 
responsáveis a categorizar melhor o tipo de câncer de cada paciente e desta forma 
decidir com maior precisão o tipo de tratamento. 

Sendo assim, o objetivo deste trabalho é identificar biomarcadores 
presentes no soro de pacientes com câncer de mama e próstata, que sejam 
capazes de auxiliar no diagnóstico, classificação, tratamento e prognóstico. É 
importante ressaltar que este grupo realiza pesquisa básica, sendo que os dados 
obtidos a partir deste estudo serão dados preliminares e que não serão 
imediatamente implementados na clínica. Para que esses biomarcadores sejam 
implementados há a necessidade de estudos adicionais e comprovação de sua 
eficácia pela comunidade científica. Portanto, não há benefício imediato aos 
pacientes e tampouco risco de identificação genética de qualquer natureza. 

Caso você decida participar da pesquisa, é necessário ter mais de 18 anos, 
não possuir histórico pessoal de câncer e nem suspeita familiar de câncer 
hereditário e será necessário permitir a coleta de alíquota de sangue (1 tubo de 
soro de 8ml), bem como conceder informações a respeito da sua idade, e 
condições de saúde (se possui outro algum tipo de doença como diabetes e 
doenças autoimunes) e se está fazendo uso de medicamento de uso contínuo. 

Essas amostras serão obtidas momentos após a abordagem médica 
durante a acompanhamento de consulta a um paciente ou mediante voluntariado, 
o que não levará mais do que 10 minutos. É possível que você experimente algum 



desconforto, principalmente relacionado ao local de onde será retirado o sangue. 
É possível que surja uma mancha arroxeada no local da introdução da agulha, 
mas ela desaparecerá ao longo dos dias, mas se o(a) senhor(a) desejar pode ser 
aplicada uma pomada no local para facilitar o desaparecimento da mancha. O 
material obtido, sangue periférico (obtido por punção venosa), será utilizado 
unicamente para essa pesquisa e será consumido inteiramente durante o estudo. 

Os benefícios esperados com essa pesquisa incluem o desenvolvimento de 
métodos não invasivos (sem necessidade de biópsia) de identificação precoce de 
indivíduos com câncer de mama e próstata, ou que classifiquem melhor os 
pacientes dentro de subgrupos, contribuindo para o direcionamento do tratamento. 
Esclarecemos que embora seja uma pesquisa genética, as informações que serão 
obtidas não se constituem em parâmetros hereditários e não são transmitidos para 
futuras gerações, portanto não há necessidade de aconselhamento genético nem 
de outro tipo de preocupação ou cuidado. 

Os pesquisadores responsáveis por este estudo poderão ser localizados no 
Laboratório de Citogenética Humana e Oncogenética, sala 25, da Universidade 
Federal do Paraná, Campus Politécnico, Av. Coronel Francisco Heráclito dos 
Santos, 210, fone (41) 3361-1728, no horário das 9h às 17h (ou a qualquer 
momento no e-mail eribeiro@ufpr.br) para esclarecer eventuais dúvidas que o (a) 
senhor(a) possa ter e fornecer-lhe as informações que queira, antes, durante ou 
depois de encerrado o estudo. 

A sua participação neste estudo é voluntária e se o(a) senhor(a) não quiser 
mais fazer parte da pesquisa poderá desistir a qualquer momento e solicitar que 
lhe devolvam este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido assinado. 

As informações relacionadas ao estudo poderão ser conhecidas por 
pessoas autorizadas, como o pesquisador responsável, o médico e a aluna de 
pós-graduação envolvida na pesquisa. No entanto, se qualquer informação for 
divulgada em relatório ou publicação, isto será feito sob forma codificada, para que 
a sua identidade seja preservada e mantida sua confidencialidade. Quando os 
resultados forem publicados, não aparecerá seu nome, e sim um código. 

As despesas necessárias para a realização da pesquisa, como o transporte 
do material biológico do hospital até a universidade e todos os reagentes utilizados 
durante a pesquisa, não são de sua responsabilidade e o(a) senhor(a) não 
receberá qualquer valor em dinheiro pela sua participação. 

Se tiver dúvidas sobre seus direitos como participante de pesquisa, pode 
contatar também o Comitê de Ética em Pesquisa em Seres Humanos (CEP/SD) 
do Setor de Ciências da Saúde da Universidade Federal do Paraná, pelo telefone 
3360-7259. 

