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RESUMO

No Brasil foram estimados para 2020-2022 cerca de 61,61 casos de cancer de mama
(CM) a cada 100 mil mulheres. Politicas publicas como a mamografia juntamente com
analises histolégicas e moleculares tém como principal objetivo o diagndstico precoce
da doenca. Nos ultimos anos, diferentes métodos vém sendo desenvolvidos para
auxiliar também no prognostico e abordagem terapéutica. Nesse cenario, a
identificagdo de novos biomarcadores, assim como de procedimentos menos
invasivos, como a bidpsia liquida, vem ganhando espago. Os miRNAs sao explorados
no ambito clinico por atuarem diretamente na regulagéo da expressao génica. Além
disso, séo observados livres e carregados por vesiculas extracelulares (VEs) nos
fluidos corporais como sangue, facilitando a obtencgéo. Diante disso, o presente estudo
selecionou, a partir de dados publicos e trabalhos anteriores do grupo, trés miRNAs
(miR-142-5p, miR-146a-5p, miR-150-5p) para avaliagdo em plasma de pacientes com
cancer de mama. Dentre eles, o miR-142-5p apresentou diferenca de expressao
significativa, sendo menos expresso nas pacientes quando comparadas aos controles
(p = 0,0349), demonstrando um potencial diagndstico. A expressdo do miR-150-5p
nesse grupo de pacientes nao apresentou diferengas de expressao. O papel do miR-
146a-5p na patogénese mamaria foi explorado através de ensaios funcionais na
linhagem MCF-7. A morte por apoptose foi reduzida apdés o aumento da expressao
desse miRNA (p < 0,0001) enquanto observou-se aumento na capacidade de
formacgao de colénias (p = 0,0013), caracteristicas essenciais para a progressédo do
CM. Conjuntamente, a expresséo da catalase (CAT), um alvo predito de miR-146a-
5p, foi avaliada. A analise por western blotting demonstrou que a expresséo de CAT
acompanhou a maior expressao do miRNA na linhagem MCF-7, indicando uma
relacdo entre ambos, mas que precisa ser mais explorada uma vez que ha poucas
informagdes na literatura. Portanto, o presente estudo sugere um importante papel
dos miRNAs miR-142-5p e miR-146a-5p no diagndstico e prognéstico do CM
contribuindo para a geracao de informagdes sobre essas moléculas e servindo de
impulso para pesquisas futuras.

Palavra-chave: Cancer de mama, miRNA, miR-142-5p, miR146a-5p, bidpsia liquida,
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. INTRODUGCAO

O cancer de mama € o de maior incidéncia no mundo e a primeira causa de
morte por cancer em mulheres (Sung et al., 2021). No Brasil foram estimados, para
cada ano do triénio 2020-2022, cerca de 61,61 casos de CM para cada 100 mil
mulheres colocando-o como o mais incidente depois do cancer de pele do tipo nao
melanoma (INCA, 2019).

Diante disso, politicas publicas de saude nessa area vém sendo desenvolvidas
desde a década de 1980, como o estabelecimento da mamografia, que conjuntamente
com analises histolégicas e moleculares, tem como principal objetivo o diagnéstico
precoce da doenca. Atualmente o estabelecimento de biomarcadores, como os
microRNAs (miRNAs), que permitam a identificacdo do tumor assim como sua
classificagao é de grande relevancia no crescente campo da medicina personalizada.

Neste ambito, a bidpsia liquida, por meio de biomarcadores em fluidos
corporais, tem se mostrado promissora no diagnostico, prognéstico e direcionamento
terapéutico de pacientes com cancer (Asante et al., 2020; Culliane et al., 2020; Puche-
Sanz et al., 2020; Heidrich et al., 2021). Perante a ascensao dessa abordagem na
oncologia, o presente estudo procurou: i) selecionar, a partir de dados publicos e
trabalhos anteriores do grupo, miRNAs diferencialmente expressos em tecido tumoral
e nao-tumoral, entre subtipos imunoistoquimicos e entre parametros progndsticos. Em
seguida, verificar se os mesmos podem ser encontrados como marcadores circulantes
(c-miRNAs) em mulheres portadoras de carcinomas primarios de mama, de maneira
a contribuir para o campo de biomarcadores minimamente invasivos; e ii) investigar o
efeito funcional do aumento de expressdo do miR-146a-5p (selecionado na primeira
abordagem) contribuindo com o entendimento da patogénese do carcinoma mamario

e com a possibilidade de novos alvos terapéuticos.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CANCER DE MAMA

O cancer de mama (CM) é o tipo de cancer com maior incidéncia na populagao
mundial correspondendo a 11,7% dos casos em 2020, representando 2,3 milhdes de
novos casos diagnosticados em mulheres, segundo estimativas do Projeto Globocan
da Agéncia Internacional para Pesquisa em Cancer (Sung et al., 2021). No Brasil, o
Instituto Nacional do Cancer (INCA) estimou para cada ano do triénio 2020-2022,

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

O CM é um conjunto de doengas que exibe variabilidade genética,
caracteristicas histopatolégicas distintas, prognosticos diferentes e respostas
terapéuticas variadas (Vargo-Gogola e Rosen, 2007). Se diagnosticado e tratado
precocemente a probabilidade de sobrevida global e/ou de sobrevida livre da doenca
aumenta, enquanto o diagnostico tardio € um dos responsaveis pelo indice elevado

de mortalidade observado (Thuler e Mendonga, 2005).

O cancer € uma doencga multifatorial e diferentes fatores genéticos e ambientais
podem contribuir para seu desenvolvimento. No CM alguns fatores sao considerados
de risco uma vez que conferem maior chance de desenvolver esse tipo de cancer.
Dentre estes: idade, presencga de historia familiar de cancer de mama e/ou ovario, alta
densidade do tecido mamario, sedentarismo e obesidade, fatores relacionados a vida
reprodutiva da mulher (idade da menarca e menopausa, numero de gestagoes, tempo
de amamentagao, uso de anticoncepcionais ou outros horménios), e alteragées em
genes relacionados com a doenca (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 adocao de
medidas relativamente simples, como alimentagdao saudavel, manutencido do peso e
pratica regular de atividade fisica (INCA, 2014). Diante disso, a prevencgao inicial
mostra-se essencial e, conjuntamente, com os esforcos de deteccdo precoce e
desenvolvimento de novas terapias tém 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 doenca
tem permitido sua subdivisdo refletindo diretamente no norteamento da melhor

abordagem para cada paciente e no aumento da sobrevida.

2.1.1 Classificagao do cancer de mama

O CM é uma neoplasia heterogénea que exibe subtipos com diferentes
aspectos histologicos e genéticos; manifestagdes clinicas, e respostas a tratamentos.
Essa diversidade se torna um desafio para o manejo dos pacientes principalmente
com relacado a predicdo de prognostico e direcionamento terapéutico (Parker et al.,
2009). Ao longo dos anos, o aumento da geragao de informacdes devido aos avangos
tecnoloégicos demostra que a estratificagdo do CM é mutavel. Diante disso, observa-
se uma atualizacao constante das informacdes sobre a doenga que tem impacto direto
em seu manejo.

Diferentes abordagens podem ser usadas para classificar o CM considerando-
se varias caracteristicas como, por exemplo, tamanho do tumor, método de deteccgéao,
expressao de biomarcadores e presenca de alteragdes genéticas. Classicamente, a

base do diagndstico de CM é pautada na analise histoldgica do tecido.

2.1.1.1 Classificagao TNM e histolégica

O cancer pode ser classificado de acordo com o Sistema de Classificacao de
Tumores Malignos (TNM) criado na década de 1950 por Pierre Denoix (1952). Essa
diretriz leva em consideracéo trés elementos: a extensdo do tumor primario (T), a
presenga/auséncia e extensdo de metastases em linfonodos regionais (N) e a
presencga/auséncia de metastases a distancia (M) (Figura 1) (Amin et al., 2018).

Os tumores de mama podem ser classificados em, pelo menos, 21 subtipos
histoloégicos distintos a partir do tecido de origem (Kleihues e Sobin, 2000; Tavassoli
e Devilee, 2003; WHO, 2019). Os subtipos histolégicos sdo importantes para o
prognostico uma vez que refletem o estado atual de conhecimento sobre a doenca.

Os mais comuns sao o carcinoma lobular (CL), quando se estabelece nos l6bulos



mamarios; e o carcinoma ductal (CD) quando se desenvolve nos ductos que conectam
os lobulos ao mamilo (FIGURA 1). Outros subtipos sdo os tumores adenomatoso,
medular, mucinoso, papilifero, tubular, metaplasico e micropapilar (Dieci et al., 2014,
WHO, 2020).

FIGURA 1 - REPRESENTAGAO DA AVALIACAO HISTOLOGICA DOS TUMORES MAMARIOS
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Representacao dos tipos histoldégicos de cancer de mama mais frequentes, ductal e lobular. Apds a
definicdo da regido onde o tumor esta se desenvolvendo (ducto ou Iébulo) sdo avaliadas outras
caracteristicas como: status da lesdo com relagdo ao poder invasivo (in situ ou invasivo), grau de
diferenciagdo das células tumorais (Gl, GIl ou Glll), tamanho do tumor primario (em milimetros),
avaliagcéo da presenga/auséncia de células tumorais no linfonodo regional (no caso de cancer de mama
avalia-se os linfonodos axilares), e avaliagdo da presenga/auséncia de metastases a distancia.
FONTE: A autora, criado no BioRender, 2020.

Além disso, pode-se classificar as lesdes em in situ, quando a massa tumoral
nao apresenta a capacidade de invadir a membrana basal subepitelial, ou invasivo,
quando as células tumorais rompem a barreira da membrana basal invadindo tecidos

e orgaos adjacentes sendo capazes de desenvolver metastases.

A maioria dos tumores de mama diagnosticados apresentam capacidade
invasivas, sendo 75-80% carcinoma ductal invasivo (CDI) ou carcinoma invasivo sem
outra especificagdo (SOE) (Seer et al., 2018; ACS, 2019; Cserni et al., 2020). Na
maioria das situagdes, o carcinoma ductal in situ (CDIS) pode ser o precursor do CDI,
porém nem todos os tumores CDIS sao capazes de progredir. O carcinoma lobular in

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



aumento do risco de desenvolver CM, porém ndo exibe potencial para progressao
(ACS, 2019).

A analise histologica dos tumores mamarios também avalia outros parametros,
como tamanho da massa tumoral e o fenétipo das células, esse levando a atribuicao
de um grau histoldgico.

A avaliacao do grau histologico (G) pode trazer informacgdes importantes sobre
o comportamento clinico do CM, em especial para tumores iniciais menores. O G
permite dividir morfologicamente os tumores mamarios de acordo com o grau de
diferenciacao em relagao as células epiteliais mamarias normais (Elston e Ellis., 1991;
UK-RCPath, 2005; Rakha et al., 2010).

Tumores com grau | (baixo grau) apresentam células bem diferenciadas, ou
seja, com caracteristicas claramente de células mamarias normais; no grau Il (grau
moderado) as células estdo moderadamente diferenciadas uma vez que exibem
alguma perda das caracteristicas do tecido mamario; e no grau Il (alto grau) observa-
se células pouco diferenciadas que ndo possuem caracteristicas normais e tendem a
crescer mais rapidamente. A divisdo em graus € usada como um indicativo de
malignidade uma vez que seu aumento esta associado a um progndéstico mais
desfavoravel (Carter et al., 1989). Diante disso, tumores que exibem GH alto, tem mais
chances de apresentarem metastases a distancia e maiores taxas de recorréncia.

A classificagao histologica tradicional continua sendo a abordagem primaria de
analise de uma massa tumoral na mama, apesar dos avangos moleculares dos ultimos
anos (WHO, 2019). No entanto, € importante ressaltar que dados genéticos e
moleculares sao incorporados constantemente a classificacdo de CM tornando-a

dindmica.

2.1.1.2 Classificagcao Molecular

Em 2000, Perou e colaboradores analisaram a expressao de 1.753 genes em
amostras de tecido mamario normal e tumoral sugerindo que a
diversidade fenotipica exibida pelos tumores estaria relacionada com a diversidade
genética encontrada nessa neoplasia. Analises subsequentes levaram a divisdo 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 caracteristicas
moleculares semelhantes as células luminais normais da mama. O LA exibe alta
expressao de marcadores luminais, por exemplo citoqueratinas de baixo peso
molecular (CK7, CK8, CK18 e CK19), moléculas de adesao celular epitelial e do
receptor de estrogénio (RE) e genes associados. Além disso, apresenta um melhor
prognoéstico devido a resposta a terapia com antiestrogénicos. O LB possui uma
expressdao moderada ou reduzida destes marcadores luminais, e também alta
expressao de genes relacionados ao ciclo celular e proliferagdo exibindo um pior
prognostico devido a maior observagéo de recidivas (Perou et al., 2000; Sorlie et al.,
2001, 2003; Birnbaum et al., 2004).

O subtipo molecular HER2 enriquecido tem como principal caracteristica a
superexpressao do oncogene ERBB?2 (fator de crescimento epidérmico humano 2 ou
HERZ2) elou genes relacionados. A amplificagdo deste gene é vista como um
importante biomarcador de prognéstico para o CM. Pacientes com este subtipo
apresentam boa resposta a drogas que bloqueiam a atividade da proteina HERZ,
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 expressao
de varios genes caracteristicos das células mioepiteliais ou células basais do tecido
mamario, como as citoqueratinas de alto peso molecular (CK5, CK14 e CK17), P-
caderina, CD10, B4-integrina e o receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR).
Este grupo molecular também esta relacionado com mutagbes nos genes BRCA
(BRCA1 e BRCA2), e um prognostico desfavoravel 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 auséncia de um alvo terapéutico especifico, algumas
abordagens de tratamentos ja vém sendo adotadas para alguns desses pacientes.
Um exemplo é a utilizagdo dos inibidores de PARP (iPARP) em pacientes com
mutagdes em BRCA, e de inibidores de checkpoint imunolégico, como o anti-PD-L1
(Geenen et al., 2017; Diana et al., 2020; Gongalves et al., 2020; Schmid et al., 2020).

O subtipo normal-like (ou semelhante ao normal) reuniu tumores que
apresentavam um aumento da expressdo de diversos genes conhecidos que sao

expressos por outros tipos celulares que nao os epiteliais, como o parénquima



mamario normal e os fibroadenomas. Além disso, observou-se aumento da expressao
de genes epiteliais basais e reduzida expressao de genes do epitélio luminal. No
entanto, ainda nao é clara sua distingdo dos demais subtipos moleculares assim como
seu valor clinico (Perou et al., 2000; Sorlie et al., 2003)

Posteriormente foram sugeridos mais dois subtipos moleculares para o CM.
Tumores denominados claudina baixa (CB), sao caracterizados pela expressao
reduzida dos genes das claudinas 3, 4 e 7, E-caderina, EpCAM e CD24, e aumento
da expressao de genes relacionado com a transi¢cao epitelial-mesenquimal (TEM); e
o subtipo apdcrino molecular (AM), principalmente caracterizado pelo aumento da
expressao do receptor de andrégeno (RA) (Farmer et al., 2005; Herschkowitz et al.,
2007; Sanga et al., 2009; Prat et al., 2010).

2.1.1.3 Classificagao imunoistoquimica

A identificagdo dos subtipos moleculares por meio do perfil de expressao
génica é complexa dificultando sua implementacdo na rotina clinica. A técnica
de imunoistoquimica (IHQ) possibilita uma classificagdo simplificada do CM sendo
amplamente empregada por meio da avaliagio dos marcadores de
receptores hormonais de estrogeno (RE) e progesterona (RP), superexpressdo da
proteina HER2 ou amplificagcdo do gene HER?Z2, e avaliagao do indice de proliferagao
Ki-67. Portanto, os subtipos imunoistoquimicos podem nao corresponder estritamente
ao perfil de expressdo génica que caracteriza os subtipos moleculares de CM.
Todavia, a analise por IHQ é capaz de sugerir a classificagdo molecular do tumor e
mostra-se essencial no manejo do paciente (Goldhirsch et al., 2013) (QUADRO 1).

Baseado na analise dos marcadores ja mencionados, o cancer de mama pode
ser dividido nos seguintes subtipos imunoistoquimicos: luminal A, luminal B, HER2
positivo e triplo negativo (TN) (QUADRO 1).

O termo triplo negativo é utilizado para se referir a um grupo heterogéneo de
tumores mamarios que apresenta perda da expressao de RE/RP e da superexpressao
de HERZ2. Pacientes TN exibem taxa aumentada de mortalidade em comparagao aos
demais apresentando recorréncia em cinco anos em cerca de 30-50% dos casos

(Azim et al., 2019). Esse comportamento esta relacionado com a caracteristica mais



agressiva, altas chances de recidiva e metastase a distancia, além da resisténcia a

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

QUADRO 1 - CLASSIFICAGAO IMUNOISTOQUIMICA E CORRESPONDENCIA COM SUBTIPOS

MOLECULARES
Subtipo Subtipo RE RP HER2 Ki-67 ® Prognostico/Resposta terapéutica
imunoistoquimico molecular 2
Luminal A Luminal A + + - Baixo Bom progndstico.
Boa resposta com hormonioterapia.
Luminal B Luminal B + - + Alto Prognéstico
intermediario/desfavoravel.
+ - - Qualquer Pior resposta com hormonioterapia,
valor relacionado & recidiva tumoral.
HER2 positivo HER2 - - + Alto Progndstico desfavoravel
enriquecido Boa resposta ao tratamento alvo
Basal-like
Claudina
baixa Progndstico desfavoravel
Triplo negativo - - - Alto
Apécrino Sem alvo terapéutico especifico
molecular
Outros

NOTA: 2Indica os subtipos moleculares intrinsecos aos quais os subtipos imunoistoquimicos podem ser associados;
b Os valores para o indice de proliferacédo de Ki-67 comumente usados sdo: alto = 214%; e baixo = <14%.

LEGENDA: RE = receptor de estrogénio; RP = receptor de progesterona; HER2 = receptor de crescimento epidérmico
humano tipo 2; Ki-67 = antigeno marcador de proliferagdo celular; + = valor positivo que indica a expressédo do
marcador; - = valor negativo que indica auséncia da expressdo do marcador.

Fonte: Adaptado de Goldhirsch et al., 2013; Reis-Filho e Pusztai, 2011 e Alizart et al., 2012.

