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RESUMO

Marino, ALF. Anadlise do perfil de expressao diferencial de microRNAs em carcinomas
mamarios por microarrays. Dissertagdo (Mestrado). Hospital de Cancer de Barretos,
Barretos; 2013.

JUSTIFICATIVA: MicroRNAs (miRNAs) regulam negativamente a expressdo génica e
alteragdes na sua expressao estdao comumente associadas ao surgimento e progressao do
cancer de mama. Uma vez que miRNAs podem atuar tanto como supressores quanto
promotores de metastases, dependendo de seus RNAm alvos, nossa hipdtese é que existem
determinados miRNAs que apresentam niveis de expressdo diferenciados em tumores de
mama potencialmente metastdticos. OBJETIVO: Avaliar o perfil de expressao diferencial de
miRNAs envolvidos na progressdo do cancer de mama, particularmente no processo de
metastase. MATERIAL E METODOS: Estudo de coorte retrospectivo constituido de pacientes
admitidos no Hospital de Cancer de Barretos, sem tratamento prévio, diagnosticados com
cancer de mama ductal ou lobular nos estadios clinicos (EC) I, Il e lll. As amostras foram
categorizadas em dois grupos: 1) pacientes que desenvolveram metdstase a distancia ao
longo do tempo e 2) pacientes que ndo desenvolveram metdstase a distancia ao longo do
tempo. Foi realizado rastreamento de miRNAs pela tecnologia de microarray em 64
pacientes, e confirmacdo por qRT-PCR de alguns miRNAs com potencial de biomarcadores de
metastase. Os dados moleculares foram correlacionados com os dados clinicos obtidos a
partir dos prontudrios. RESULTADOS: A analise do perfil de expressdo dos miRNAs por
microarrays apontou diversos miRNAs comuns a todos os estadios clinicos e associados a
eventos importantes da progressao como invasdo local (miR-21) e colonizacdo metastatica
(familia let-7). Foi possivel confirmar a superexpressdo do miR-183 e do miR-494 pela
técnica de gRT-PCR nos casos metastaticos de cancer de mama em EC Il e EC |
respectivamente. Tais miRNAs atuam como importantes reguladores de genes supressores
tumorais e também estdao envolvidos com os processos de invasdao e transicdo epitélio-
mesenquimal (EMT). Estes miRNAs tiveram seu padrdo de expressao associado a um pior
progndstico uma vez que a superexpressdao de miR-183 e miR-494 foi estatisticamente
significativa nos casos metastaticos do estadiamento clinico II. CONCLUSOES: A andlise da
expressao diferencial por microarrays apontou varios miRNAs associados ao processo de

metastase em pacientes com cancer de mama. Dentre eles destacamos a superexpressao de



miR-183 e miR-494, que foi associada a um pior prognéstico, sugerindo que estes miRNAs
sejam utilizados como biomarcadores de risco para e metastase do cancer de mama

particularmente no EC II.

PALAVRAS-CHAVE: microRNAs; cancer de mama; metdstase; microarrays biomarcadores,

perfil de expressado diferencial.



ABSTRACT

MARINO, ALF. Analysis of differential expression profile of microRNAs in breast
carcinomas by microarrays. 2013. Dissertation (Master’s degree). Barretos Cancer Hospital,
Barretos, 2013.

BACKGROUND: MicroRNAs (miRNAs) negatively regulate gene expression and are often
deregulated in breast cancer progression. Considering that miRNAs can act as either
suppressors or promoters of metastasis, depending on their mRNA targets, we hypothesize
that some miRNAs might be differentially expressed in potentially metastatic breast
tumours. AIM: To evaluate the differential expression profile of miRNAs involved in breast
cancer progression, particularly in metastasis. PATIENTS AND METHODS: Retrospective
cohort study consisting of patients admitted to the Barretos Cancer Hospital, without
previous treatment, diagnosed with ductal or lobular breast cancer in clinical stages (CS) I, II,
[ll. The specimens were categorized in two groups: 1) patients who developed distant
metastasis over time and 2) those that did not. We performed miRNA screening using
samples collected from 64 patients, and confirmed selected miRNAs by gRT-PCR based on
their potential as metastatic biomarkers. The molecular data was correlated with clinical
data gathered from patient records. RESULTS: The expression profiling revealed several
miRNAs common to all clinical stages and associated with important events of progression,
such as local invasion (miR-21) and metastatic colonization (let-7 family). We confirmed the
upregulation of miR-183 and miR-494 with real time gRT-PCR in breast cancer metastatic
cases in clinical stages Il and | respectively. Those miRNAs are important regulators of
tumour suppressor genes and are also involved in the epithelial-mesenchymal transiton
(EMT) and invasion processes. When assessing survival outcome by correlating clinical and
molecular data, the combination of miRNAs 183 and 494 was associated with worse
prognosis with statistical significance for the CSII metastatic cases. CONCLUSIONS: Through
differential expression profiling, several miRNAs were indicated as important regulators
during the metastatic progression of breast cancer. Among them, miR-183 and miR-494
were revealed as potential biomarkers for breast cancer progression, particularly in CS I,

showing that elevated expression levels were associated with poor outcome.