Eu, li esse Termo de 
Consentimento e compreendi a natureza e objetivo do estudo do qual concordei 
em participar. A explicação que recebi menciona os riscos e benefícios. Eu entendi 
que sou livre para interromper minha participação a qualquer momento sem 
justificar minha decisão e sem qualquer prejuízo para mim. 



Eu concordo voluntariamente em participar deste estudo. 

 

Curitiba, de de . 

 

[Assinatura do Participante de Pesquisa ou Responsável Legal] 

 

 
[Assinatura do Pesquisador Responsável ou quem aplicou o TCLE] 

 
 
 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO – PACIENTE 

 

Nós, Profª. Dra. Enilze Maria de Souza Fonseca Ribeiro, Profº Dr. Cícero 
de Andrade Urban, Profª Dra. Danielle Malheiros Ferreira, Profª Ilce Mara de Syllos 
Cólus e Me. Patricia Midori Murobushi Ozawa, responsáveis pelo projeto que será 
executado pelo Laboratório de Citogenética Humana e Oncogenética, da 
Universidade Federal do Paraná, convidamos a senhora, paciente com histórico 
pessoal de câncer de mama a participar de um estudo intitulado “Identificação 
de biomarcadores de diagnóstico e prognóstico por métodos não invasivos em 
portadores de carcinomas primários de mama e de próstata”. 

Biomarcadores são moléculas presentes no organismo de indivíduos com 
uma condição específica (neste caso, câncer de mama) e que permitem realizar a 
sua distinção de indivíduos livres dessa condição. A identificação destas moléculas 
permite o desenvolvimento de novas formas de diagnóstico não invasivo, ou seja, 
em que não é necessária uma biópsia do tumor, o que pode favorecer a detecção 
precoce da doença. Além do diagnóstico precoce, a identificação destes 
biomarcadores pode também, no futuro, auxiliar os médicos responsáveis a 
categorizar melhor o tipo de câncer de cada paciente e desta forma decidir com 
maior precisão o tipo de tratamento. 

Sendo assim, o objetivo deste trabalho é identificar biomarcadores 
presentes no soro de pacientes com câncer de mama e próstata, que sejam 
capazes de auxiliar no diagnóstico, classificação, tratamento e prognóstico. É 
importante ressaltar que este grupo realiza pesquisa básica, sendo que os dados 
obtidos a partir deste estudo serão dados preliminares e que não serão 
imediatamente implementados na clínica. Para que esses biomarcadores sejam 
implementados há a necessidade de estudos adicionais e comprovação de sua 



eficácia pela comunidade científica. Portanto, não há benefício imediato aos 
pacientes e tampouco risco de identificação genética de qualquer natureza. 

Caso você decida participar da pesquisa, é necessário ter mais de 18 anos 
e será necessário permitir a coleta de alíquotas de sangue (1 tubo de soro de 
8ml), bem como conceder permissão para consulta de seu prontuário e resultados 
de exames. As informações que serão consultadas serão: idade, grau do tumor, 
tamanho do tumor, presença ou ausência de metástases em linfonodos ou à 
distância. 

Essas amostras serão obtidas momentos antes da cirurgia para retirada do 
tumor e, para alguns pacientes que serão selecionados após as primeiras análises, 
após alguma consulta médica de retorno, o que não levará mais do que 10 
minutos. É possível que você experimente algum desconforto, principalmente 
relacionado ao local de onde será retirado o sangue. É possível que surja uma 
mancha arroxeada no local da introdução da agulha, mas ela desaparecerá ao 
longo dos dias, mas se a senhora desejar pode ser aplicada uma pomada no local 
para facilitar o desaparecimento da mancha. O material obtido, sangue periférico 
(obtido por punção venosa), será utilizado unicamente para essa pesquisa e será 
consumido inteiramente durante o estudo. 

Os benefícios esperados com essa pesquisa incluem o desenvolvimento de 
métodos não invasivos (sem necessidade de biópsia) de identificação precoce de 
indivíduos com câncer de mama e próstata, ou que classifiquem melhor os 
pacientes dentro de subgrupos, contribuindo para o direcionamento do tratamento. 
Esclarecemos que embora seja uma pesquisa genética, as informações que serão 
obtidas não se constituem em parâmetros hereditários e não são transmitidos para 
futuras gerações, portanto não há necessidade de aconselhamento genético nem 
de outro tipo de preocupação ou cuidado. 