Aqui € importante destacar que os termos basal-like e triplo negativo ndo sao
sinbnimos e partem de diferentes sistemas de classificagdo, molecular e
imunoistoquimica respectivamente. E conhecido que esses subgrupos apresentam

diversas semelhancas como instabilidade gendmica, prevaléncia de alto GH, elevada



taxa proliferativa, alteragdes frequentes nos genes BRCASs, entre outros (Sorlie et al.,
2003).

Aproximadamente 70-80% dos tumores com fendtipo clinico de TN,
identificados na IHQ, correspondem ao subtipo molecular intrinseco BL. Ou seja, nem
todos os TNs sao pertencentes ao grupo BL quando a expressao génica é analisada.
E o inverso também ocorre, em que nem todo BL ira se apresentar como TN na IHQ
(HER2 ~ 10%; LB ~15-20%; e LA ~ 2-3%) (Prat et al., 2013). Diante desse cenario, 0s
estudos tém mostrado uma discordancia de 20-30% na classificagdo entre as
abordagens IHQ e molecular (avaliagao realizada por meio do painel genético PAMS50
— do inglés Prediction Analysis of Microarray - que avalia a expressao de 50 genes
associados com importantes vias para a progressao do cancer 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 intrinsecos 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 proliferagdo e serem menos responsivos a alguns quimioterapicos,
como a carboplatina e bevacizumabe, por exemplo (Prat e Perou, 2011; Prat et al.,
2013; Azim et al., 2020).

Além da abordagem de correspondéncia entre as classificagdes molecular e
IHQ, é proposta uma subclassificagdo distinta para os tumores TN a partir de analises
de expressao génica (Lehmann et al., 2011; Marra et al., 2019). Assim, seis subtipos
s&o sugeridos: basal-like 1 (BL1); basal-like 2 (BLZ2); imunomodulador (IM);
mesenquimal (M); mesenquimal semelhante as células tronco (MSL, do inglés
mesenchymal stem-like); e receptor de andrégeno luminal (LAR, do inglés luminal
androgen receptor) (Lehmann et al., 2011; Burstein et al., 2015; Marra et al., 2019).
Essa abordagem de estratificacdo do TN tem como objetivo compreender sua
heterogeneidade elencando caracteristicas que possam contribuir com sua
identificagéo e auxiliar no direcionamento de estudos na area de terapias. No entanto,
a estratificacdo do TN ainda ndo € viavel na pratica clinica uma vez que sao
necessarios mais ensaios clinicos focados nas diferentes respostas terapéuticas

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



2.1.2 Detecgao precoce e manejo do cancer de mama

Nas ultimas décadas a taxa de sobrevida de mulheres acometidas pelo CM
esta em ascensao devido, principalmente, a identificagao precoce e desenvolvimento
de terapias especificas que proporcionam um aumento nas taxas de recuperacgao.
Cerca de 90% das mulheres com CM invasivo sobrevivem aos cinco anos apos o
diagndstico e 83% aos 10 anos subsequentes a intervencéo (ACS, 2019). Quando o
diagndstico é tardio, o desenvolvimento de metastases e a resisténcia ao tratamento
sao desafios encontrados pela equipe médica no manejo do paciente.

A mamografia é a principal estratégia para a detecgdo precoce do CM.
Mulheres a partir dos 40-45 anos de idade sao aconselhadas a realizar estes exames
e aquelas que apresentam um alto risco conhecido (mutagdo em BRCA; historia
familiar de CM e/ou cancer de ovario; radioterapia prévia; entre outros) recomenda-se
a realizagdo a partir dos 30-35 anos de idade conjuntamente com ressonancia
magnética (Saslow et al., 2007; Oeffinger et al.; 2015). Estudos indicam uma redugao
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 ndo € capaz de diferenciar lesdes benignas de malignas
sendo necessaria a realizacdo de biopsia tecidual. Atualmente, cerca de 12% das
mulheres necessitam realizar mais exames de imagem e/ou bidpsia, sendo que na
maioria dos casos se constata uma lesdo benigna ou auséncia de alteragdes (Rghebi
et al., 2016; Lehman et al., 2016).

O diagnodstico precoce se reflete nas taxas de sobrevida assim como a
identificacdo dos subtipos de CM é essencial no planejamento terapéutico
possibilitando uma estratégia para cada caso visando a melhor resposta possivel.
Assim, diversos aspectos devem ser levados em consideragao como idade, quadro
geral de saude, avaliacdo da IHQ, estagio do tumor, analise de linfonodo axilar,
presenga de mutagcées em genes importantes no CM (BRCA1, BRCAZ2, por exemplo),
e analise de marcadores genémicos.

A analise de painéis de mutagdes somaticas colabora para o entendimento do
CM individual. Alguns exemplos sdo 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 recorréncia além de indicar se ha
beneficio ou ndo na adog&o da quimioterapia adjuvante (Van De Vijver et al., 2002;
Paik et al., 2004; Buyse et al., 2006). Por fim, &€ importante discutir todos os beneficios
e riscos associados independente da estratégia a ser abordada mediante as
informacgdes obtidas.

A cirurgia é uma importante abordagem terapéutica, que pode ser precedida ou
nao de quimioterapia (tratamento neoadjuvante). No momento da cirurgia, é realizada
a remocgao de alguns linfonodos axilares regionais (linfonodo sentinela) para a
avaliacao da presenca de metastases, importante indicativo de risco de recorréncia.
Em seguida, conforme o caso, € indicado o tratamento adjuvante para auxiliar na
reducdo do risco de recorréncia uma vez que tem como objetivo a eliminagdo de
células tumorais remanescentes ndo detectadas previamente (micrometastases). Tal
conduta pode envolver regimes de radioterapia, quimioterapia, terapia
hormonal/endécrina, terapia alvo, e imunoterapia.

Em casos de tumores grandes, com alta taxa de proliferagdo e/ou metastatico
€ indicado a realizagdo de tratamento sistémico antes da cirurgia (terapia
neoadjuvante) cujo principal intuito € a redugdo da massa tumoral para a realizagao
de uma cirurgia menos extensa. Tal escolha vem aumentando nos ultimos anos
principalmente entre pacientes TN e HER2+. Além disso, vem demonstrando efeito
semelhante a terapia adjuvante em relagé&o aos parametros de sobrevida e recorréncia
a distédncia (EBCTCG, 2018; Murphy et al., 2018). Deve-se ressaltar que
independentemente do plano de tratamento o objetivo é a redugdo do risco de
recorréncia e ndo sua completa eliminagao (Visvanathan et al., 2019; Burstein et al.,
2019).

2.2 microRNAs NO CANCER DE MAMA

Além dos RNAs codificantes ha os RNAs ndo codificantes como os RNAs
longos nao codificantes (IncRNA), microRNAs (miRNAs), pequenos RNAs de
interferéncia (siRNA do inglés small interfering RNAs), entre outros. Os ncRNAs s&o
importantes atores celulares uma vez que atuam na regulagédo da expressao génica e
a alteracao de seus niveis contribui para o processo tumoral (Slack e Chinnaiyan et

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



regulagdo da expressdo génica por meio da interagdo com mRNAs interferindo no
processo de traducéo.

Os miRNAs séo pequenos RNAs nao codificantes com 18 a 25 nucleotideos
formados a partir da transcri¢ao de seus respectivos genes pela DNA polimerase Il no
nucleo (FIGURA 2). O RNA transcrito dobra-se formando uma estrutura de /oop em
gancho, denominada miRNA primario (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 sao separadas
(uma ou ambas) e associadas a proteina Argonauta (Ago) formando o complexo RISC
(FIGURA 2). O miRNA maduro formado é guiado para interagdo direta com mRNAs

alvos bloqueando sua tradugao ou o direcionando para a degradagao.

FIGURA 2 - BIOGENESE DE miRNAS
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Alteracbes na expressao dos miRNAs podem provocar a desregulagdo da
expressao génica e, por isso, estdo associadas a diversas patologias, entre elas o
cancer. Esse desbalango da dinamica celular pode provocar o aumento da expresséo
de genes que, geralmente, sdo0 menos expressos e vice-versa. Assim, os miRNAs
parecem estar diretamente envolvidos na etiologia, progressdo, metastase e
prognostico de diversos canceres humanos, incluindo o CM e ganharam o foco de
estudos sendo explorados como potenciais biomarcadores.

Em alguns exemplos de publicagbes recentes, Wu et al. (2021) observaram
aumento da expressao do miR-30b-5p em tecido e linhagens de CM sugerindo um
papel de promotor tumoral devido ao estimulo a migracédo e invasido e redugcido 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 terapéutica para
tumores TN (Wu et al., 2021). Ja o miR-940 foi proposto como biomarcador de
prognostico por se mostrar associado com baixa taxa de sobrevida das pacientes com
CM (Zhang et al., 2020). O miR-223 pode ser utilizado na identificacdo de CDIS
agressivos e como biomarcador preditivo de resposta terapéutica com inibidores de
CDK4/6 (Citron et al., 2020).

Outro aspecto de grande interesse € a possibilidade de identificacdo dos
miRNAs circulantes (c-miRs), que podem estar livres (cf-miRs) ou dentro de vesiculas
extracelulares, passiveis de serem detectados em fluidos corporais (biopsia liquida).
Ao estarem quantitativamente alteradas, essas moléculas s&o capazes de interferir na
sinalizagao celular e contribuir para o desenvolvimento e progressao de tumores
(Niedzwiecki et al., 2018; Hetta et al., 2019; Andersen e Tost, 2020). Além disso, a
concentracao de cf-miRs se mostra maior em comparagao com mRNAs uma vez que,
por estarem associados as proteinas argonautas ou lipoproteinas, sdo mais estaveis
e permanecem por mais tempo nos fluidos mesmo diante de niveis elevados de
RNAses séricas observados em pacientes oncologicos (Arroyo et al., 2011; Vickers et
al., 2011; Colombo e Raposo, 2014).

Os niveis extracelulares de alguns cf-miRs vem sendo relacionados com
diversos tipos de cancer, como cancer de mama e prostata (Ozawa et al., 2020; Zhang
et al., 2020; Liu et al., 2021). Zhao e colaboradores (2010) sugeriram, em um estudo
piloto, que alteracbes nos niveis circulantes de miRNA podem ser usados como

biomarcadores para o CM. Os miRNAs no contexto da biépsia liquida no cancer de



mama sdo amplamente abordados no Apéndice |, que consiste no artigo de revisao
“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
bidpsia liquida em diversos tipos de cancer, fica evidente a dificuldade de encontrar
apenas um ou alguns que sejam aplicaveis, sensiveis e especificos. Desse modo, a
busca é pela produgéo e reunido de informagdes com o objetivo de elaborar painéis
de moléculas circulantes ao invés de uma abordagem direcional com apenas uma

molécula.

2.2.1 Biopsia Liquida

A bidpsia tecidual, atualmente, € o padrao-ouro para avaliagdo tumoral. Nessa
abordagem s&o coletadas amostras do tecido suspeito para analise histopatolégica.
Tal procedimento necessita de preparacdo 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. Apds a coleta, as amostras sao fixadas em formalina
e colocadas em parafina para a analise patoldgica dificultando seu posterior uso em
analises moleculares devido a degradagéo observada dos acidos nucléicos presentes
na amostra (Overman et a., 2013; Marrugo-Ramirez et al., 2018; De Rubis et al., 2019;
Fernades-Larazaro et al., 2020) (FIGURA 3).

A bidpsia liquida consiste na analise de biomarcadores em fluidos corporais
como sangue, saliva, urina, liquor, entre outros (Colombo e Raposo, 2014; Cree et al.,
2017; Foj et al., 2017; Siravegna et al., 2017). Deste modo, & vista como uma
interessante alternativa a biopsia do tecido tumoral auxiliando na deteccéo, tomada

de decisdo e acompanhamento dos pacientes com cancer.



FIGURA 3 — COMPARAGCAO ENTRE BIOPSIA TECIDUAL E BIOPSIA LIQUIDA
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BIOPSIA LiQUIDA

« Procedimento minimamente invasivo

« Menores riscos ao paciente

» Custo reduzido

* Facil obtencio
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Por ser considerado um método minimamente invasivo, a bidpsia liquida é vista
como alternativa em situacdes especificas, por exemplo diante ao dificil acesso ao
tumor (como cérebro, pulmao e pancreas) ou quando o paciente esta debilitado para
a realizacado de nova coleta tecidual. Nessas circunstancias, a utilizagdo do sangue,
por exemplo, cuja coleta ja é rotina, pode trazer informacbes e, ao mesmo tempo,
menor incomodo e complicagdes ao paciente. Diferentemente da bidpsia tecidual em
que a amostra é representativa do estado momentaneo da célula tumoral, os fluidos
corporais permitem coleta seriada em curtos espacos de tempo possibilitando um
acompanhamento mais proximo da dinamica e evolugao das alteragées moleculares
exibidas pelas células tumorais (Overman et a., 2013; Siravegna et al., 2017; Marrugo-
Ramirez et al., 2018; De Rubis et al., 2019; Fernades-Larazaro et al., 2020) (FIGURA
3).

Além disso, agregar essa abordagem a rotina clinica complementa os
resultados de exames padrdes. Por possibilitar a coleta seriada em curtos espacos de
tempo contribui, principalmente, para o manejo do paciente através da avaliagdo dos

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



O emprego da bidpsia liquida permite a avaliacdo de trés principais grupos de
biomarcadores no contexto do cancer: as células tumorais circulantes (CTCs); as
vesiculas extracelulares (VEs) e os acidos nucléicos livres (cf-NAs; do inglés cell-free
nucleic acids) (FIGURA 4), além das plaquetas “ensinadas/educadas” pelo tumor
(TEP; do inglés tumor-educated platelets), ndo contempladas na figura, mas foco de

muitos estudos.

FIGURA 4 - BIOPSIA LIQUIDA EM CANCER.
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2.3 ENSAIOS FUNCIONAIS

A compreensao da regulagao da expressao génica por meio dos miRNAs vem
sendo cada vez mais explorada por meio da realizagao de estudos funcionais. Essa
abordagem visa validar dados obtidos em estudos de expressao génica em grandes

coortes e metanalises.

A utilizacdo de moléculas que mimetizam (mimic) ou inibem o miRNA alvo em
linhagens celulares possibilita sua modulagédo contribuindo para o entendimento de
seu efeito sobre caracteristicas tumorais importantes como proliferacdo, apoptose,
migracao e invasao. Além disto, contribui para a exploragdo da interagcdo entre

mMiRNAs e mRNAs alvos muitas vezes apenas preditos in silico.

As moléculas mimetizadoras sdo modificadas quimicamente para imitar os
miRNAs maduros enddgenos, elevando a quantidade de miRNA disponiveis na
cultura de células e gerando uma regulagdo negativa da tradugdo de seus mRNAs
alvos devido a interacgao fisica. Em contrapartida, as moléculas inibidoras apresentam
uma estrutura secundaria modificada sendo capazes de se ligar especificamente ao
mMiRNA de interesse atuando como esponjas e promovendo seu silenciamento. Desse
modo, uma regulacéao positiva dos mRNAs alvos ocorre uma vez que nao sao inibidos
ou degradados pelo miRNA em modulagao, seguindo o processo de tradugao (Lim et
al., 2005; Garcia et al., 2011; Wang et al., 2011; Thomson et al., 2013; Yoo et al.,
2017).

A insercao dos mimetizadores e inibidores nas linhagens celulares ocorre por
meio da transferéncia génica que pode utilizar vetores virais e nao virais. O primeiro
meétodo utiliza retrovirus, adenovirus ou lentivirus como vetores uma vez que esses
sao capazes de transferir seu conteudo para uma célula hospedeira. Ja a transfecgao
génica é o método sem uso de virus e tem como principio a utilizagao de, por exemplo,
fosfato de calcio e lipossomas catibnicos. Tais agentes possibilitam a entrada das

moléculas em estudo nas células por meio da membrana plasmatica.

A modulacéo da expressao de miRNAs em linhagens celulares tem por objetivo
o estudo do efeito do aumento ou supressao da expressdo do mRNA associado ao
ganho ou perda de fungao, respectivamente. O ganho ou perda de fung¢ao, por sua

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



especial das caracteristicas reconhecidamente adquiridas pelas células tumorais,

como proliferagao, capacidade de invasao, de formacao de colbnias, entre outras.

Gorur et al. (2021) observaram que a restauragao da expressao do miR-22-3p
em linhagens TN (MDA-MB-231 e MDA-MB-436) promoveu a redugao da proliferagao,
migracgao, invasao e formagao de coldnias sugerindo um papel de supressor tumoral.
Ainda observaram a interagédo direta do miR-22-3p com o mRNA eEF2K, um alvo
predito, e propuseram um esquema de terapia baseada em RNAs n&o 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 proliferacdo, sugerindo
MRNAs alvos por meio de analises in silico. Além dessas abordagens, os ensaios
funcionais também desempenham importante papel na avaliacdo de biomarcadores
em bidpsia liquida. Em trabalho anterior do nosso grupo, Ozawa et al. (2018)
observaram um aumento da proliferacao e da resisténcia a agentes terapéuticos na
linhagem MCF10A tratada com vesiculas extracelulares provenientes da linhagem
triplo negativa HCC1806, chamando a atengéo para a possivel atuagdo de miRNAs

circulantes.

O efeito funcional e mecanismos moleculares de agao entre miRNAs e mMRNAs
apesar de bastante explorado nas ultimas décadas ainda apresenta muito a ser
estudado. Essa metodologia se tornou uma potente ferramenta na avaliagdo dos
mMiRNAs na regulagao da expressao génica possibilitando a identificacdo de relagdes
chaves para o entendimento do desenvolvimento e progressao tumoral, ou seja, no
estabelecimento de potenciais biomarcadores. Essa abordagem se mostra eficaz
também na identificacdo de moléculas e vias alvos para o desenvolvimento de
estratégias terapéuticas. Em estudo protedmico realizado anteriormente pelo nosso
grupo foi proposta, a partir de analises in silico, uma relagéo entre o miR-146a-5p e a
proteina catalase (CAT) em tecidos tumorais mamarios (Gomig et al.,2019). Nesse
contexto, a realizagao de ensaios funcionais para explorar a relagdo miRNA-mRNA se

torna essencial.

Portanto, a producédo de informagdes nessa area € de grande valia para

contribuir com a compreensao de uma doenga complexa como o cancer.