KEYWORDS: microRNAs; breast cancer; metastasis; microarrays; biomarkers, differential

expression profile.
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1. INTRODUCAO

1.1 Desenvolvimento do cancer de mama

Segundo tipo mais frequente no mundo, o cancer de mama é o mais comum entre as
mulheres, respondendo por 22% dos casos novos a cada ano. No Brasil, segundo o Instituto
Nacional de Cancer (INCA), o niumero de casos novos de cancer de mama esperados em
2012 foi de 52.680 com um risco estimado de 52 casos a cada 100 mil mulheres sendo que,
na regido Sudeste, ocorreu maior incidéncia entre as mulheres com um risco estimado de 69
casos novos por 100 mil (1).

O cancer de mama se desenvolve a partir de alteracGes genético-moleculares nas células
do tecido mamario ndo sendo considerado como uma Unica doenca, dado ao seu alto
padrdao de heterogeneidade clinica e molecular (2,3). De modo geral, o carcinoma mamario
pode ser dividido em carcinoma in situ e carcinoma infiltrativo ou invasivo. O carcinoma in
situ ainda é dividido em ductal e lobular, dependendo dos padrdes de crescimento e
caracteristicas citoldgicas, sendo o tipo ductal predominante (4,5). Baseando-se na
arquitetura do tumor, o carcinoma ductal ainda pode ser subdividido em cinco classes
reconhecidas: comedocarcinoma, cribiforme, micropapilar, papilar e sélido.

De maneira semelhante aos carcinomas in situ, o tipo invasivo abrange um grupo
heterogéneo de tumores, sendo os tipos mais frequentes: ductal invasivo (70-80% de todas
as lesdes)e lobular invasivo (10-15% de todas as lesdes) (6), que constituem o foco deste
trabalho, existindo ainda outros tipos menos frequentes, sendo os principais apresentados
na Figura 1.

Na pratica clinica, o carcinoma ductal invasivo (CDI) ainda é classificado em: bem
diferenciado (grau 1), moderadamente diferenciado (grau 2) ou pouco diferenciado (grau 3),
com base nos niveis de pleomorfismo nuclear, formacdo glandular e tubular e indice
mitotico (7). Por fim, utilizam-se ainda marcadores moleculares, que auxiliam na
estratificacdo dos pacientes, em relacdo ao risco relativo de recorréncia e progressao,
direcionamento do tratamento e resposta a farmacos. Estes marcadores sdo: receptor de
estrogeno (RE), receptor de progesterona (RP), HER2/neu, e o Ki-67 (8,9) ja incorporados a
rotina de avaliacdo patolégica. O status desses marcadores ajuda a direcionar o tipo de

terapia mais adequado. Por exemplo: aplicacdo de tamoxifeno ou inibidores de aromatase,



que s3o empregados em pacientes RE'/RP®, enquanto trastuzumab ou lapatinib s3o
utilizados para HER2/neu’, demonstrando o potencial de biomarcadores moleculares no

auxilio das decisdes clinicas (10).

Classificacdes Histologicas

do Cancer de Mama Céancer de Mama

Carcinoma in situ [ Carcinoma Invasivo (infiltrativo) ]

A Ductal
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|
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Y

Esta classificagédo é baseada em

1. Pleomorfismo Nuclear

2. Formagéao de Glandulas e Tubulos
3. indice Mitético

Figura 1 - Classificacdo histoldgica dos subtipos de carcinoma mamario, categorizando a
heterogeneidade baseada nas caracteristicas arquiteturais e padrdes de crescimento.
Adaptado de Malhotra et al 2010(4).

Do ponto de vista molecular as neoplasias da mama podem ser classificadas em seis
subtipos: tumores basais (basal like ou triplo negativo; luminal A, luminal B; Her2
superexpresso (Her2 overexpress), e o tipo normal-like, sendo mais recentemente descrito o
claudin-low, sendo os dois Ultimos ainda alvo de intensa discussdo (2,3,11,12).

Esta classificacdo molecular foi possivel por meio da avaliacdo simultanea de milhares de
genes, baseando-se na investigacao sistematica dos chamados perfis de expressao génica,
fundamentados na expressdao dos RNAs mensageiros dos tumores de mama por meio da

tecnologia de microarrays (Figura 2).
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Figura 2 - Classificacdo dos subtipos moleculares do cancer de mama. Modelo moderno
gue apresenta os quatro subtipos bem conhecidos (Basal-like; Her2 superexpresso;
Luminal A e B) e os dois mais novos ainda discutidos na literatura (c/audin-low e normal-
like). Adaptado de Malhotra et a/ 2010 (4).