Os pesquisadores responsáveis por este estudo poderão ser localizados no 
Laboratório de Citogenética Humana e Oncogenética, sala 25, da Universidade 
Federal do Paraná, Campus Politécnico, Av. Coronel Francisco Heráclito dos 
Santos, 210, fone (41) 3361-1728, no horário das 9h às 17h (ou a qualquer 
momento no e-mail eribeiro@ufpr.br) para esclarecer eventuais dúvidas que o (a) 
senhor(a) possa ter e fornecer-lhe as informações que queira, antes, durante ou 
depois de encerrado o estudo. 

A sua participação neste estudo é voluntária e se a senhora não quiser mais 
fazer parte da pesquisa poderá desistir a qualquer momento e solicitar que lhe 
devolvam este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido assinado. 

As informações relacionadas ao estudo poderão ser conhecidas por 
pessoas autorizadas, como o pesquisador responsável, o médico e a aluna de 
pós-graduação envolvida na pesquisa. No entanto, se qualquer informação for 
divulgada em relatório ou publicação, isto será feito sob forma codificada, para que 
a sua identidade seja preservada e mantida sua confidencialidade. Quando os 
resultados forem publicados, não aparecerá seu nome, e sim um código. 

As despesas necessárias para a realização da pesquisa, como o transporte 
do material biológico do hospital até a universidade e todos os reagentes utilizados 



durante a pesquisa, não são de sua responsabilidade e a senhora não receberá 
qualquer valor em dinheiro pela sua participação. 

Se tiver dúvidas sobre seus direitos como participante de pesquisa, pode 
contatar também o Comitê de Ética em Pesquisa em Seres Humanos (CEP/SD) 
do Setor de Ciências da Saúde da Universidade Federal do Paraná, pelo telefone 
3360-7259. 

Eu, li esse Termo de 
Consentimento e compreendi a natureza e objetivo do estudo do qual concordei 
em participar. A explicação que recebi menciona os riscos e benefícios. Eu entendi 
que sou livre para interromper minha participação a qualquer momento sem 
justificar minha decisão e sem qualquer prejuízo para mim. 

Eu concordo voluntariamente em participar deste estudo. 

 

Curitiba, de de . 

 

 
[Assinatura do Participante de Pesquisa ou Responsável Legal] 

 

 

[Assinatura do Pesquisador Responsável ou quem aplicou o TCLE] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ANEXO 2 – PROTOCOLO DO PROCESSO DE TRANSFEÇÃO EM CÉLULAS DE 
CANCER DE MAMA  
 

 Ressuspensão do mimic comercial: 
 

1. Limpar muito bem o fluxo laminar com álcool 70%, separar recipiente com 
tubos de 0,5mL novos e autoclavados, caixa de ponteiras 200uL com filtro; 

2. Deixar a luz UV ligada por 15 minutos; 
3. Ligar o fluxo laminar pelo menos 2 minutos antes do uso para circulação 

do ar; 
4. O kit é composto por um tubo com o mimic vem liofilizado (5 nmoles) e 

um tubo de água para a diluição;  
5. Centrifugar o tubo do mimic por 5 minutos a 1500rpm antes de 

ressuspender. 
6. Ressuspender o mimic em 50 μL de água do kit. Esse será o ESTOQUE 

ORIGINAL (100uM/L ou 100pmoles/uL); 
7. Congelar por, no mínimo, 24 horas em -20°C; 
8. No dia seguinte, realizar o mesmo procedimento para preparar a 

ALÍQUOTA DE USO; 
9. Para isso deve-se pegar 5 μL do ESTOQUE ORIGINAL e adicionar em 

45 μL de água do kit (10uM/L ou 10pmoles/uL).  
 

 Em uma placa de 6 poços serão usados 4 poços sendo um para o mimic, 
controle negativo (CT-), controle da Lipofectamina (Lipo), e controle das células 
sem tratamento (ST).  