3. OBJETIVO

Diante do exposto, fica evidente a importancia dos miRNAs tanto como
reguladores chave na etiologia e progressao tumoral, bem como da potencialidade
deles terem seus niveis desregulados na circulagcdo e serem biomarcadores de
diagnostico, prognoéstico e de resposta a terapia no CM. Sendo assim, este trabalho
se destina a contribuir nestas duas linhas de investigagao: i) selecionando através de
bancos de dados publicos de tecido tumoral e ndo 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 analise e também de dados anteriores do
grupo, contribuindo com o entendimento da patogénese do carcinoma mamario e com

a possibilidade de novos alvos terapéuticos. Portanto, os objetivos deste trabalho séo:

3.1 Objetivo geral

Investigar o potencial de miRNAs selecionados como biomarcadores circulantes no

cancer de mama e sugerir possiveis mecanismos de atuacéo na tumorigénese.

3.2 Objetivos especificos

1. Andlise da expressao diferencial de miRNAs em tecido mamario entre pacientes e
controles, entre os subtipos moleculares e imunoistoquimicos de cancer de mama e
de acordo com parametros prognosticos, através de analise dos dados depositados
no “The Cancer Genome Atlas” (TCGA);

2. Quantificagdo dos miRNAs selecionados (miR-142-5p, miR-146a-5p e miR-150-5p)
em plasma de pacientes e controles e em relagdo aos parametros clinico-

histopatoldgicos; para avaliagdo do potencial uso como biomarcador circulante;

3. Avaliar o impacto funcional da modulacédo de um dos miRNA (miR-146a-5p) em
linhagens celulares de cancer de mama através da realizagdo de estudos funcionais

para explorar seu papel na tumorigénese mamaria;



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

linhagens celulares de cancer de mama apdés modulagdo do miRNA.



4. MATERIAL E METODOS

4.1 Aprovagao do Comité de Etica em Pesquisa

O projeto intitulado “ldentificagdo de biomarcadores por métodos nao invasivos
em portadores de cancer esporadico” no qual o presente trabalho faz parte, foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do Setor de Ciéncias
da Saude da Universidade Federal do Parana (UFPR) sob o numero
CAAE: 67029617.4.0000.0102 em 26/04/2017.

4.2Selegdo de miRNAs candidatos

A selecdo dos miRNAs candidatos ao estudo de expressao diferencial em
plasma de pacientes com CM por RT-qPCR foi realizada através da analise de dados
presentes na base online The Cancer Genome Atlas (TCGA). Portanto, parte dos
resultados aqui apresentados sdo baseados em dados gerados pela Rede de
Pesquisa do TCGA (www.cancer.gov/tcga). A analise teve por objetivo selecionar
miRNAs com potencial aplicabilidade clinica como biomarcadores de diagndstico e
prognoéstico no CM. Essa etapa foi realizada com a colaborag&o do pesquisador Fabio
Albuquerque Marchi do Centro Internacional de Pesquisa do A. C. Camargo Cancer
Center (Sao Paulo, SP).

A selecao foi desenvolvida a partir da analise de dados de sequenciamento de
amostras de tecido de CM contidos no TCGA e que ja foram relatados como alterados
no tumor de mama para a investigagao destes no plasma. Para isso duas matrizes

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

- BRCA: lllumina Hiseq, TCGA Hub): “Phenotypes” e “llluminaHiseq”. A primeira matriz
contém informacgdes clinicas das pacientes sendo a base para a selegcao 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 “/lluminaHiseq” para uma
filtragem inicial de miRNAs. Essa etapa é necessaria para selegao daqueles miRNAs
com mais dados apresentados uma vez que nem todas as pacientes tém informacoes

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



contendo aqueles miRNAs que apresentavam dados para pelo menos 50% das
pacientes a partir dos seguintes parametros: valor de p ajustado < 0,05 e FDR (False
Discovery Rate) < 0,01 (FIGURA 5).

Em seguida para filtragem e definicdo dos miRNAs foram realizadas as
seguintes analises dentro dos subtipos moleculares e imunoistoquimicos previamente

definidos:

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

partir de FC = 2 e reducao da expressao a partir de FC < -2;

2- Analise das caracteristicas clinicas e histopatolégicas considerando-se os

miRNAs candidatos com p<0,05;

3- Analise de predicdo 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://lwww.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
etal., 2014).

FIGURA 5 - ESQUEMA DAS ETAPAS DA ANALISE DOS DADOS
DO TCGA PARA SELECAO DE miRNAs.
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A selegdo de miRNAs candidatos se deu a partir de matriz dos dados
clinicos das pacientes (Phenotypes) e da matriz dos dados de RNA-Seq
(luminaHiSeq). Essa segunda foi inicialmente tratada, permanecendo
aqueles miRNAs que tinham informagdes para, pelo menos, metade das
pacientes. Em seguida, essas pacientes foram divididas entre os subtipos
moleculares e imunoistoquimicos de cancer de mama para a realizagao da
analise de expressao diferencial gerando listas de miRNAs diferencialmente
expressos entre os grupos comparados.

FONTE: A autora (2021)

Os miRNAs selecionados na etapa de analise in silico foram investigados na
literatura, assim como em dados gerados em trabalhos anteriores produzidos pelo
nosso grupo de pesquisa. A presenca do miR em trabalhos anteriores do grupo foi
valorizada, uma vez que as amostras a serem testadas seriam da mesma populagao.
A partir disso, foram selecionados trés miRNAs: miR142-5p; miR-146a-5p e miR-150-
5p. Além disso, esses foram realizadas analises de vias KEGG (do inglés, 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 protebmica, também desenvolvido em nosso
laboratdrio, identificaram algumas proteinas, entre elas a catalase (CAT), como

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

4.3 Caracterizagdao da amostra

No presente estudo foram utilizadas amostras de plasma de 43 pacientes do
sexo feminino portadoras de cancer de mama, sendo 28 luminal A e 15 triplo negativo,
além de 19 amostras controle provenientes de mulheres sem a doenca. As
informacdes das pacientes foram obtidas a partir dos respectivos prontuarios e laudos
anatomopatolégicos sendo os dados de imunoistoquimica utilizados para a
determinacao dos subtipos de cancer de mama, de acordo com Goldhirsch et al.
(2013). As principais caracteristicas clinico-histopatolégicas como idade, Ki-67,
tamanho do tumor, classificagdo histologica, presenca ou auséncia de metastase em
linfonodo axilar, grau histolégico e regime quimioterapico estdo contidos na TABELA
1.



Os critérios de inclusao adotados para as pacientes com carcinoma primario de
mama foram: ter diagnodstico anatomopatolégico positivo para a doenga; nao
apresentar historia familiar de cancer de mama ou outra sindrome de cancer
hereditario. Os critérios de exclusao foram: apresentar alguma outra doenga ativa que
pudesse interferir na participacéo do individuo no estudo e mulheres gestantes ou em
periodo de amamentagao.

Os critérios de inclusao adotados para os individuos de controle foram: ter mais
de 50 anos de idade; nao ter histérico pessoal nem familiar de neoplasia; ndo fazerem
uso de medicamento que possa afetar o sistema imunoldgico. Os critérios de exclusao
foram: ter ou ter tido algum tipo de tumor, mulheres gestantes ou em periodo de

amamentacao.

TABELA 1 - DADOS CLINICO-HISTOPATOLOGICOS DAS PACIENTES COM CANCER DE MAMA

LA TN
N 28 15
Mediana da idade 61,5+ 13,8 53+17,4
Ki-67
Baixo (< 14%) 28/28 1715
Alto (> 14%) 0/28 12/15
Sem informagéao -- 2/15
Tamanho do tumor
< 20mm 23/28 8/15
> 20mm 5/28 2/15
Sem informacgao - 5/15
Classificagao histolégica
Ductal invasivo 16/28 8/15
Lobular invasivo 1/28 0/15
Outrost 10/28 7/15
Linfonodo axilar metastatico
Positivo 3/28 5/15
Negativo 24/19 8/15
Sem informacgao 1/28 2/15
Grau histolégico
I 8/28 0/15

Il 18/28 1/15



1 1/28 8/15
Sem informagéao 1/28 6/15

LEGENDA: LA = luminal A; TN = triplo negativo; N = niumero de todos os
pacientes inclusos nesse estudo; (--) ndo se aplica; (1) inclui os tipos carcinoma
mucinoso, carcinoma tubular, carcinomas mistos.

4.4Processamento de amostras de plasma

As pacientes e controles foram contatados por meio da equipe médica do
Hospital Nossa Senhora das Gragas (Curitiba, PR) ou membros do LabCHO. Todos
os participantes que se voluntariaram, apds assinatura do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (ANEXO 1), foram submetidos a 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
Laboratério de Citogenética Humana e Oncogenética (LabCHO) do Departamento de
Genética da Universidade Federal do Parana (UFPR) para a obtengao do plasma. O
protocolo consiste em centrifugar a amostra de sangue a 700g por 10 minutos para a
separagao das ceélulas sanguineas e do plasma. Em seguida o sobrenadante,
referente ao plasma, foi centrifugado a 2000g por 10 minutos a 4°C para evitar
contaminagdes e enriquecer o plasma com os cf-RNAs circulantes (Duttagupta et al.,
2011). Em seguida, as amostras devidamente codificadas foram armazenadas em

freezer -80°C.

4.5 Extragao de RNA total

Para a realizagdo da extracdo de RNA, utilizou-se 200 pl plasma e com o
reagente Trizol LS (#10296028 - Thermo Fisher) seguindo protocolo do fabricante.
Além disso, foi adicionado 0,75 pl (0,025 pmol) de spike-in control cel-miR-39 (Qiagen,
DE) como controle exégeno. As amostras foram eluidas em 20 ul de volume final.

Além disso, foram realizadas extragbes de RNA de 10 linhagens celulares de
cancer 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 nao



tumorais (MCF-10A e 184B5) a partir de pellet de células por meio do protocolo com
o reagente Trizol.
A quantificacao de RNA total foi realizada no espectrofotdbmetro Nano Drop2000

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

4.6 Transcricdo Reversa seguida de Reagdao em Cadeia da Polimerase
Quantitativa (RT-qPCR)

A reacdo de transcrigdo reversa (RT) foi realizada através do TagMan
microRNA Reverse Transcription kit (Applied Biosystem) de acordo com o protocolo
ja estabelecido no laboratoério para a produgdo de cDNA por meio da enzima
transcriptase reversa dos miR-142-5p, miR-146a-5p, miR-150-5p e o controle
exdgeno cel-miR-39.

Para uma reacéo foi utilizado 10 ng de RNA, 10 ul do reverse transcription
buffer 10x, 1,5 pl da enzima transcriptase reversa, 0,5 yl do ensaio de transcrigao
reversa de cada um dos miRNAs avaliados, 0,25 ul de inibidor de RNase, 0,25 ul de
dNTPs (100mM), completando com agua para um volume de final de 20 pl. O
equipamento Mastercycler Gradient (Eppendorf) foi utilizado para a realizagdo 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 reagdes de PCR em tempo real (QPCR) para a quantificacdo dos miRNAs
(miR-142-5p, miR-146a-5p e miR-150-5p) foram realizadas com ensaios TagMan® (ID
assay: 002248, 000468 e 000473, respectivamente - Applied Biosystems), usando o
cel-miR-39 como controle exdgeno/gene de referéncia (ID assay:0002000) e a
linhagem BT474 como amostra calibradora. A reacdes foram realizadas em placas de
384 pocos (Applied Biosystems) com volume final da reagao de 10 pl, sendo 5 pl do
TagMan Universal Master Mix No UNG (Applied Biosystems), 0,5 ul do respectivo
ensaio TagMan®e 4,5 ul de amostra de cDNA diluida 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 gPCR

Temperatura Tempo Numero de ciclos
50°C 5 minutos 1x
95°C 10 minutos 1x
95°C 15 segundos
55°C 30 segundos 45x
60°C 30 segundos

4.7 Ensaios funcionais do miR-146a-5p

4.7.1 Cultivo celular

O cultivo celular foi realizado no Laboratério 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, utiizamos a MCF-7, classificada como luminal A, para
estabelecermos comparacdes entre os resultados.

As células foram cultivadas e mantidas em meio DMEM (do inglés, Dulbecco
Modificated Eagle Medium) (Gibco, UK) com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Gibco),
1% dos antibidticos estreptomicina e penicilina (Gibco, USA) em incubadora estéril a
37°C e com 5% de CO2 (UltraSafe). As células foram cultivadas inicialmente em
garrafas de 25 cm? (CellStar®, Greiner Bio-One) com 5 mL de meio DMEM e,
posteriormente transferidas para garrafas de 75cm? (CellStar®, Greiner Bio-One) com
10 mL de meio DMEM. Apods atingir a confluéncia de cerca de 80%, foi utilizada
solucao de tripsina (Sigma-Aldrich) para promover a desagregacao das células da
parede da garrafa. Em seguida, foi realizada a contagem das células em camara de

Neubauer para posterior utilizagao nos ensaios funcionais.



4.7.2 Contagem de células em camara de Neubauer

As células, apés tripsinizadas, foram contadas na camara de Neubauer ou
hemocitdmetro. Para isso, 10 ul de células ressuspendidas e 40 ul de solugao de PBS
foram utilizadas para realizar a diluigéo inicial para contagem. Em seguida, 10 ul foram
adicionados a camara. A contagem de células se deu nos quatro quadrantes
presentes na camara e o calculo da quantidade presente na garrafa foi realizada de

acordo com a formula a seguir:

Numero de células pormL=M x FD x A
Sendo: M = média do numero de células nos quatro quadrantes da
camara de Neubauer
FD = fator de diluicdo adotado

A = area da camara (10.000)

Assim, obteve-se a quantidade de células por mL. Apds contagem, foram
realizadas diluigdes de acordo com a quantidade de células necessarias para cada

ensaio funcional.

4.7.3 Transfec¢ao do miR-146a-5p na linhagem MCF-7

O processo de transfeccdo compreende a insercdo de acidos 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 a de interesse que
ira mimetizar sua funcao dentro da célula, ou seja, nesse caso teremos 0 aumento da
expressdo da molécula estudada. Como controle, é utilizada uma molécula de
sequéncia randémica, porém com estrutura semelhante ao alvo estudado, que nao
afeta sua expressao celular.

O reagente lipofectamina™3000 (Invitrogen) foi utilizado com o objetivo de
aumentar a eficiéncia da reagao de transfecgdo uma vez que contém subunidades

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



transfectado. Assim, tais complexos sao capazes de se fundir a membrana plasmatica
da célula permitindo a entrada de seu conteudo no citoplasma.

Inicialmente foi realizada a ressuspensdao 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 yl de agua para preparo da solugdo estoque com
concentracao de 100 pmoles/ul. Essa solugao foi congelada por, no minimo, 24h a -
20°C. No dia seguinte, a aliquota para uso foi preparada, diluindo 5 pl da solugao
estoque em 45 pl da agua para ressuspensao. Desse modo, obteve-se uma aliquota
na concentragao de 10 pmoles/yl.

Em uma placa de seis pogos (CellStar — Greiner Bio-One) foram adicionadas
cerca de 600.000 células/pogo. Para isso as células MCF-7 em cultivo foram
tripsinizadas, ressuspendidas, contadas e diluidas, em meio DMEM sem antibiético,
para que em 250 yl houvesse, aproximadamente, 600.000 células. Nessa etapa, foi
utilizado o meio DMEM sem antibi6tico, pois na presenca de lipofectamina os
antibidticos conseguem adentrar em maior quantidade nas células podendo promover
uma reducéao da viabilidade celular.

A reacgao de transfecgéao, por pogo, seguiu o seguinte protocolo:

1. 2,5 pl do mimic miR-146a-5p ou do CT- diluidos em 125 ul de Opti-MEM
e incubados por 15 minutos em temperatura ambiente;

2. 5yl de lipofectamina™3000 diluidos em 125 ul 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 ul adicionados em cada poco (figura 6).

A placa foi montada com quatro pogos sendo um para o mimic miR-146a-5p;
CT-; controle da lipofectamina (apenas lipofectamina e Opti-MEM); e um pogo sem
tratamento (apenas com as células em DMEM) (ANEXO 2).

Essa abordagem em que as células s&o adicionadas juntamente com os
reagentes se chama transfeccdo reversa e necessita de, pelo menos, 4h em
incubadora estéril (37°C e 5% de CO2) para possibilitar o processo de transfecgao
(incorporagéo do mimic ou CT-) e adesao das células na placa. Apos esse tempo, em
microscopio optico invertido, se verifica a adesdo celular e, entdo, retira-se o

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



As células foram coletadas apds 48 e 72 horas de transfeccdo, para a
realizacdo da extragdo do RNA por Trizol e confirmagdo por RT-gPCR. Os

experimentos foram realizados em triplicata em trés momentos diferentes.

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

MIMIC CT(-) LIPO
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!
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DMEM sem antibidtico

Inicialmente as células foram ressuspendidas, contadas e diluidas, em meio DMEM sem
antibiético, para que em 250 ul houvesse, aproximadamente, 600.000 células, nimero a ser
adicionado em cada pogo da placa. A transfeccdo envolve uma primeira etapa de diluicao
da Lipofectamina em meio Opti-MEM, assim como do mimic e do controle negativo. Em
seguida, 137 pl da Lipofectamina 3000 diluida é adicionada aos demais tubos. Por fim, sdo
colocados 750 ul de cada em seus respectivos pogos na placa. Os calculos aqui
apresentados foram realizados levando-se em consideragéo o uso de quatro pogos. 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; ul —
microlitro.

FONTE: A autora (2021)

4.7.4 Ensaio de viabilidade celular

A avaliagao da viabilidade celular foi realizada a partir do reagente Resazurina
(R7017-1G; Sigma Aldrich), um método colorimétrico capaz de determinar o niumero

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



viabilidade celular. Para isso, 0,05g de Resazurina foi diluido em 200 mL de PBS 1x
para se obter a concentragdo de 0,25 mg/ul e aliquotas de 1 mL foram armazenadas
a -20°C.

As células ativas sdo capazes de metabolizar o reagente resazurina produzindo
o composto resaforina que apresenta coloragao rosa e é fluorescente. Assim, diante
do aumento do numero de células viaveis metabolicamente ha aumento da atividade
global de desidrogenases mitocondriais na amostra avaliada. Essas enzimas sao
responsaveis pela conversao citada acima gerando diferengas na absorbancia da
solucédo. A leitura da absorbancia apresenta um padrao de coloracao que foi detectado

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

Para o ensaio de viabilidade, aproximadamente 2.000 células/pogco foram
adicionadas em placas de 96 pogos (Cell Star — Greiner BioOne) para a avaliagao da
viabilidade nos tempos de 48, 72 e 96 horas. As placas foram montadas com trés
grupos de amostras em quintuplicata: o controle da reagdo 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 10uL de
resazurina que correspondia a 10% do volume do pogo de acordo com as
recomendagdes do fabricante. Em seguida, as placas foram novamente incubadas por
4 horas em estufa estéril (37°C e com 5% de CO2) (ANEXO 3).

A absorbancia foi lida em leitora de placa no Departamento de Bioquimica da
UFPR (SynergyLX - BioTek). Os valores de absorbancia 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

reacgao.

4.7.5 Ensaio de Capacidade Clonogénica

O ensaio de capacidade clonogénica, ou de formagéo de colbénias, avalia a
capacidade de uma célula crescer e formar colénias (conjunto de mais de 50 células)
(Puck e Marcus, 1956; Franken et al., 2006).

Apos a realizacao da transfeccao, cerca de 500 células foram adicionadas em

placas de seis pogos com adi¢cao de 2 mL de meio DMEM completo sendo mantidas



em estufa estéril (37°C e 5% de CO2) por 15 dias, tempo no qual as colbénias se
tornaram visiveis a olho nu. Diante disso, o composto cristal violeta (CV) foi utilizado
para a coloragdo e contagem. Inicialmente o meio foi retirado dos pogos e esses
lavados duas vezes com PBS 1x (37°C), em seguida as células foram fixadas com
500 pl de metanol absoluto, novamente lavadas com o PBS 1x, e entdo coradas com
1mL de CV e contadas (ANEXO 4)

4.7.6 Ensaio de Apoptose

O método de marcagdao com anexina (anexV) e iodeto de propideo (PI) foi
adotado para a analise da taxa de morte celular por apoptose e necrose nas células
MCEF-7 transfectadas por meio da avaliagao da fosfatidilserina (FS) que, em condi¢des
normais, esta presente na parte interna da membrana plasmatica. Células em
processo de apoptose sofrem uma desorganizagao em sua membrana que leva a um
rearranjo da FS que passa a ser expressa na parte externa da membrana plasmatica.
Levando em consideragéo essa reorganizacgao, a anexina V se liga com alta afinidade
a FS, ou seja, € capaz de marcar as ceélulas em processo de apoptose. Em
contrapartida, o Pl auxilia na distingdo entre células apoptoticas e necroticas uma vez
que € um intercalante de DNA. Assim, quando detectado indica que houve um dano
na membrana plasmatica e que o DNA ficou mais exposto para sua interacao,
sugerindo a morte por necrose.

As células foram transfectadas em placas de seis pogcos e apdés 48h o
sobrenadante foi coletado e as células aderidas foram tripsinizadas em tubos para
citometria. A andlise em citdmetro de fluxo (BD FACSVerse™) foi realizada com o kit
Alexa Fluor™ 488 Annexin V / Dead Cell Apoptosis (Invitrogen, USA). Apods
centrifugacéo, as células foram ressuspendidas em tampao de reagao Biding Buffer
1x e, em sequéncia, adicionados 5 ul de anexina V e 1 pl de solugao de Pl (100 ug/mL),
seguido por incubacado de 15 minutos em gelo (ANEXO 5). Apds esse periodo, as
amostras foram analisadas no citbmetro de fluxo para identificacdo e caracterizacao
da populagéo de células e estabelecimento dos parametros de voltagem, seguido da

leitura das amostras.



4.7.7 Ensaio de Migragao

O ensaio de migracao celular por scracth ou wound healing foi realizado para
avaliar a capacidade migratéria das células apds a transfeccao. Para isso, foram
adicionadas 35.000 células/poco em placas de 96 pocos. Apds 24h as células
aderiram e foram tratadas com o reagente mitomicina C (20 ug/mL). A adicdo desse
reagente € importante para a paralizagédo do ciclo celular e, consequentemente, da
proliferacdo sendo necessario manté-las em estufa por 2h. Posteriormente um risco
foi realizado no centro dos pogos com ponteiras de 10 ul (ANEXO 6) seguido de duas
lavagens com DMEM a 37°C para a retirada das células desprendidas e por fim foram
adicionados 100 pl do meio. A area sem células foi avaliada por microscépio optico
invertido com camera acoplada do Departamento de Biologia Celular da UFPR e

analisadas no software Tscratch.

4.8 Western blotting

A avaliacdo da expressao proteica da proteina catalase foi realizada através do
método Western Blotting (WB). Essa técnica consiste na detecgdo de proteinas

especificas em amostras de lisados ou tecidos celulares.

A partir do botdo de células da linhagem MCF-7 (aproximadamente 1 x 10°
células) foi realizada a extragao e solubilizagdo de proteinas por meio do tampéao 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 botdo de células, previamente
coletado, foi centrifugado a 800 g por 5 minutos a 4°C e o sobrenadante descartado
para eliminagao de resquicios do meio de cultivo. Em seguida, adicionou-se 100 ul do
tampéo de triton 1% para ressuspensao das células que foram incubadas em gelo por
15 minutos. Ap0s isso, foi realizada a centrifugacao da amostra em 10.000g por 20
minutos a 4°C para a separagao do conteudo proteico dos demais componentes
celulares. Portanto, ao final, o sobrenadante foi transferido para um novo microtubo

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

A quantificagao proteica foi realizada através do método de curva padrao de

triptofano (Wisniewski, 2015) e lidas a uma absorbancia de 350nm em um leitor de



ELISA no Departamento de Biologia Celular da UFPR. Essa reagdo envolve a
utilizacado de 198 ul do tamp&o de amostra (Ureia 8 M, Tris-Hcl 2.5 M e agua ultrapura)
adicionados a 2 ul de amostra para um volume final de 200 ul por pogo da placa low
bind a ser usada. As concentracdes foram determinadas baseadas em uma curva
padrdo (0 - 5Smg/mL).

O WB foi utilizado para a separacao eletroforética das proteinas 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 solugdo acrilamida/bis-acrilamida a
30%, 2,6 ml de Lower Buffer (Tris-HCI 1,5 M (pH 6.8), 10% de SDS e agua destilada),
100 pl do agente catalizador APS 10% (Persulfato de Aménio) e 8ul TEMED (N,N,N,N-
tetrametil etilenodiamina) adicionados por ultimo para a polimerizagao do gel. O gel
de empilhamento (upper gel), foi preparado utilizando-se 2,1 ml de agua destilada,
500pI de solugao acrilamida/bis-acrilamida 30%, 410 ul de Upper Buffer (Tris-HCI 1 M
(pH 6.8), 10% de SDS e agua destilada), 30 yl de APS 10% e 6 pl TEMED, adicionados
logo antes da aplicagdo. Assim, as amostras e o marcador de peso molecular foram
preparados utilizando-se tampé&o 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 tampao de corrida 1x (solugao 10x: 25 mM Tris, 190 mM de glicina, 0,1% de
SDS e agua destilada) foi adicionado na cuba assim como o marcador de massa
molecular e as amostras aplicadas, sendo utilizado 1,5 pl do marcador de massa
molecular (PageRuler™ Protein Ladder, #26616, Thermo Scientific) e 65 ug de cada
amostra. A corrida do gel foi realizada a 100 V por aproximadamente 1h30.

Ap0ds a corrida, as proteinas foram transferidas para uma membrana Amersham
Protran Premium 0.2 de nitrocelulose (GE Healthcare Life Science, UK) por 2h, no
sistema frans-blot (Bio-Rad, USA). Em seguida, as membranas foram coradas com
solugao de Ponceau (Sigma-Aldrich, USA) e lavada 3x com tampéo TBST 1x (Tris
Buffered Saline with Tween® 20) com o objetivo de confirmar a transferéncia das
proteinas, seguido do bloqueio da membrana com tampédo TBST com BSA por 40min
em agitacao, em temperatura ambiente. Seguiu-se a incubagao com anticorpo de
camundongo primario anti-humano especifico para a catalase (#¥LFM-MAO0010,
Invitrogen) e o anticorpo de coelho primario Pan-TEAD (D3F7L) como controle. Ambos
diluidos (#13295S, CellSignaling Technology®) 1:2000 em TBST-BSA 5% por, pelo



menos, 16h em camara fria. Apos esse periodo, a membrana foi lavada 3x com TBST
1x com posterior incubag&o com os anticorpos secundarios de cabra anti-camundongo
e anti-coelho, marcados com HRP (Horseradish Peroxidase) (#A16066, Invitrogen e
#7074s, CellSignaling Technology®) diluidos 1:2000 em TBST-BSA 5%.

Por fim, o kit SuperSignal™ West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate
(Thermo Fisher Scientific, USA) foi usado para a detecgao das proteinas de acordo
com instrucbes do fabricante, e a revelagdo foi feita em fotodocumentador

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

4.9 Analise estatistica

A analise de expressao diferencial de miRNAs a partir dos dados do TCGA,
ap6s normalizacao, foi realizada através do teste t de Student na plataforma R no
pacote Limma levando-se em consideracéo o valor de p<0,5, FDR<0,05 e FC de %2.
Para as analises de qPCR, a diferenca de expressao foi calculada pelo método de RQ
= 2-AACa (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
variancia. Os valores fora da curva (outliers) foram removidos. Testes n&o
paramétricos foram realizados naqueles dados que nao passaram nos testes. As
comparagdes entre dois grupos foram calculadas pelo teste de Mann-Whitney e
aqueles entre trés ou mais grupos pelo teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de
comparagdes multiplas de Dunn. O valor ajustado de p<0,05 foi considerado
significante.

As curvas ROC (do inglés, Receiver Operating Characteristic) foram calculadas
baseadas nos valores de RQ. Para as curvas ROC combinadas, uma regressao
binaria logistica foi calculada, sendo seu resultado utilizado para entao o calculo da
curva ROC propriamente dita. Os valores de corte, sensibilidade e especificidade
foram determinados pelo célculo do indice de Youden ((sensibilidade + especificidade)
— 100). Os maiores valores indicam a melhor combinagao, no entanto o valor clinico
também foi levado em consideracao (maiores valores para ambos os parametros
foram considerados melhores que maior % de sensibilidade e baixa % de

especificidade).



Os experimentos de ensaio funcional em cultivo celular foram conduzidos em
triplicatas em trés momentos independentes. Para o ensaio de viabilidade celular a
concentracao inibitéria (CI-50) foi calculada pelo teste ANOVA de duas vias. Os
ensaios de capacidade clonogénica, apoptose e migragao foram analisados pelo teste
t de Student, nao pareado para os dois primeiros e multiplo para o ultimo. As analises
funcionais levaram em consideragao como valor de significancia p<0,05.

Todas as analises estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism
9% (GraphPad Software Inc, USA), exceto pela regressao logistica que foi calculada
no IBM SPSS Statistics Subscription (IBM SPSS Statistics Inc, Armonk, NY, USA).



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Selecao de miRNAs candidatos

A analise a partir de dados do TCGA foi realizada a partir de duas matrizes de
dados: “Phenotypes” com informacgdes clinicas de 1.247 pacientes e “llluminaHiseq”
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 informacgdes clinicas, as pacientes foram divididas de
acordo com a classificagao 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 analise da expressao diferencial (TABELA 3). Dentre
as diversas comparacoes, 19 miRNAs mostraram-se diferencialmente expressos com
valor de fold change (FC) = 2, e comuns para as comparagdes 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 analise em plasma,
uma vez que estes convergem com os resultados de trabalhos anteriores do nosso

grupo, conforme ja descrito em Material e Métodos.

TABELA 3 - ANALISE DE miRNAS DIFERENCIALMENTE EXPRESSOS ENTRE SUBTIPOS
DE CANCER DE MAMA A PARTIR DE DADOS DO TCGA.

Comparagao Amostra (N) miRNAs (N)

TA x TB TA B Expresséo E.xp.res'saob Totalc
aumentada@ diminuida

Subtipo molecular

LAxLB 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 imunoistoquimico

TN x NTN 67 254 70 8 436



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: 2 Numero de miRNAs que apresentaram valor de fold change = +2, ou seja, foram
considerados como mais expressos em um grupo em relagdo ao outro; ® Numero de miRNAs
que apresentaram valor de fold change < -2, ou seja, foram considerados como menos
expressos em um grupo em relacdo ao outro; ¢ Numero 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: n&o triplo negativo; HR: hormonal
receptor.

FIGURA 7 — NUMERO DE miRNAs COM FOLD CHANGE 2 2 ENTRE
TRIPLO NEGATIVO E DEMAIS GRUPOS
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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/)



TABELA 4 - miRNAs COM FOLD CHANGE =2 COMUNS ENTRE TN E

DEMAIS GRUPOS
ID* miRNA FC
TNxNTN TN xRH+ TN x HER2+
MIMAT0006789  hsa-miR-1468-5p 2,2 21 2,5
MIMAT0002808  hsa-miR-511-5p 2,2 2,2 21
MIMATO0000280  hsa-miR-223-3p 2,2 2,2 2,5
MIMAT0000451  hsa-miR-150-5p 23 23 23
MIMATO0000074  hsa-miR-19b-3p 23 23 2,0
MIMATO0000433  hsa-miR-142-5p 24 24 2,0
MIMATO0000092  hsa-miR-92a-3p 25 2,5 2,1
MIMATO0003150  hsa-miR-455-5p 2,5 2,5 23
MIMATO0004493  hsa-miR-20a-3p 2,7 2,7 23
MIMATO0000075  hsa-miR-20a-5p 29 3,0 23
MIMAT0000449 hsa-miR-146a-5p 29 29 2,6
MIMATO0000071 hsa-miR-17-3p 29 3,0 23
MIMATO0002891 hsa-miR-18a-3p 3,3 3.4 2,1
MIMATO0004784  hsa-miR-455-3p 3.4 3,5 2,6
MIMATO0000070 hsa-miR-17-5p 3,8 3,9 2,4
MIMATO0000072  hsa-miR-18a-5p 4,6 4,8 2,4
MIMATO0004977 hsa-miR-934 7.9 8,2 53
MIMATO0000758  hsa-miR-135b-5p 10,3 10,9 55
MIMAT0003242 hsa-miR-577 14,5 14,9 10,9

LEGENDA: ID: numero de identificacdo do miRNA maduro; FC: fold change; TN:
triplo negativo; NTN: nao triplo negativo; HR+: receptores hormonais positivos
(inclui os subtipos imunoistoquimicos luminal A e B).

Esses miRNAs atuam em diversas vias e condi¢gdes biologicas relacionadas
com a progressao, proliferacéo e apoptose do cancer (Chen et al., 2018; lacona et al.,
2019; Ke et al., 2021; Zhou et al., 2021).

A analise de vias KEGG para os miR-142-5p, miR-146a-5p e miR-150-5p
mostra que estao fortemente relacionados a importantes vias encontradas alteradas
no cancer como do ERBB, TGF-B e Hippo, além de diferentes tipos de cancer

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



processos e fungdes essenciais como regulagédo da atividade de enzimas, ligagéo de
proteinas do citoesqueleto, metabolismo de mRNA e resposta ao estresse (TABELA
6). Ambas as analises demonstram que os miRNAs tem como alvos diversos genes
que participam dessas atividades celulares. Portanto uma desregulacdo nos niveis
dessas moléculas pode afetar consideravelmente vias e processos contribuindo com
o desenvolvimento tumoral. E importante ressaltar que ndo se pode excluir a
existéncia de mais vias, processos e/ou alvos que ndo estejam cobertos pelas

ferramentas utilizadas para essas analises.

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

Via de
Valordep #genes # miRNAs
sinalizagao KEGG

Doenca de Prion 3,86E-09 5 2
Via de sinalizagao de plenipoténcia em células tronco 5,08E+06 31 3
Via de sinalizagdo hormonal da tireoide 0.00019 24 3
Glioma 0.00020 16 3
Proteoglicanos em cancer 0.00021 33 3
Cancer colorretal 0.00066 16 3
Protedlise mediada por ubiquitina 0.00070 31 3
Via de sinalizagao ErbB 0.00394 22 3
Via de sinalizagao de esfingolipidios 0.00399 23 3
Via de sinalizagao de neutrofilo 0.00399 26 3
Cancer endometrial 0.00399 14 3
Cancer de pulmao de células ndo pequenas 0.00635 13 3
Melanoma 0.00714 16 3
Cancer de tireoide 0.00956 7 3
Metabolismo central de carbono no cancer 0.01165 16 3
Sintese de hormonal da tireoide 0.02128 8 3
Reabsorgao de sddio mediado por aldosterona 0.02791 11 2
Leucemia mieloide cronica 0.02791 16 3
Via de sinalizacao TGF- 0.03486 16 3
Via de sinalizagao Hippo 0.04390 27 3




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

(#miRNAs) analisados.