 

 Tubo para diluição da Lipofectamina: Lipofectamina + Opti-MEM 

1. Calcular para 1x + 20%;  

2. Adicionar: 6 μL de Lipofectamina (5 μl + 20%) em 150 μL de meio Opti-
MEM (125 μl + 20%); 

3. Incubar por 5 minutos à temperatura ambiente.  

 

 Tubo para diluição do mimic miRNA e Controle negativo: mimic/controle + Opti-
MEM  

1. Calcular para 1x + 10%; 
2. Fazer os tubos:  



Tubo mimic: 2,75 μL de mimic miRNA (2,5 + 10%) em 137,5 μL de Opti-
MEM (125 + 10%) 

Tubo Controle (-): 2,75 uL de CT(-) (2,5 +10%) em 137,5uL de Opti-MEM 
(125 + 10%) 

3. Incubar por 15 minutos à temperatura ambiente.  
 
 

 Tubo final: mimic miRNA/CT- + Opti-MEM + Lipofectamina  
 

1. Adicionar 137,5uL da Lipofectamina diluída em Opti-MEM nos tubos 
referentes aos poços da placa; 

2. Incubar por 20 minutos à temperatura ambiente. 
 

 Na placa: 
1. Na placa adicionar 750 μl de células em todos os poços a serem usados; 
2. Adicionar 250 μl do tubo final (mimic/CT- + Lipofectamina + Opti-MEM);  
3. O volume final de cada poço será de 1 mL; 
4. Incubar por 4h na estufa (37°C, 5% CO2); 
5. Após esse período de incubação, retirar o sobrenadante com e adicionar 

2 mL de meio DMEM com antibiótico retornando a placa para a estufa. 
 

 Coleta das células: Coletar as células nos tempos de 48h e/ou 72h após a 
transfeccção do mimic miRNA.  

1. Retirar com cuidado o sobrenadante;  
2. Lavar com 2 mL de PBS; 
3. Adicionar 500 μl de tripsina; 
4. Incubar 3 minutos na estufa; 
5. Adicionar 500 μl meio DMEM;  
6. Retirar o sobrenadante e transferir para um tubo; 
7. Centrifugar por 4 minutos a 1500 rpm; 
8. Adicionar 1 mL de Trizol e guardar obotão de células para posterior 

extração de RNA; 
9. Adicionar 2 mL de DMEM nos poços e devolver a placa na estufa; 

10.  Após 24h repetir todo esse processo de coleta.  
 



ANEXO 3 – PROTOCOLO DO ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR  
 

 Após processo de transfeccção, desaderir as células e realizar a contagem; 

 Em uma placa de 96 poços adicionar 2.000 células em um volume de 100 μl para 

cada poço a ser usado (quintuplicata); 

 Adicionar 10% do volume do poço de Resazurina no dia da leitura e deixar a 

placa 4h na estufa;  

 Realizar a leitura de absorbância.  

 

 

ANEXO 4 – PROTOCOLO DO ENSAIO DE CAPACIDADE CLONOGÊNICA 
 

 Em uma placa de 6 poços adicionar 500 - 1000 células em cada poço a ser usado 

(triplicata); 

 Adicionar 2 mL de meio DMEM;  

 Deixar a placa de 15 – 30 dias na estufa;  

 Realizar a contagem das colônias por meio da coloração com cristal violeta.  

 

 

ANEXO 4 – PROTOCOLO DO ENSAIO DE APOPTOSE  
 

1. Coletar o meio de cada poço da placa de trasnfecção e reservar em tubo; 

2. Lavar os poços com PBS gelado; 

3. Realizar a desadesão das células; 

4. Ressuspender o botão de células com o meio reservado e transferir para 

os tubos centrifugando novamente; 

5. Descartar o sobrenadante em 100 μl de Annexin-Biding Buffer 1x 

6. Adicionar 5 μl de Alexa Fluor 488 Annexin V 



7. Adicionar 1 μl da solução uso de PI;  

8. Incubar em temperatura ambiente no escuro por 15 minutos; 

9. Adicionar 400 μl de Annexin-Biding Buffer 1x; 

10.  Deixar em gelo e analisar em citômetro de fluxo.  

 

 

ANEXO 5 – PROTOCOLO NO ENSAIO DE MIGRAÇÃO  
 

 Em uma placa de 96 poços adicionar 35.000 células em um volume de 100 μl de 

DMEM completo e colocar na estufa por 24h; 

 Após esse período, espera-se que a confluência das células esteja 95-100 %; 

1. Retirar o meio com cuidado e lavar o poço uma vez com PBS; 

2. Adicionar a mitomicina (20 μg/mL) para a parada da proliferação celular 

em cada poço e deixar por 2h em estufa; 

3. Em seguida, realizar um risco vertical no centro do poço com ponteira 

de 10 μl 

4. Lavar duas vezes com meio DMEM deixando, ao final, 50 μl de meio; 

5. Analisar em microscópio acoplado a câmera fotográfica a cada 

intervalo de 2 a 6h dependendo da linhagem celular usada.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 