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

Gene Ontology Valorde p #genes #miRNA

Fungao molecular

Ligacéo de ion 9,73E-39 682 3
Fungao molecular 2,60E-06 1585 3
Ligacédo de enzima 2,21E+03 144 3
Ligacao de proteina do citoesqueleto 4,12E+06 87 3
Atividade de fator de transcri¢cao de ligagado ao acido nucléico 4,68E+05 103 3
Atividade de fator de transcri¢cdo de ligagao a proteina 0.0003794 54 3
Ligacéo ao dominio HECT 0.0066076 3 1
Atividade reguladora de enzima 0.0296744 80 3
Atividade de fosfatidilinositol-3-quinase 0.0473518 4 1
Processo biolégico

Processo metabdlico do composto de nitrogénio 3,82E-22 509 3
Processo de modificagdo de proteina celular 1,25E-15 291 3
Processo biossintético 3,08E-09 416 3
Expressao génica 5,13E-04 81 3
Via de sinalizacao do receptor de neurotrofilo TRK 6,93E-02 44 3
Via de sinalizagao do receptor Fc-epsilon 4,15E+00 31 3
Via de sinalizagao do receptor de fator de crescimento 2,85E+02 37 3
Sinalizagdo mediada por fosfatidilinositol 9,01E+03 29 3
Via de sinalizagao do receptor de fator de crescimento de fibroblasto 2,34E+05 33 3
Processo metabdlico de pequenas moléculas 3,09E+05 216 3
Processo biologico 1,63E+06 1504 3
Coagulagao sanguinea 5,27E+06 51 3
Simbiose (englobando mutualismo por meio de parasitismo) 0.0001104 54 3
Processo catabdlico 0.0001104 179 3



Processo viral 0.0001688 48 3

Via de sinalizagdo contendo dominio de oligomerizagéo de ligagao de 0.0001715 8 3
nucleotideo

Resposta ao estresse 0.0002109 211 3
Montagem de componente celular 0.0005826 124 3
Processo metabodlico de mRNA 0.0010672 26 3
Processo metabdlico de lipideo celular 0.0011834 20 3

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

5.2 Avaliagao da quantificagcao de miR-142-5p, miR-146a-5p e miR-150-5p em
plasma de pacientes com cancer de mama primario por RT-qPCR

A avaliacdo da quantificacdo 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 doenca cancer de mama que compreende a uniao
de LA e TN (FIGURA 8 - A, B, C). Para os miR-146a-5p e miR-150-5p ndo foram
encontradas diferencas de expressao 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 relagédo a tumorigénese mamaria, uma vez que nao
encontramos significancia em sua quantificagdo no plasma nem em relacido aos
parametros clinicos e histopatologicos, optamos por ndo seguir com sua analise. O
miR-142-5p apresentou diferenga de expressao significativa, mostrando-se menos
expresso nas pacientes quando comparadas com o controle (p = 0,0349) (FIGURA 8
- A). Diante disso, o potencial diagnostico do miR-142-5p livre em plasma foi testado
através da analise de curvas de ROC (do inglés, Receiver Operating Characteristic).
Quanto mais préximo de 1 € o valor obtido, melhor € a acuracia do teste. O miR-142
apresentou uma area sob a curva (AUC, do inglés 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 ja foi relacionado com a modulagéo da proliferagao, apoptose,
invasdo, migragdo em linhagens de CM e, também, com metastase em linfonodo em

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



de miR-142-5p em vesiculas extracelulares de soro de pacientes com CM foi
associado ao grau lll e maior tamanho tumoral (Ozawa et al., 2020). No nosso
trabalho, devido ao tamanho amostral pequeno, nao foi possivel realizar as analises
de relagdo com os parametros clinicos e histopatoldgicos com a expressao dos
mMiRNAs. 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 exploragao do papel do miR-
142-5p tanto no nivel funcional como na forma de biomarcador mostram-se

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

FIGURA 8 - REPRESENTACAO GRAFICA DA QUANTIFICACAO DO miRNA-
142-5p, miRNA-146a-5p E miRNA-150-5p POR RT-qPCR EM PLASMA DE
PACIENTES COM CANCER DE MAMA E CONTROLES
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A analise da quantificagdo por RT-gPCR em plasma de pacientes com cancer de mama e
controles para miR-142-5p (A), miR-146a-5p (B) e miR-150-5p (C). (D) Analise 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



N&o encontrarmos concordancia entre os dados obtidos nas analises do TCGA
e em plasma para os trés miRNAs avaliados ja que a primeira indicou um aumento da
expressao desses miRNAs em pacientes TN com relagdo aos demais subtipos.

No entanto, apesar de nao significativa, observa-se uma tendéncia para o miR-
142-5p e miR-146a-5p apresentarem maior expressao no subtipo TN em relagdo ao
LA em plasma. Como mencionado anteriormente, os dados do TCGA provém 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. E importante ressaltar que quando falamos em bidpsia
liquida estamos nos referindo a um conjunto de moléculas que circulam pelos fluidos
corporais e que podem apresentar diversas origens nao necessariamente
provenientes do tumor. Diante disso, os resultados obtidos de alteracdes de niveis de
cf-RNAs podem ser observados devido a um desequilibrio da homeostase do
organismo que, no campo da oncologia, estudos relacionam com a possivel presenca
de tumor ou ainda atuam como um sinal de atengao para determinadas caracteristicas
clinico-patoldgicas. Isso permite que a equipe médica possa realizar uma investigagao
mais cuidadosa da situagao do paciente, muitas vezes antes mesmo desse apresentar
sintomas ou alteragcbes visiveis em exames padrdes. Portanto, a discordancia
observada nesse estudo entre os niveis dos miRNAs avaliados em tecido e plasma
pode ser referente a esse cenario, assim como o reduzido numero de amostras

utilizadas e o desvio padrao relativamente elevado.

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

O miR-146a-5p tem como alvos importantes mRNAs codificadores de
proteinas que participam de vias celulares encontradas desreguladas no cancer como,
por exemplo, NF-kB, BRCA1 e BRMS1 que atuam na promog¢ao da inflamacao,
proliferacdo e metastase respectivamente (APENDICE 2).

A diversidade de interagdes possiveis entre miRNAs e mRNAs cria um campo
a ser sempre explorado. Dentro desse cenario, Gomig et al (2019) ao avaliarem
proteinas diferencialmente expressas entre tecidos tumoral e nao-tumoral mamarios
sugeriram, com base em predi¢gdes do programa IngenuityR Pathway Analysis v. 2.3

(IPA), as proteinas CAT (catalase), LFH (lactotransferrina), CFH (fator complementar



H) e PGLYRP2 (proteina de reconhecimento de peptidoglicano) como alvos do miR-
146a-5p (FIGURA 9). As quatro proteinas foram encontradas menos expressas nos
tecidos malignos nas analises protedmicas, enquanto o miR-146a-5p foi predito como

aumentado sugerindo uma possivel relagéo de regulagao.

FIGURA 9 - REGULADORES UPSTREAM PARA
PROTEINAS DIFERENCIALMENTE EXPRESSAS
EM AMOSTRAS DE TUMOR DE MAMA
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LEGENDA: CAT - catalase; LFH - lactotransferrina;
CFH - fator complementar H; PGLYRP2 - proteina de
reconhecimento de peptidoglicano.

FONTE: Reproduzido, com permissédo, 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 ha poucos relatos da relacao de interacdo do miR-146a-5p e CAT
sendo a maioria em outras doengas, por exemplo diabetes do tipo 2 (Roshanravan et
al, 2020) e doenga de Alzheimer (Lei et al., 2021), porém com foco na avaliagéo dos
niveis de catalase no contexto antioxidante. Cheleschi et al. (2019) avaliaram miRNAs
em fibroblastos sinoviais de osteoartrite € observaram que a inibicado do miR-146a-5p
na linhagem promoveu a redu¢dao do mRNA da CAT sugerindo uma relagao entre
essas moléculas. No contexto do cancer, essa relagéo foi relatada em linhagens de
cancer de pulmao onde o silenciamento de RIP1 (proteina de interagao ao receptor 1)
levou a reducdo da CAT mediada por miR-146a, indugcao de espécies reativas de

oxigénio (EROS), degradacgao de IAP (proteina de inibicdo da apoptose) e aumento



da citotoxicidade das células a cisplatina (Wang et al., 2014). Com relagao ao cancer
de mama, até onde sabemos, ndo ha relatos da interacdo, direta ou indireta, entre
miR-146a-5p e CAT.

Na predi¢ao de alvos para o miR-146a-5p, a CAT surgiu como um provavel alvo
em quatro plataformas de analise (miRWalk, miRcode, Starbase e miRanda). E
possivel observar a existéncia de uma complementariedade do miR-146a-5p com a
regidao 3'UTR do mRNA da CAT envolvendo a regidao seed de interacdo do miRNA
(FIGURA 10 - A). Além disso, ao realizar a analise da expressao do miRNA e do alvo,
na plataforma Starbase, é possivel observar uma relagao inversamente proporcional

entre essas moléculas indicando uma possivel via de regulagao (FIGURA 10 - B).

FIGURA 10 - RELACAO DO miR-146a-5p E
CATALASE POR ANALISE /N SiLICO
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A. Interacao direta entre a CAT e o miR-146a-5p. Em
azul esta representada a sequéncia nucleotidica do
mRNA da CAT e em vermelho do miR-146a-5p. Os
tragcos verticais entre as sequéncias representam a
regido predita de interagdo entre as moléculas. B.
Grafico representando os niveis de expressdo em log2
do miR-146a-5p e da CAT.

FONTE: Starbase (2021)



Diante disso, procuramos investigar o efeito do aumento da expressao do miR-
146a-5p no comportamento da linhagem MCF-7 de cancer de mama e nos niveis de
CAT.

Analisamos a expressao do miR-146a-5p em 10 linhagens celulares de cancer
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 nao tumorais de
mama (MCF-10A, 184B5). Os resultados refletiram os obtidos a partir do TCGA com
as linhagens TN apresentando maior expressao do miR-146a-5p com relagao as LA
(FIGURA 11). Portanto, uma linhagem do subtipo luminal A, MCF-7, que apresenta
menor expressao do miR em relagdo ao TN foi escolhida para a investigacdo do
aumento de expressdao do miR-146a-5p no comportamento tumoral e com seu alvo
potencial.

Esses resultados reforcam a ideia de que esse miRNA pode ser um
interessante biomarcador de prognostico na diferenciagdo dos subtipos de cancer de

mama.

FIGURA 11 - ANALISE DA EXPRESSAO DO miR-146a-5p EM LINHAGENS DE
CANCER DE MAMA
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A. Avaliagdo da expressao do miR-146a-5p em quatro linhagens de cancer de mama
em relacdo a linhagem considerada normal de mama, MCF-10A. Aqui estédo
representadas apenas quatro linhagens das 10 avaliadas, uma vez que as demais
apresentaram valores de fold change (FC) menores do que 1. B. Avaliagdo da
expressdo 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.



5.3.1 Aumento da expressao de miR-146a-5p aumenta a capacidade
clonogénica e a expressao de CAT enquanto reduz a apoptose em MCF-7

O aumento da expressdo de miR-146a-5p na linhagem MCF-7 devido a
transfecgcdo de molécula mimetizadora que aumentou, em média, 390.000 vezes a
expressao 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
clonogénica, viabilidade, migracéo e apoptose.

O ensaio clonogénico demonstrou uma diferencga significativa com relagcéo a
formacao de colbnias indicando que as células MCF-7-146a tiveram maior capacidade
de crescimento dando origens a colénias (p = 0,0013) (FIGURA 12). A formacéao de
clones dentro do contexto do cancer € interpretada como uma caracteristica de células
que apresentam capacidade de iniciagao tumoral. O miR-146a-5p, como também
demonstrado aqui, é relatado mais expresso no subtipo molecular basal-like e no
imunoistoquimico triplo-negativo considerados agressivos e com maior incidéncia
entre mulheres mais jovens (Li et al., 2015). Diante disso, ao observar que o aumento
desse miR em uma linhagem LA promoveu a formagao de colénias pode ser um
indicativo de sua atuac&o sobre vias responsaveis pela iniciagdo tumoral ja que tem
como alvos diversos genes supressores tumorais como BRCA1 e EGFR.

No entanto, apesar da possivel influéncia dos niveis de miR-146a-5p na
formacao tumoral, o ensaio de viabilidade celular ndo indicou agado sobre a

manutencao e estabilidade das células (FIGURA 13).



FIGURA 12 - ENSAIO CLONOGENICO EM MCF-7
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A. Ensaio clonogénico com MCF-7 transfectada com miR-146a-5p;
B. Ensaio clonogénico com MCF-7 transfectada com o controle; C.
Grafico representativo da diferencga significativa entre os tratamentos
no ensaio clonogénico. Valor de p significativo = 0,01 ().

FIGURA 13 - REPRESENTAGAO GRAFICA DO ENSAIO
DE VIABILIDADE CELULAR
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Viabilidade celular entre células MCF-7 transfectadas
com miR-146a-5p (MIMIC) e controle negativo (CT-) por
meio da absorbancia ao longo do tempo.



A analise de apoptose demonstrou que o aumento de expressao de miR-146a-
5p foi capaz de reduzir a morte por apoptose sugerindo agado desse miR na via de
morte celular (p <0,0001) (FIGURA 14). Um dos principais alvos do miR-146a-5p é o
NF-kB que tem papel importante na via de apoptose uma vez que promove a
transcricdo de moléculas pro-apoptdticas. Assim, o aumento de expressdo de miR-

146a-5p levaria a reducao de NF-kB e, portanto, a inibicdo da apoptose.

FIGURA 14 - ENSAIO DE APOPTOSE CELULAR EM MCF-7
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Ensaio de apoptose celular em MCF-7 transfectada com o mimic do miR-146a-5p (A)
e controle (B). O grafico se da pela medigédo de fluorescéncia do iodeto de propidio
pela Anexina e representa quatro quadrantes sendo Q1 - populagéo de células em
processo de necrose, Q2 — populacao de células em processo de necrose inicial e
apoptose tardia, Q3 — populagdo de células em processo de apoptose e Q4 —
populacao de células vivas. C — Representagéo grafica 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 relacdo ao processo de migragdo, ndo foi observada diferenca

estatisticamente significativa entre os tratamentos (p = 0.058), apesar de observarmos



uma tendéncia com relagao a reduc¢ao da migragao a partir do aumento de expressao
do miR-146a-5p (FIGURA 15). O miR-146a-5p é considerado um metastamiR
mediante relatos de sua influéncia sobre os processos de migracédo e invasao
(Bhaumik, 2008).

FIGURA 15 - ENSAIO DE MIGRAGAO CELULAR EM MCF-7
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A — Analise do ensaio de migracéo sendo a porcentagem (%) de area 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 Oh, 24h e 48h.

A catalase € uma importante enzima antioxidante tendo como principal fungao

a transformacgéo de perdxido de hidrogénio em oxigénio e agua (2 H202 - 2 H20 +



O2) protegendo a células de danos oxidativos. No entanto, a CAT também participa
de outros processos como a modulagdo do crescimento celular principalmente por
meio de sua capacidade de detoxificagdo, tem atividade oxidase além de realizar
desintoxicagao ou ativagdo de compostos tdxicos e antitumorais (Nishikawa et al.,
2009; Glorieux et al., 2018).

Normalmente as células tumorais produzem grandes quantidades de espécies
reativas de oxigénio (EROs) uma vez que geralmente exibem mutagdes mitocondriais
e reducdo da expressao de enzimas antioxidantes como a CAT. As EROs
desempenham importante papel nas células tumorais por promover alteracbes no
DNA e contribuir com a instabilidade genémica. Em contrapartida, altos niveis de
EROs acabam induzindo mecanismos de morte celular (Glorieux et al., 2015).

A regulacdo da CAT no nivel de RNA se da pela sua interagcdo com miRNAs,
por exemplo o miR-450 e miR-30b (Haque et al., 2012). Como relatado anteriormente,
o miR-146a-5p foi predito como provavel requlador do mRNA dessa proteina. Por isso,
apos a realizagao da transfecgéo da linhagem MCF-7 realizamos a extragao proteica
e avaliamos a expressao da CAT. O ensaio de WB mostrou que quando o miR-146a-
5p esta mais expresso ocorre um aumento significativo da CAT em comparagao ao
controle (FIGURA 16). Diante do exposto, esse resultado indicaria uma reducgao de
EROs uma vez que mais CAT estaria sendo produzida. No entanto, essa molécula
nao foi avaliada no presente estudo. Assim, se faz necessario uma abordagem mais
ampla para avaliar de que maneira o miR-146a-5p estaria regulando a CAT em células

tumorais mamarias.



FIGURA 16 - ANALISE DA EXPRESSAO
PROTEICA DA CATALASE NA LINHAGEM
MCF-7 DO miR-146a-5p
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A.representacéo grafica 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. Analise de Western blotting demonstrando a
expressao 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).



6. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Os miRNAs sao interessantes potenciais biomarcadores no campo da
oncologia assim como o uso da bidpsia liquida. Esse trabalho procurou avaliar os
mMiRNAs miR-142-5p, miR-146a-5p e miR-150-5p no plasma de pacientes com cancer
de mama e investigar o papel funcional do miR-146a-5p na linhagem MCF7 de cancer
de mama.

O miR-142-5p mostrou-se um interessante potencial biomarcador para
diagnostico do CM uma vez que o observamos diferencialmente expresso entre
pacientes e controles. Diante disso, uma investigacdo mais ampla, principalmente em
conjunto com outros miRs, colabora para o estabelecimento de futuros painéis que
possam auxiliar no diagnostico do CM. Assim, pretendemos aumentar nossa amostra
com o objetivo de realizar analises da expressao do miR-142-5p com importantes
parametros clinicos histopatolégicos como presenca de metastase em linfonodo
axilar, tamanho tumoral e grau histolégico.

A modulagao do miR-146a-5p, no presente estudo, se mostrou importante nas
células MCF-7 uma vez que o aumento de sua expressao levou ao aumento da
capacidade clonogénica e redugao da apoptose, caracteristicas importantes para a
tumorigénese mamaria. Esses dados demonstram a potencial relagdo entre essa
molécula e o CM colaborando com a constante producéo de informagao e chamando
atencgao para seu possivel uso como alvo dentro do manejo do CM futuramente. Além
disso, a relagao do miR-146a-5p com a catalase precisa ser mais explorada uma vez
que nossos dados demonstraram que quando ocorre 0 aumento da expressao do miR,
ocorre também um aumento dos niveis proteicos da CAT. Nao ha estudos avaliando
esta interagao diretamente. Deste modo, estamos realizando tal analise de interagao
pelo método do ensaio de luciferase. Essa abordagem tem como objetivo responder
ao questionamento sobre a interacao direta entre miR e mRNA.

Estudos adicionais, validando os resultados obtidos em um grupo maior de
amostras de pacientes com cancer de mama esporadico e individuos controles devem
ser realizados para determinar com seguranca o potencial desses miRNAs. Por fim,
este trabalho gerou resultados que abrem a possibilidade de investigagdo dos miRNAs
aqui relatados, assim como a interagcdo com alvos como a CAT, em outros tipos de

amostras tumorais e de bidpsias liquidas, como por exemplo em VEs, soro e urina.
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Improvement of breast cancer (BC) patient’s outcome is direclly related fo early
detection. However, there is still a lack of reliable biomarkers for diagnosis, progno-
sis and, treatment follow up in BC, leading researchers to study the potential of liquid
biopsy based on circulating microRNAs (c-miRNAs). These c-miRNAs can be cell-
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BACKGROUND

Breast cancer (BC) is the most frequently diagnosed
cancer in females and the leading cause of death by
cancer worldwide, with the mortality rate predicted to
reach around 626,679 deaths worldwide in 2018." This
cancer can be classified in several ways, one of the
methods of clinical evaluation being the immunohis-
tochemistry classification.” According to this classifica-
tion, BC is stratified based on the expression of 4 main
protein markers — estrogen receptor (ER), progester-
one, receptor (PR), the proliferation marker Ki-67, and
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human epidermal growth factor receptor 2 (ERBB2,
also known as HER2). This classification includes:
luminal A (ER+, PR+, HER2—, Ki-67 low), luminal B
(ER+, PR+/—, HER2+/—, Ki-67 high), HER2 overex-
pression (ER—, PR—, HER2+), and triple negative
(ER—, PR—, HER27).: These subtypes are closely
related to the prognosis and outcomes of BC patients,
with triple negative breast cancer (TNBC) presenting
poor prognosis in comparison with other subtypes."

The ability to monitor tumor progression and
response to treatment without the need for an invasive
biopsy has been a long-standing goal of BC manage-
ment, as well as to other types of cancer.”” Based on
this, the search for novel biomarkers for diagnosis,
prognosis, recurrence, progression and treatment fol-
low up has increased.” ' Several studies suggest that
miRNAs have the potential to be used as biomarkers,
since they can identify BC patients over healthy indi-
viduals, not only when analyzed in tissue,'' " but also
when tested in circulation (c-miRNA)."" """ MiRNAs
are small noncoding RNAs with 21-25 nucleotides,
acting as gene expression regulators at the post-tran-
scriptional level,'™ and being known to regulate more
than 60% of the human genome.'” miRNAs are also
responsible for cellular communication and have been
implicated in a plethora of biological processes includ-
ing proliferation, programmed cell death, and differen-
tiation.”" They have also been associated with diseases,
including cancer,” and are now being considered
potential liquid biopsy biomarkers.

Liquid biopsy relies on quantification of molecules,
such as proteins, DNA, and RNA, released by normal
and tumor cells into the body fluids. These molecules
can be used as biomarkers to indicate the presence of
cancer,”™ ' determine prognosis,”', distinguish sub-
types.” and establish recurrence following treatment.”
Likewise, c-miRNAs are considered excellent candi-
dates for noninvasive biomarkers in liquid biopsy
(Fig 1) since they are resistant to endogenous RNase,
being highly stable extracellularly.

The levels of c-miRNAs have been investigated
from different sources, such as plasma,”’ serum,” and
whole blood.”” Additionally, they are derived from cir-
culating tumor cells (CTCs), cell-free miRNAs (cf-
miRNAs), apoptotic bodies, or from extracellular
vesicles (EV-miRNAs), such as exosomes and micro-
vesicles.” " Cf-miRNAs can be found outside cells,
complexed with high-density lipoproteins,”' Argonaute
2 protc:in,:h and other RNA binding protc:ins.": Alterna-
tively, EV-miRNAs can also be found outside cells,
packaged inside vesicles, which differ in size and bio-
genesis. Apoptotic bodies are the biggest vesicles,
ranging from 1 to 5 gm in diameter’ and originate
from budding of apoptotic cells.”* Exosomes are small
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vesicles with a size ranging from 40 to 100 nm formed
from the fusion process between plasma and endoso-
mal membranes,”” while microvesicles have bigger
sizes (100—1000 nm) and originate from protuberances
in the plasmatic membrane.” miRNAs are fitting and
feasible alternative to be explored as noninvasive clini-
cal biomarkers for early disease’’ as compared to a
standard tumor biopsy, with the advantage of being a
minimally invasive method. Furthermore, the expres-
sion levels of c-miRNAs are the hallmark of patho-
genic conditions and can be used as liquid biopsy to
reveal signs of disease, being potentially useful for
diagnosis, identification of metastasis,”” and drug resis-
tance.””* " Only few studies have questioned the value
of c-miRNAs in BC patients as predictive biomarkers’
and the establishment of an accurate and reliable panel
of c-miRNAs for BC is still challenging and innova-
tive. Based on this evidence, we propose a review to
discuss the state of the art of c-miRNAs, both cf-miR-
NAs and EV-miRNAs, as diagnosis, prognosis, and
therapy biomarkers in BC. We also address methodo-
logical and technical limitations that are hindering the
clinical implementation of these biomarkers.

Circulating miRNAs in BC diagnosis. The current gold
standard for BC diagnosis is mammography, which
exhibits high specificity (over 95%) but a lack of sensi-
tivity (67%—95%) and has different performance
according to agc,” breast dcnsity,’” and professional
experience.”’ In the search for other biomarkers for BC
diagnosis, researchers described the potential use of
serum biomarkers to diagnose BC, including cancer
antigen 15-3 (CAI15-3), carcinoembryonic antigen
(CEA),* chemokine (C—C motif) ligand 5 (RANTES/
CCLS5),", osteopontin,’™ *’ and plasminogen activator
inhibitor-1 (PAI-1). However, Kazarian et al™®
reviewed 9 serum markers, including some mentioned
before, and showed that none of them were effective in
predicting BC, in addition to a lack of consistent
change in levels over time. This lack of appropriate
biomarkers for BC diagnosis led researchers to investi-
gate the use of other molecules, with several studies
featuring c-miRNAs as potential liquid biopsy bio-
markers for BC.

The release of miRNAs in the blood circulation of BC
patients is known, but the origin of these miRNAs
remains unclear. Some studies claim that the profile of
¢-miRNAs matches the one from tumors,'™ ** but there
arc others suggesting that only selected miRNAs are
released into the circulation, being especially associated
with EVs." °"* The selective sorting of miRNAs can
explain why the expression levels of c-miRNAs usually
do not correspond entirely to the miRNA profile of tumor
cells.'"* ** ** Nonetheless, researchers seem to agree that
the alterations in c-miRINAs levels can identify BC.
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Fig 1. Potential sources of c-miRNAs for liquid biopsy in BC. The release of c-miRNAs from several sources
involved in cancer pathogenesis, such as primary tumor cells, metastatic cells and drug resistant cells, might be
useful as biomarkers. These c-miRNAs can be cell-free or being present inside EVs, and can be obtained using

the liquid biopsy based on blood analysis.

Several c-miRNAs have been described as useful
single biomarkers for BC diagnosis, and here we will
focus on the ones that were described by more than 2
studies. In addition, a complete list of the reviewed
miRNAs suggested as BC diagnosis biomarkers can be
found in Table L.

Cf-miRNAs in BC diagnosis. One of the first c-miRNA
studied as a BC biomarker was miR-195. A study by
Heneghan et al™® described its expression, together
with let-7a, as being significantly higher in whole

blood of BC patients compared to controls. Another
study from the same research gmup65 confirmed the
accuracy of miR-195 overexpression (area under the
curve [AUC] = 0.937; sensitivity =87.7%, specific-
ity =91%) to detect only BC patients in comparison
with a cohort constituted of patients with other types of
cancer and controls. Likewise, a remarkable overex-
pression (fold change = 11.9) of miR-195 in serum of
BC patients compared with controls was verified in
another study by Hagrass et al.” In addition, these
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authors also found significant increase in expression of
miR-10b and miR-153, as well as a significant downre-
gulation of miR-34a, in BC patients compared with
controls.'” Although another study from Mar-Aguilar
et al confirmed the overexpression of miR-10b in the
serum of BC palien[s,” Heneghan et al>® reported no
association of this miRNA with BC. Similarly, the lev-
els of miR-34a were also discrepant compared to the
results described by Eichelser et al” that showed a sig-
nificant up-regulation of this miRNA in BC patients.
Interestingly, a detailed analysis of these studies
revealed that both used reverse transcription quantita-
tive PCR (RT-qPCR), with similar cohort sizes, that is,
120 BC patients and 50 controls” vs 120 BC patients
and 32 CT.”

Notably, miR-155 has been described with a consis-
tent expression pattern, with most reports describing it
as an oncomiR due to its significant overexpression in
BC when compared with controls in serum '™ '+ 37+ 0 01
and plasma.”” According to Sun et al,”" this miRNA has
a high accuracy as a diagnostic tool, presenting an
AUC =0.801 (sensitivity =65.0%, specificity = 81.8%),
which is better than CA 15-3 (sensitivity = 4.9%, speci-
ficity =99.1%) and CEA (sensitivity =7.8%, specific-
ity =98.2%). Furthermore, the levels of this miRNA
showed a significant reduction in serum after surgery
and chemotherapy treatments, providing evidence that it
is secreted in cancer conditions. Only a few reports have
shown a non-significant differential expression of this
miRNA related to BC.” *°

Another c-miRNA that is frequently mentioned is
miR-21. This miRNA is also consistently overex-
pressed in BC patients compared to controls and has
been described as a good biomarker in serum, ' "
plasma,'” ** °” and plasma derived EVs.” Interest-
ingly, its expression has also been described as corre-
lated between tumor and plasma'” and between tumor
and serum.”’ The diagnostic accuracy for miR-21
varies from AUC=10.89 (sensitivity =79%, specific-
ity =85%)"" to AUC=0.929 (sensitivity =87.6%,
specificity = 87.3%),” with the latter study describing
a higher sensitivity even compared with 2 markers for
BC, CA 15-3 (22.5%) and CEA (15.7%).”

Although single c-miRNAs seem to present adequate
accuracy for detecting BC, several studies have sug-
gested that c-miRNAs panels can be even better as diag-
nostic biomarkers (Table II). Among the miRNA-
panels, the ones with higher values of accuracy were
from Mar-Aguilar et al'’ (AUC=0.987, sensitiv-
ity =97.6%, specificity = 100%), Shimomura et al’
(AUC=0.971, sensitivity = 97.3%, specificity = 82.9%),
and Cui et al ™' (AUC =0.971, sensitivity =96.7%, spec-
ificity = 97.2%).

Ozawaetal 47

Mar-Aguilar et al'’ screened the serum of BC patients
and controls from a Mexican population and found that a
panel constituted of miR-145, miR-155, and miR-332
have the best combinatory fit for diagnosis of BC. Con-
versely, the study from Shimomura et al”’ used a different
approach, collecting serum samples from patients with
BC, patients with other types of cancer, and patients with
benign disease. They also used non-cancer controls and
divided each group into training cohort and test cohort
(does not comprehend other types of cancer). The com-
parison identified a combination of 5 miRNAs (miR-
1246, miR-1307-3p, miR-4634, miR-6861-5p, and miR-
6875-5p), all of which were overexpressed in BC and
provided the best discrimination curve in both the training
cohort and the test cohort (AUC=0.8971; sensitiv-
ity =87.8%, specificity =78.5% in the test phase). This
approach has the advantage of selecting miRNAs specific
to BC conditions, excluding the miRNAs that might be
related to other cellular processes in cancer patients, such
as inflammation. Likewise, another innovative type of
analysis based on neural cascade modeling was adopted
by Cui et al” in order to reanalyze the dataset from the
previous study.” They found that a panel composed of 3
miRNAs — miR-1246, miR-6756-5p, and miR-8073 was
capable of diagnosing BC. As a result, this study demon-
strated that suitable modeling could reduce the number of
miRNAs required in a biomarker panel without
compromising prediction accuracy, which increases the
feasibility of using miRNA panels for BC early detection
as stage I tumors.

Recently, an enlightening study by Grimaldi and
Incoronato™ compared the sensitivity, specificity, and
consistent expression of miRNAs between tissue and
blood from several studies. Interestingly, they showed
that some of the most frequently observed c-miRINAs
associated with BC (miR-21, miR-155, miR-223, miR-
146a, miR-126, and miR-145) were the most nonspe-
cific BC-associated miRNAs. According to their find-
ings there are other c-miRNAs specifically associated
with early diagnosis of BC, but they were only reported
in one study. Importantly, the expression levels of
majority of miRNAs associated with BC, in tissue and
circulation (c-miRNAS), did not match, which draws
attention to the importance of further studies focusing
on selectively sorted miRNAs, such as EV-miRNAs.

EV-miRNAs in BC diagnosis. The pioneer study from
Hannafon et al”~ screened miRNAs enriched in exosomes
from BC cell lines and compared the levels of the more
abundant miRNAs in plasma-derived exosomes from
patients. Interestingly, they found a corresponding over-
expression of miR-21 and miR-1246 in these plasma
samples, making it the first study to suggest a panel of
EV-miRNA for BC diagnosis. Likewise, a recent study
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50 Orawaetal

from our group showed that a panel composed of
miR—142—5p, miR-320a, and miR—4433b—5p also
has an accuracy as BC biomarker (AUC of 0.8387, sensi-
tivity of 93.33% and specificity of 68.75%).”

Interestingly, Li et alI’” investigated the comparison
between cf-miRNAs and EV-miRNAs derived from
plasma, serum, tumor tissue, and controls. A 3-phase
study was performed, with the selection of 4 differen-
tially expressed miRNAs from plasma (miR-20b-5p,
miR-92a-2-5p, miR-106a-3p, and miR-106a-5p) and 4
differentially expressed miRNAs from serum (miR-
19b-3p, miR-20b-5p, miR-92a-3p, and miR-106a-5p).
All these c-miRNAs were overexpressed in BC, with
great potential to discriminate patients from controls,
presenting AUCs of (.889 (sensitivity = 82%, specific-
ity=79%) and 0.937 (sensitivity=87%, specific-
ity=89%), respectively. After the last phase, those
respective differentially expressed miRNA panels were
screened in tissue samples and exosomes from plasma
and serum (n=32 BC vs 32 CT). The comparison with
tissue samples showed that only 2 overlapping miR-
NAs (miR-20b-5p and miR-106a-5p) exhibited the
same pattern as the c-miRNAs. Primarily, the expres-
sion of exosomal miRNAs from plasma and serum was
concordant with the ones from cf-miRNAs, except for
the plasma-derived exosomal miR-20b-5p, which was
not statistically significant.

Taken together these studies show that there is poten-
tial for c-miRNAs as diagnosis biomarkers for BC. How-
ever, there is not a consensus about the best c-miRNA to
be used for this purpose yet. Some of the limitations that
can affect the consistency between studies will be further
discussed in the last topic of this article. Nonetheless, the
refinement on the approaches to study c-miRNAs, such
as analysis of selectively sorted EV-miRNAs, synergized
with the dissolution of the limitations associated to these
studies will allow for the identification of the best c-
miRNA signature for BC diagnosis.

Circulating miRNAs in BC prognosis. Parameters that
predict survival or risk of recurrence due to BC, regard-
less of treatment strategy, establish the patient’s prog-
nosis. The evaluation of how the disease will evolve is
based on parameters such as tumor grade, lymph node
status, hormonal receptors status, and presence of
metastasis. The study of the relationship among
miRNA levels in blood with survival and recurrence
aims to assess the potential use of these molecules as
prognostic biomarkers that can ultimately improve
patient’s survival (Table IIT).

cf-miRNAs and BC prognosis. The expression levels of
c-miRNAs obtained during patient follow up has been
cxplored as biomarkers to predict recurrence in BC. An
example is the study of Huo et al™ that observed the
expression levels of eleven cf-miRNAs between
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patients with and without recurrence and concluded
that seven miRNAs (miR-21-5p, miR-194-5p, miR-
205-5p, miR-375, miR-376¢-3p, miR382-5p, and miR-
411-5p) demonstrated a good discriminatory capacity
and could be used as recurrence biomarkers for both
hormonal positive and TNBC palicﬂts.“fi

Parameters as the presence of lymph node or distant
metastasis are associated with disease progression and
provide important information for prognosis evalua-
tion, influencing the therapeutic approach. Based
on this, researchers observed that levels of ¢-miR-
NAs'* #7 2% 8690 were related to metastasis in BC
patients. Roth et al™ showed that when the levels of
miR-10b, miR-34a, miR-141, and miR-155 were eval-
uated in serum of patients with primary and metastatic
BC, miR-10b, miR-34a, and miR-155 were signifi-
cantly different between metastatic patients and con-
trols.™ Interestingly, patients with advanced tumors
(T3 or T4 stages) had higher levels of miR-34a. There-
fore, this study provided evidence that these tumor-
associated c-miRNAs are related to tumor progression
in BC patients. Similarly, Eichelser et al®® observed
different serum levels of miR-17 and miR-155 between
BC patients with and without metastasis. This study
also found an increased level of miR-373 in HER2-
tumors as well as lower levels of miR-17 and miR-34a
in tumors with PR+/ER—.

Another parameter that influences prognosis is sub-
type classification of BC patients. This classification is
based on immunohistochemistry and molecular param-
eters, with more aggressive subtypes such as TNBC
and HER2+ being associated with poor prognosis,
while luminal A and B present a better prognosis.”’
Therefore, many studies focus on evaluating ¢-miR-
NAs levels mainly in TNBC tumors.”” "> ¥ Consider-
ing that TNBC has the worst prognosis among BC
subtypes, with early tumor recurrence and poor out-
come,”’ finding a prognostic biomarker for TNBC
patients would allow the establishment of optimized
treatment regimens that could promote patient’s sur-
vival. Therefore, Sahlberg et al”™* proposed a 4 miRNA
signature in serum (miR-18b, miR-103, miR-107, and
miR-652), capable of predicting recurrence and poor
overall survival (OS) in TNBC patients, showing a
significant prognostic value when analyzed together.
Consequently, patients with high expression of 2 or
more miRNAs from the signature showed decreased
relapse-free survival and OS. Similarly, Madhavan
et al” proposed a prognostic miRNA panel template
(PROMPT) with a mix of 16 c-miRNAs associated
with OS and recurrence-free survival. Therefore, the
combined analysis of c-miRNAs levels can establish
a miRNA panel signature, consequently increasing
the reliability when assessing patient prognosis,
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Table lll. c-miRNAsrelated with prognosis and treatment in BC
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miRNAs Source Association Method Reference
Extracellular vesicles
Prognosis
miR-9 cell culture metastasis, tumor growth RT-gPCR (88)
mik-10b cell culture Induces cell invasion RT-gPCR (110)
mik-16 cell culture anfiangiogenic effect RT-gPCR a1
miR-17-5p*, miR-18a-5p°, serum recurrence miRNA array analysis 84)
miR-20b-5p*, MiR-290-3p*,
miR-23-5p*, miR-124-3p,
miR-130a-3p", MIR-195-
5p*, miR-338-3p, mikR-340-
5p, miR-486-5p*
mikR20b-5p. miR-92a-2-5p. plasma/serum tumor grade, ER and HER2 RT-gPCR (58)
miR-106a-3p, miR-106a-5p status
miR-21-5p, miR-143-3p, miR-  cell culture cancer progression, epithe-  RT-gPCR (112)
378e licl-mesenchymal
fransition
miR-21, miR-105,miR-222 serum metastasis, subtype, PRsta-  RT-gPCR (113)
tus, fumor size
miR-141, miR-200c plasma metastasis Nest-qPCR (B9)
miR-142, miR-150-5p. miR- serum subtype RT-gPCR (75)
320a, and miR-4433b
miR-142, miR-320a serum tumor size < 20mm RT-gPCR (75)
miR-142*, miR-150-5p* serum advanced stage RT-gPCR (75)
miR-165 plasma tumor initiation Nest-gPCR (114)
miR-200 serum metastasis RT-gPCR 87)
miR-503* cell culture decreased cell proliferation  RT-gPCR (115)
and invasion
miR-770 cell culture metastasis in TNBC RT-gPCR (88)
miR-1246 serum promotes cell proliferation RT-gPCR (114)
and invasion
Therapy
miR-17, miR-30a, miR-100, cell culture drug resistance (adriamy- microarray and RT-gPCR (102
miR-222 cin, docetaxel)
miR-20a, miR-23a, miR-24, cell culture drug resistance microarray and RT-gPCR 117y
miR-149, miR-222 (adriamycin)
miR-21 serum neoadjuvant therapy RT-gPCR (113)
miR-21, miR-23a, miR-29a, cell culture drug resistance (docetaxel) RT-gPCR (101)
miR-196a miR-222, miR-
452, miR-1246
miR-29a, miR-222 cell culture drug resistance (adriamy- RT-gPCR (104)
cin, docetaxel)
miR-134", miR-370", miR- cell culture drug sensitivity TagMan Low-Density Assays  (118)
376c*, miR-889" (TLDA), gPCR
miR-138-5p. miR-210-3p, cell culture drug resistance (epirubicin,  RT-gPCR (103)
miR-423-5p. miR-574-3p, docetaxel, vinorelbine)
miR-3178, miR-4258, miR-
4298, miR-4443, miR-
6780b-3p, miR-7107-5p,
miR-744-5p, miR-7847-3p
miR-221, miR-222 cell culture drug resistance (famoxifen)  RT-gPCR (40, 99)
miR-222 cell culture drug resistance LNA-ELF-FISH (106, 107)
(adriamycin)
miR-503* cell culture antiftumor response to neo-  RT-gPCR (115)
adjuvant chemotherapy
miR-770 cell culture chemo-rasistance in TNBC RT-gqPCR (88)
miR-1246 serum resistance RT-gPCR 114)
Cell-free
Prognosis
miR-10b, miR-34a, miR-141,  serum tumor progression RT-gPCR 63)

miR-155

(continted )
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miRNAs Source Association Method Reference
miR-125b serum chemoresistance RT-gPCR (130)
miR-155 serum therapy RT-gqPCR (64)
miR-155", miR-1817, miR-24",  serum therapy and surgical RT-gPCR 57)
miR-19a* resection
miR-205, miR-19a serum drug resistance (epirubicin,  RT-gPCR (109)
paclitaxel) in luminal A
miR-210 plasma, cell culture  trastuzumab resistance, RT-gPCR (26)
surgery
miR-221 plasma neoadjuvant RT-gPCR (131)
chemotherapy
miR-451 serum, cell culture  neoadjuvant chemother- RT-gPCR (108)
apy resistance (epirubicin,
docetaxel)
miR-3656%, miR-21-5p*, miR- plasma surgery and treatment microarray and RT-gPCR (132
505-5p*
mMiR-5698, miR-8089 serum OS (eribulintreatment) rmicroarray (128)

Abbreviations. ddPCR, droplet digital PCR, DFS, disease-free survival: PR, progesterone receptor. EMI, epithelial-mesenchymal transition; ER.
estrogen receptor; nest-PCR, nested PCR; C&: overall survival: RT-gPCR, reverse transcription guanttative polimerase chain reaction; TMBC, tri-

ple negative breast cancer.
miRNAs downregulated.

which can assist during the decision of the therapeu-
tic approach.

EV-miRNAs and prognosis. The use of EV-miRNAs as
biomarker for recurrence has been described in the
study of Sueta et al™ that analyzed tumor tissue and
the levels of EV-miRNAs in patients with and without
recurrence events. The study showed 11 differentially
expressed EV-miRNAs between these groups, with 4
(miR-17-5p, miR-93-5p, miR-130a-3p, and miR-340-
5p) being significantly associated with recurrence.

There are several EV-miRNAs associated with
increase in cell motility and metastasis, such as miR-
10b,'" miR-200,"" miR-200c, and miR-141. miR-
770,"" miR-21, miR-378, miR-378¢, and miR-143,'"”
In patients, evidence has shown that levels of certain
EV-miRNAs are enriched in BC metastatic patients
compared to control, such as miR-21 and miR-105."""
However, only the study of Zhang et al® suggest the
use of the EV-miRNAs miR-200c¢ and miR 14 as early
biomarkers for metastasis.””

EV-miRNAs have also been associated with BC sub-
types. Our group showed that higher expression of the
EV-miRNAs panel miR—142—5p and miR—320a dis-
tinguished controls vs luminal A  patients
(AUC=0.9410 with 100% sensitivity and 93.80% spec-
ificity, for cutoff value of 0.087).” Interestingly, the
expression level of miR-150-5p discriminated with
accuracy LA and TNBC subtypes (AUC = 0.8667, sensi-
tivity of 80% and specificity of 75%, for a cutoff of
39.380). Additionally, lower expression levels of
miR—142—5p and miR—150—5p were associated with
advanced tumor grades, while tumors smaller than

20 mm were associated with higher levels of
miR—142—5p and miR—320a.”

The number of studies providing evidence for the
use of c-miRNAs signatures as prognostic biomarkers
is increasing. Although no consensus has been reached
so far, impairing the translation to the clinical setting,
c-miRNAs represent a strong candidate for biomarkers
during patient’s follow-up. One of the reasons is due
to their synchronous alteration with parameters
(i.e., metastasis) that could be easily detected during
patient’s follow-up.

Circulating miRNAs in BC treatment. The treatment
approach is based on subtype, tumor stage, and other
clinical-histopathological parameters, also considering
patients overall health and personal preferences.
Importantly, therapy follow-up is essential to observe
patient response and recurrence events. In this context,
liquid biopsy is an interesting tool to be used in person-
alized medicine, allowing physicians to choose the best
therapy approach based on each patient’s tumor sub-
type and unique characteristics. This minimally inva-
sive method can also be performed several times over
the course of the treatment. This is important because
the follow-up of c-miRNAs signature could identify
metastasis or recurrence before other clinical observa-
tions, providing chances to adjust the therapeutic
approach in order to increase patient’s survival.

Remarkably, levels of blood biomarkers have already
been associated with therapy response, drug resistance,
and survival. In this context, chemotherapy has been
described to increase c-miRNA concentration in the
blood of BC patients,” *” In the same way, several stud-
ies (Table II) have demonstrated the relationship
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between the levels of a diverse group of c-miRNAs with

: : o :
response and resistance to tamoxifen,"” " doxorubi-
. () -1k ser e 5 4 . 02, 10k
cin,"", docetaxel,'”" "™ dovitinib,'™ adriamycin,'"* '"*

7 . £ . i 3, 108 ]
106 107 vinorelbine,'" epirubicin' ™ "% '™ trastuzumab,

or lapatinib, o

Cf-miRNAs in treatment. Gezer et al”~ showed that
plasma levels of cell-free miR-21, miR-195, and miR-
221 are affected by neoadjuvant chemotherapy, espe-
cially in early-stage tumors. Another parameter that can
affect response to therapy is BC subtype, and the classi-
fication of subtype based on c-miRNAs levels can direct
the decision to the correct treatment approach. A study
showed that serum levels of cell-free miR-19a and miR-
205 may predict the sensitivity of Luminal A to neoadju-
vant treatment with epirubicin plus paclitaxel."”” The
authors analyzed serum of 68 BC patients that received
this neoadjuvant chemotherapy, observing an increase
in the levels of these cf-miRNAs in resistant patients
compared with sensitive patients. Likewise, Muller et
al”’ investigated cell-free miR-21, miR-210, and miR-
373 in the serum of HER2+ patients treated with trastu-
zumab or lapatinib regimes. They found that the levels
of these miRNAs were significantly increased in patients
before and after neoadjuvant therapy in comparison with
controls. Interestingly, miR-21 increase was associated
with poor OS independently of therapy regimen, and
miR-373 overexpression was associated with advanced
tumor stages.

EV-miRNAs in treatment. The altered expression of
miRNAs has also been reported in EVs for miR-21 and
miR-221/222 which were associated with neoadjuvant
chemotherapy, and tamoxifen-resistance in ER+,
respectively.’” " '"! Likewise, Zhong et al'’™ evalu-
ated miRNA levels present in EVs in patients that
received chemotherapy with vinorelbine, docetaxel,
and epirubicin. They found twelve up-regulated miR-
NAs (miR-138-5p, miR-210-3p, miR-423-5p, miR-
574-3p, miR-744-5p, miR-3178, miR-4258, miR-4298,
miR-4443, miR-6780b-3p, miR-7107-5p, miR-7847-
3p) after preneoadjuvant chemotherapy that might indi-
cate drug resistance in patients with BC (Table III).
Therefore, chemotherapy seems to influence c-miRNA
levels and interestingly, it is also frequently associated
with drug resistance.

Drug resistance is the main challenge in cancer treat-
ment, especially because many BC patients develop
resistance at some point despite the use of the broad
spectrum of drug combinations. Notably, alteration in
the levels of c-miRNAs seems to be correlated with
drug resistance. In this context, liquid biopsy based on
c-miRNAs would allow a direct and frequent monitor-
ing of patient’s treatment response using blood bio-
markers that can help to identify drug resistance,
consequently leading to improvement in OS.
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Limitations and perspectives. The use of a liquid biopsy
based on ¢-miRNAs for clinical purpose shows great
potential. However, there are several limitations hindering
the translation to clinical setting. Some of the challenges
faced in this area include differences in the cohort size,
collection, type of sample, processing, isolation, quantifi-
cation, and analysis of c-miRINAs. A brief analysis of all
the studies mentioned in this review (Tables I-111) suffices
to identify these differences, which can be the source of
variation among the identified c-miRNA and have been
reviewed by many,” 1441

In the analysis of all these studies it is noticeable that
only a few of them have a cohort size larger than 100
patients and control' " ' ©'- 7> ™ and they do not have
a significant c-miRNA overlap. There are several imi-
tations that can account for these variations, such as
the type of sample (whole blood, plasma, or serum)
and their quantity and quality influence the study’s out-
come.'” Additionally, processing time prior to the
RNA extraction is crucial and must be performed
within a few hours after collection. Importantly, the
delay can alter c-miRNA profile and lead to incorrect
interpretation, but the processing time is usually not
provided by majority of studies.""” Currently, there are
commercially available PAXgene Blood RNA Tubes
which stabilize RNAs immediately upon collection,
minimizing alteration in profiles. Considering the high
cost of the implementation of these tubes in a clinical
setting, their routine use is uncertain. Another font of
variation is the isolation method, which can be specific
for EV-miRNAsg (eg, exaosomes and microvesicles) or
for recovery of all types of c-miRNAs together. Ini-
tially, the studies used phenol-based and column-based
methods that recover total c-miRNA from whole blood,
serum, and plasma, which consequently included EV-
miRNAs.'*" Nevertheless, the interest in EV-miRNAs
has been increasing and appropriate techniques such as
differential centrifugation followed by ultracentrifuga-
tion and/or density gradient have been described, as
well as precipitation and size-exclusion chromatogra-
phy methods are also being used.'*" Interestingly, the
sorting of EV-miRNAs seems to be selective and
although it has not been described for BC, the potential
of EV-miRNAs as biomarkers for other types of cancer
has been addressed. ™ **

Currently, there are several approaches used to quan-
tify c-miRNAs, such as microarray, reverse transcription-
quantitative PCR (RT-gPCR), digital PCR, and next-gen-
eration sequencing. RT-gPCR is the gold standard
method to quantify small amounts of c-miRNA, exhibit-
ing good sensitivity, reproducibility, and accuracy.
Another suitable technique is digital PCR, which seems
suitable to quantify low-abundant targets, with no need
for external calibrators and standard curves. However,
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this technique requires many samples and is unable to
identify novel unannotated miRNAs. Conversely, RNA-
Seq can detect both annotated and unannotated
miRNAs and is sensitive, being able to distinguish isomiRs
(i.e., miRNAs isoforms). The disadvantages of RNA-seq
are the requirement of large amounts of RNA input, of
time-consuming protocol, of being more expensive com-
pared with other methods, and the extended need of bioin-
formatics tools. Usually, microarray and next-generation
sequencing approaches are used to perform an initial
screening and obtain profiles of c-miRNAs, while RT-
qPCR and digital PCR are used to validate levels of some
previously selected miRNAs.' 71

As mentioned before, the choice of the quantification
and post analysis methods can influence the detected
levels of ¢c-miRNAs in liquid biopsy and consequently
the interpretation of the results. Few studies show an
overlap of miRNAs even when they use a similar
approach, with some describing discrepancy in the
expression status (up or downregulated) of the same
miRNA among studies. This discordance can be related
to cohort size, different methods used for sample collec-
tion, extraction and quantification steps, and postanalyti-
cal approaches. For example, the analysis of the
expression level of miR-155 among studies seems dis-
cordant,*® 4% 7 60, 62:64. 95 134 A deep analysis of the
methodological approaches shows that most of the stud-
ies used RT-gPCR to evaluate c-miRNAs in cell-free
serum/plasma but adopted different endogenous control.

The normalization step for RT-qPCR analysis
requires the quantification of an endogenous control to
compare with the expression levels of the target miRNA.
However, the choice of the best endogenous control is
always challenging. This happens mostly because circu-
lating miRNAs levels vary according to physiological or
pathological states. This is the main reason why they are
important for liquid biopsy. but also a key fact that
makes the choice of stable endogenous controls chal-
lenging. An alternative is to analyze a sample group to
find the most stable miRNA and use it as the endoge-
nous control in subsequent analysis. Another strategy is
to search in the literature for possible endogenous con-
trol, such as RNUs (eg, RNU44 and RNU48), also
known as small nucleolar RNAs (SNORD); miRNAs
that were used in previous studies (let-7a, miR-16, miR-
21, for example); or external controls (eg, cel-miR-39),
which are added during the RNA extraction step. Addi-
tionally, it is important to consider the biology of each
disease, since some mMIRNAs can exhibit different
expression levels according to the wmor type, making
the result comparison among studies challenging.' ™'

This scenario hinders the establishment of a useful c-
miRNA biomarker, which is why it is necessary to
establish guidelines to enhance the standardization of

Translational Research
September 2020

c-miRNA processing and analysis, in order to increase
the confidence on c-miRNAs biomarkers. Neverthe-
less, many c-miRNAs have been investigated in some
clinical trials, but the majority have not published any
results so far (Table IV). One of the studies with pub-
lished results was the NeoALTTO clinical trial, in
which c-miRNAs were screened and evaluated as
potential biomarkers to predict HER2-targeted therapy.
In this study, the researchers identified a panel of four
c-miRNAs significantly associated with pathologic
complete response in the testing set. This result associ-
ated to the findings of Mar-Aguilar et al'’ show that
panels of c-miRNAs have an increased sensitivity and
specificity, when compared to individual c-miRNAs.
Interestingly, this signature was able to distinguish
patients with the distinct therapeutic regimen (lapati-
nib, trastuzumab, and lapatinib plus trastuzumab), cor-
roborating findings that showed changes in c-miRNAs
after chemotherapy treatment.”®

The introduction of liquid biopsy based on c-miRNA
in clinical routine will combine the current approaches
for diagnosis, prognosis, and therapy in BC. One of the
main contributions that c-miRNAs can bring to clinical
sefting is the minimally invasive follow-up that can
identify drug resistance, contributing to the reduction
of morbidity and mortality and, improving survival.

CONCLUSION

Breast cancer is a heterogeneous disease and exhibits
different characteristics that can be identified with the
use of c-miRNAs. Here, we described the state of the
art of liquid biopsy based on c-miRNAs as biomarkers
for diagnosis, prognosis, and therapy for BC. There has
been a noticeable increase in the number of studies
suggesting new miRNAs, with different combinations,
as well as innovative technologies that can improve the
accuracy of c-miRNAs as BC biomarkers. Although
significant progress has been made, there is still no
consensus on the use of specific c-miRNAs, or c-miR-
NAs panels, as BC biomarkers.

All these variations may be caused by different sour-
ces of c-miRNAs (cell-free, EVs), derived from whole
blood, serum, or plasma, as well as by differences in
the isolation methods, platforms used to analyze these
miRNAs, and the statistical analysis. Nevertheless,
through this review we have provided evidence that c-
miRNAs indeed have potential to be used as bio-
markers in several aspects of BC, such as biomarker,
prognosis, and therapy. The translation to clinical set-
ting can be achieved through standardization of the
methodologies used to access c-miRNA levels. In con-
clusion, liquid biopsy shows huge potential and comes
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to support current strategies incrementing diagnosis,
prognosis, and follow-up, contributing to the develop-
ment of personalized and precision medicine in BC.
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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
(5933.3) within a long non-coding RNA host gene (MIR3142HG), while miR-146b is
transcribed from MIR7146B founded in an intergenic region of chromosome 10
(10924.32) (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-kB, 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-gPCR, microarray, sequencing). Thereby 100
articles were selected and used to perform this review.
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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 mMRNA 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 Il (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. lts 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, itis 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-kB - IRAK1
— TRAFs

MiR-146a has been demonstrated to negatively regulate NF-kB activity by
downregulating IRAK1 and TRAF6 (Bhaumik et al., 2008). Furthermore, EGFR-
mediated activation of NF-kB has been proposed to be important in the proliferation
and survival of EGFR overexpressing tumor cells (Shostak and Chariot, 2015).

The nuclear factor-kB (NF-kB) 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-kB pathway
contribute to tumor progression, which can be mediated by miRNAs. MiR-146a, as well
as miR-19 and miR-205, can reduce NF-kB pathway activity (Tanic, 2011).
Additionally, miR-146a targets also TRAF6 and IRAK1, two NF-kB 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-kB pathway. Besides that, IRAK1 is also a downstream factor in the Toll-Like
Receptor signaling, another way to activate the NF-kB, 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 TRAFG6, 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-kB, 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-kB 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-kB 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-kB 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-kB pathway. However,



studies also demonstrate the miR-146a expression and suppression of NF-kB 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- kB through interaction with RelA/p65 and
inhibition of IkBa 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-kB 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-B signaling pathway (Khawaled, 2020), related to
differentiation, migration, apoptosis, and extracellular matrix deposition. TGF-[3-
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-kB
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-kB 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-kB 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
TAMSs. 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 fiboroadenoma and adjacent cancer tissues.
Besides, some associations with clinical characteristics were shown, such as negative
status of ER/PR/HERZ2, tumor size > 2cm, Ki-67 index = 20%, positive distant/lymph
node metastasis, advanced stages llI-IV and, basal-like molecular phenotype. Some
miR-146a targets previously mentioned here lead to suppressing either NF-kB-
dependent tumor growth or expression of NF-kB target genes such as interleukins (IL-
1B, 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 (Zn2p) 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 HER?2 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
HER?2 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).
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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

Noés, Prof?. Dra. Enilze Maria de Souza Fonseca Ribeiro, Prof® Dr. Cicero
de Andrade Urban, Prof? Dra. Danielle Malheiros Ferreira, Prof? lice Mara de Syllos
Colus e Me. Patricia Midori Murobushi Ozawa, responsaveis pelo projeto que sera
executado pelo Laboratério de Citogenética Humana e Oncogenética, da
Universidade Federal do Parana, convidamos o(a) senhor(a), a participar de um
estudo intitulado “/dentificacdo de biomarcadores de diagndstico e progndstico por
metodos ndo invasivos em portadores de carcinomas primarios de mama e de
prostata”, na qualidade de individuo controle.

Biomarcadores s&do moléculas presentes no organismo de individuos com
uma condicdo especifica (neste caso, cancer de mama ou de préstata) e que
permitem realizar a sua distincdo de individuos livres dessa condicdo. A
identificacdo destas moléculas permite o desenvolvimento de novas formas de
diagndstico ndo invasivo, ou seja, em que n&o € necessaria uma bidpsia do tumor,
0 que pode favorecer a detecgéo precoce da doenga. Além do diagnédstico precoce,
a identificagao destes biomarcadores pode também, no futuro, auxiliar os médicos
responsaveis a categorizar melhor o tipo de cancer de cada paciente e desta forma
decidir com maior precisao o tipo de tratamento.

Sendo assim, o objetivo deste trabalho é identificar biomarcadores
presentes no soro de pacientes com cancer de mama e proéstata, que sejam
capazes de auxiliar no diagnéstico, classificacdo, tratamento e prognéstico. E
importante ressaltar que este grupo realiza pesquisa basica, sendo que os dados
obtidos a partir deste estudo serdo dados preliminares e que nao serao
imediatamente implementados na clinica. Para que esses biomarcadores sejam
implementados ha a necessidade de estudos adicionais € comprovacgao de sua
eficacia pela comunidade cientifica. Portanto, ndo ha beneficio imediato aos
pacientes e tampouco risco de identificacao genética de qualquer natureza.

Caso vocé decida participar da pesquisa, € necessario ter mais de 18 anos,
nao possuir histérico pessoal de cancer e nem suspeita familiar de cancer
hereditario e sera necessariopermitir a coleta de aliquota de sangue (1 tubo de
soro de 8ml), bem como conceder informacdes a respeito da sua idade, e
condigdes de saude (se possui outro algum tipo de doenga como diabetes e
doencas autoimunes) e se esta fazendo uso de medicamento de uso continuo.

Essas amostras serdo obtidas momentos apdés a abordagem médica
durante a acompanhamento de consulta a um paciente ou mediante voluntariado,
0 que nao levara mais do que 10 minutos. E possivel que vocé experimente algum



desconforto, principalmente relacionadoao local de onde sera retirado o sangue.
E possivel que surja uma mancha arroxeada no local da introducdo da agulha,
mas ela desaparecera ao longo dos dias, mas se o(a) senhor(a) desejar podeser
aplicada uma pomada no local para facilitar o desaparecimento da mancha. O
material obtido, sangue periférico (obtido por pungdo venosa), sera utilizado
unicamente para essa pesquisa e seraconsumido inteiramente durante o estudo.

Os beneficios esperados com essa pesquisa incluem o desenvolvimento de
métodos nao invasivos (sem necessidade de bidpsia) de identificagdo precoce de
individuos com cancer de mama e proéstata, ou que classifiquem melhor os
pacientes dentro de subgrupos, contribuindo parao direcionamento do tratamento.
Esclarecemos que embora seja uma pesquisa genética, as informagdes que serao
obtidas nao se constituem em parametros hereditarios e ndo sédo transmitidos para
futuras geragdes, portanto ndo ha necessidade de aconselhamento genético nem
de outro tipo de preocupacgao ou cuidado.

Os pesquisadores responsaveis por este estudo poderao ser localizados no
Laboratério de Citogenética Humana e Oncogenética, sala 25, da Universidade
Federal do Parana, Campus Politécnico, Av. Coronel Francisco Heraclito dos
Santos, 210, fone (41) 3361-1728, no horario das 9h as 17h (ou a qualquer
momento no e-mail eribeiro@ufpr.br) para esclarecer eventuais duvidas que o (a)
senhor(a) possa ter e fornecer-lhe as informagdes que queira, antes, durante ou
depois de encerrado o estudo.

A sua participacao neste estudo é voluntaria e se o(a) senhor(a) ndo quiser
mais fazer parte da pesquisa podera desistir a qualquer momento e solicitar que
lhe devolvam este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido assinado.

As informacbes relacionadas ao estudo poderdo ser conhecidas por
pessoas autorizadas, como o pesquisador responsavel, o0 médico e a aluna de
pos-graduacado envolvida na pesquisa. Noentanto, se qualquer informacgao for
divulgada em relatério ou publicagao, isto sera feito sob forma codificada, para que
a sua identidade seja preservada e mantida sua confidencialidade.Quando os
resultados forem publicados, ndo aparecera seu nome, e sim um codigo.

As despesas necessarias para a realizacdo da pesquisa, como o transporte
do material biologico do hospital até a universidade e todos os reagentes utilizados
durante a pesquisa, ndo sao de sua responsabilidade e o(a) senhor(a) nao
recebera qualquer valor em dinheiro pela sua participagao.

Se tiver duvidas sobre seus direitos como participante de pesquisa, pode
contatar também o Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos (CEP/SD)
do Setor de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Parana, pelo telefone
3360-72509.

Eu, li  esse Termo de
Consentimento e compreendi a natureza e objetivo do estudo do qual concordei
em participar. A explicacdo que recebi menciona os riscos e beneficios. Eu entendi
que sou livre para interromper minha participacdo a qualquer momento sem
justificar minha deciséo e sem qualquer prejuizo para mim.




Eu concordo voluntariamente em participar deste estudo.

Curitiba, de de

[Assinatura do Participante de Pesquisa ou Responsavel Legal]

[Assinatura do Pesquisador Responsavel ou quem aplicou o TCLE]

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO — PACIENTE

Nos, Prof?. Dra. Enilze Maria de Souza Fonseca Ribeiro, Prof° Dr. Cicero
de Andrade Urban, Prof? Dra. Danielle Malheiros Ferreira, Prof? lice Mara de Syllos
Colus e Me. Patricia Midori Murobushi Ozawa, responsaveis pelo projeto que sera
executado pelo Laboratério de Citogenética Humana e Oncogenética, da
Universidade Federal do Parana, convidamos a senhora, paciente com historico
pessoal de cancer de mama a participar de um estudo intitulado “Identificagdo
de biomarcadores de diagnostico e prognostico por métodos néo invasivos em
portadores de carcinomas primarios de mama e de prostata”.

Biomarcadores s&o moléculas presentes no organismo de individuos com
uma condicao especifica (neste caso, cancer de mama) e que permitem realizar a
sua distingao de individuos livres dessa condicao. A identificagao destas moléculas
permite o desenvolvimento de novas formas de diagndstico ndo invasivo, ou seja,
em que nao € necessaria uma biopsia do tumor, oque pode favorecer a detecgao
precoce da doenca. Além do diagnostico precoce, a identificacdo destes
biomarcadores pode também, no futuro, auxiliar os médicos responsaveis a
categorizar melhor o tipo de cancer de cada paciente e desta forma decidir com
maior precisao o tipo de tratamento.

Sendo assim, o objetivo deste trabalho é identificar biomarcadores
presentes no soro de pacientes com cancer de mama e préstata, que sejam
capazes de auxiliar no diagnéstico, classificacdo, tratamento e prognéstico. E
importante ressaltar que este grupo realiza pesquisa basica, sendo que os dados
obtidos a partir deste estudo serdo dados preliminares e que nao serao
imediatamente implementados na clinica. Para que esses biomarcadores sejam
implementados ha a necessidade de estudos adicionais € comprovacao de sua



eficacia pela comunidade cientifica. Portanto, ndo ha beneficio imediato aos
pacientes e tampouco risco de identificacdo genética de qualquer natureza.

Caso vocé decida participar da pesquisa, € necessario ter mais de 18 anos
e sera necessario permitir a coleta de aliquotas de sangue (1 tubo de soro de
8ml), bem como conceder permisséo para consulta de seu prontuario e resultados
de exames. As informagdes que serdo consultadas serdo: idade, grau do tumor,
tamanho do tumor, presenga ou auséncia de metastases em linfonodos ou a
distancia.

Essas amostras serdo obtidas momentos antes da cirurgia para retirada do
tumor e, para alguns pacientes que serao selecionados apds as primeiras analises,
ap6s alguma consulta médica de retorno, o que nao levara mais do que 10
minutos. E possivel que vocé experimente algum desconforto, principalmente
relacionado ao local de onde sera retirado o sangue. E possivel que surja uma
mancha arroxeada no local da introdugdo da agulha, mas ela desaparecera ao
longo dosdias, 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 pungao venosa), sera utilizado unicamente para essa pesquisa e sera
consumido inteiramente durante o estudo.

Os beneficios esperados com essa pesquisa incluem o desenvolvimento de
métodos ndo invasivos (sem necessidade de bidpsia) de identificagdo precoce de
individuos com cancer de mama e prostata, ou que classifiquem melhor os
pacientes dentro de subgrupos, contribuindo parao direcionamento do tratamento.
Esclarecemos que embora seja uma pesquisa genética, as informagdes que serao
obtidas nao se constituem em parametros hereditarios e ndo s&o transmitidos para
futuras geracgdes, portanto ndo ha necessidade de aconselhamento genético nem
de outro tipo de preocupacgéo ou cuidado.

Os pesquisadores responsaveis por este estudo poderao ser localizados no
Laboratério de Citogenética Humana e Oncogenética, sala 25, da Universidade
Federal do Parana, Campus Politécnico, Av. Coronel Francisco Heraclito dos
Santos, 210, fone (41) 3361-1728, no horario das 9h as 17h (ou a qualquer
momento no e-mail eribeiro@ufpr.br) para esclarecer eventuais duvidas que o (a)
senhor(a) possa ter e fornecer-lhe as informagdes que queira, antes, durante ou
depois de encerrado o estudo.

A sua participagao neste estudo € voluntaria e se a senhora ndo quiser mais
fazer parte da pesquisa podera desistir a qualquer momento e solicitar que Ihe
devolvam este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido assinado.

As informacdes relacionadas ao estudo poderdo ser conhecidas por
pessoas autorizadas, como o pesquisador responsavel, o médico e a aluna de
pos-graduacado envolvida na pesquisa. Noentanto, se qualquer informacgao for
divulgada em relatério ou publicagao, isto sera feito sob forma codificada, para que
a sua identidade seja preservada e mantida sua confidencialidade.Quando os
resultados forem publicados, n&o aparecera seu nome, e sim um codigo.

As despesas necessarias para a realizacdo da pesquisa, como o transporte
do material biologico do hospital até a universidade e todos os reagentes utilizados



durante a pesquisa, ndo sao de sua responsabilidade e a senhora ndo recebera
qualquer valor em dinheiro pela suaparticipagao.

Se tiver duvidas sobre seus direitos como participante de pesquisa, pode
contatar também o Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos (CEP/SD)
do Setor de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Parana, pelo telefone
3360-7259.

Eu, li  esse Termo de
Consentimento e compreendi a natureza e objetivo do estudo do qual concordei
em participar. A explicacdo que recebi menciona os riscos e beneficios. Eu entendi
que sou livre para interromper minha participagcdo a qualquer momento sem
justificar minha decis&o e sem qualquer prejuizo para mim.

Eu concordo voluntariamente em participar deste estudo.

Curitiba, de de

[Assinatura do Participante de Pesquisa ou Responsavel Legal]

[Assinatura do Pesquisador Responsavel ou quem aplicou o TCLE]



ANEXO 2 — PROTOCOLO DO PROCESSO DE TRANSFEGAO EM CELULAS DE
CANCER DE MAMA

Ressuspensdo do mimic comercial:

1. Limpar muito bem o fluxo laminar com alcool 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 circulagéo
do ar;

4. O kit € composto por um tubo com o mimic vem liofilizado (5 nmoles) e
um tubo de agua para a diluigéo;

5. Centrifugar o tubo do mimic por 5 minutos a 1500rpm antes de
ressuspender.

6. Ressuspender o mimic em 50 pL de agua do kit. Esse sera o ESTOQUE
ORIGINAL (100uM/L ou 100pmoles/uL);

7. Congelar por, no minimo, 24 horas em -20°C;

8. No dia seguinte, realizar o mesmo procedimento para preparar a
ALIQUOTA DE USO;

9. Para isso deve-se pegar 5 yL do ESTOQUE ORIGINAL e adicionar em
45 pL de agua do kit (10uM/L ou 10pmoles/uL).

e Em uma placa de 6 pogos serdao usados 4 pogos sendo um para o mimic,
controle negativo (CT-), controle da Lipofectamina (Lipo), e controle das células
sem tratamento (ST).

e Tubo para diluicdo da Lipofectamina: Lipofectamina + Opti-MEM

1. Calcular para 1x + 20%;

2. Adicionar: 6 pL de Lipofectamina (5 pl + 20%) em 150 yL de meio Opti-
MEM (125 ul + 20%);

3. Incubar por 5 minutos a temperatura ambiente.

e Tubo para diluicdo do mimic miRNA e Controle negativo: mimic/controle + Opti-
MEM

1. Calcular para 1x + 10%;

2. Fazer os tubos:



Tubo mimic: 2,75 yL de mimic miRNA (2,5 + 10%) em 137,5 yL 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 a temperatura ambiente.

e Tubo final: mimic miRNA/CT- + Opti-MEM + Lipofectamina

1. Adicionar 137,5uL da Lipofectamina diluida em Opti-MEM nos tubos
referentes aos pocos da placa;

2. Incubar por 20 minutos a temperatura ambiente.

¢ Na placa:

a bk~ wnh =

Na placa adicionar 750 pl de células em todos os pogos a serem usados;
Adicionar 250 pl do tubo final (mimic/CT- + Lipofectamina + Opti-MEM);
O volume final de cada pogo sera de 1 mL;

Incubar por 4h na estufa (37°C, 5% COz);

ApOs esse periodo de incubacgao, retirar o sobrenadante com e adicionar
2 mL de meio DMEM com antibidtico retornando a placa para a estufa.

e Coleta das células: Coletar as células nos tempos de 48h e/ou 72h apds a

transfecccao do mimic miRNA.

1.

© N o o bk~ Wb

Retirar com cuidado o sobrenadante;

Lavar com 2 mL de PBS;

Adicionar 500 pl de tripsina;

Incubar 3 minutos na estufa;

Adicionar 500 pl meio DMEM,;

Retirar o sobrenadante e transferir para um tubo;
Centrifugar por 4 minutos a 1500 rpm;

Adicionar 1 mL de Trizol e guardar obotdo de células para posterior
extracdo de RNA;

9. Adicionar 2 mL de DMEM nos pocos e devolver a placa na estufa;

Apos 24h repetir todo esse processo de coleta.



ANEXO 3 - PROTOCOLO DO ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR

e ApOs processo de transfeccgao, desaderir as células e realizar a contagem;

e Em uma placa de 96 pocos adicionar 2.000 células em um volume de 100 ul para
cada pogo a ser usado (quintuplicata);

e Adicionar 10% do volume do poco de Resazurina no dia da leitura e deixar a
placa 4h na estufa;

e Realizar a leitura de absorbancia.

ANEXO 4 - PROTOCOLO DO ENSAIO DE CAPACIDADE CLONOGENICA

e Em uma placa de 6 pogos adicionar 500 - 1000 células em cada pogo a ser usado

(triplicata);
e Adicionar 2 mL de meio DMEM,;
e Deixar a placa de 15 — 30 dias na estufa;

e Realizar a contagem das colbnias por meio da coloragdo com cristal violeta.

ANEXO 4 - PROTOCOLO DO ENSAIO DE APOPTOSE

1. Coletar o meio de cada poco da placa de trasnfecgao e reservar em tubo;
2. Lavar os pogos com PBS gelado;
3. Realizar a desadesao das células;

4. Ressuspender o botédo de células com o meio reservado e transferir para

os tubos centrifugando novamente;
5. Descartar o sobrenadante em 100 pl de Annexin-Biding Buffer 1x

6. Adicionar 5 ul de Alexa Fluor 488 Annexin V



7. Adicionar 1 ul da solucéo uso de PI;
8. Incubar em temperatura ambiente no escuro por 15 minutos;
9. Adicionar 400 pl de Annexin-Biding Buffer 1x;

10. Deixar em gelo e analisar em citdbmetro de fluxo.

ANEXO 5 - PROTOCOLO NO ENSAIO DE MIGRAGAO

e Em uma placa de 96 pocos adicionar 35.000 células em um volume de 100 pl de

DMEM completo e colocar na estufa por 24h;
e Apoés esse periodo, espera-se que a confluéncia das células esteja 95-100 %;
1. Retirar o meio com cuidado e lavar o po¢co uma vez com PBS;

2. Adicionar a mitomicina (20 pg/mL) para a parada da proliferagao celular

em cada poco e deixar por 2h em estufa;

3. Em seguida, realizar um risco vertical no centro do pogo com ponteira
de 10 pl

4. Lavar duas vezes com meio DMEM deixando, ao final, 50 ul de meio;

5. Analisar em microscépio acoplado a camera fotografica a cada

intervalo de 2 a 6h dependendo da linhagem celular usada.