Estes subtipos notoriamente apresentam diferengas significativas na predicao de
sobrevida e sobrevida livre de doenca sendo o tipo basal de pior progndstico seguido do tipo
Her2 superexpresso (12,13).

Devido a dificuldades relacionadas ao custo, procurou-se comparar o perfil molecular
com a expressao de proteinas, através do exame de imunohistoquimica. Apesar da
correlagao ndo ser perfeita, houve a publicacao de diversos trabalhos, visando propor uma
melhor correlacdo clinico-molecular, sendo que em 2011, baseado na imunohistoquimica,
definiu-se os luminais B, separando-os em: luminal B1, que apresenta marcagdo positiva
para receptores de estrogeno e progesterona; marca¢do negativa para Her2 e alto indice de
proliferacdo identificado através de forte marcacao da proteina nuclear Ki67; e luminal B2,
que apresenta marcagao positiva para receptores de estrogeno, progesterona, marcagao

positiva para Her2, independente da intensidade de marcacao de Ki 67 (9).

1.2 Angiogénese, invasao e metastase tumoral



Um problema frequente no diagnéstico de tumores de mama é a falta de marcadores
bioldgicos associados a invasao e metastase tumoral. Sabemos que o processo de formacao
de novos vasos, denominado angiogénese, constitui um importante mecanismo no
desenvolvimento tumoral, sendo responsavel pelo aporte nutricional as células neoplasicas
em proliferacdo e estabelecendo condic¢Oes favoraveis para a disseminagcdo metastatica (14).

O fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) desempenha papel chave na
angiogénese tumoral, estimulando a proliferacdo, migracdo e sobrevivéncia celular das
células endoteliais (15). O mecanismo de atuagdo do VEGF ocorre por meio da ligacdao aos
receptores tirosina quinase especificos: VEGFR-1/Fit-1, VEGFR-2/kdr e VEGFR-3. Sabe-se que
o aumento da expressdo do VEGF e seus receptores tém sido associados a progressao,
metastase e pior progndstico em diversos tumores malignos (16).

Por outro lado, a angiogénese também é regulada por fatores antiangiogénicos como
angiostatina, endostatina e algumas citocinas como CXCL4, CXCL9, CXCL10 e CXCL11l que
podem inibir a angiogénese (17). A superexpressao de fatores angiogénicos em neoplasias
malignas humanas tem sido previamente descrita como, por exemplo, a do VEGF-A em
carcinomas de pulmdo, mama e do pancreas (18,19) além de angiopoietina (ANG)-1 e ANG-2
em carcinomas gastricos e hepatocelular (20).

Juntamente com sua habilidade em induzir a angiogénese, as neoplasias malignas
também podem induzir a formacdo de novos vasos linfaticos, um processo referido como
linfangiogénese (21) que é principalmente estimulada por VEGF-C, VEGF-D, VEGF-A, HGF
bem como membros da familia FGF.

O estudo do processo de linfangiogénese, ou seja, crescimento e producdo de novos
vasos linfaticos sob varios aspectos fisioldgicos e patolégicos ganhou um maior interesse nos
ultimos anos. Atualmente, ndo ha um consenso se a principal via de disseminacao linfatica é
através do desenvolvimento de vasos intratumorais ou peritumorais (22,23). Assim, a
elucidacdao dos mecanismos que governam o processo de linfangiogénese é essencial para se
entender como ocorre o desenvolvimento dos vasos linfaticos, bem como para encontrar
marcadores especificos para eles.

Membros da familia VEGF estdo intimamente relacionados com a proliferacao de vasos
linfaticos. A linfangiogénese é vastamente dependente da sinalizacdo via VEGFC e da

atividade do receptor VEGFR3 (24). Outra molécula envolvida neste processo é a



Podoplanina, uma glicoproteina transmembrana, que pode contribuir para adesdo das
células endoteliais linfaticas, migracao e formacgao de conexdes linfaticas (25).

Nos ultimos anos marcadores especificos de células do endotélio linfatico tem sido
descobertos, como o anti-LYVE-1 (26), anti-Prox1 (27), anti-VEGFR3, anti-podoplanin (22) e
D2-40 (28). Recentemente relatou-se que o marcador D2-40 se apresenta como um
marcador altamente especifico para células endoteliais linfaticas, ndo se mostrando
expresso em células endoteliais de vasos sanguineos representando, portanto um
importante marcador para identificacao de vasos linfaticos peritumoral e intratumoral (29).

Estudos utilizando modelos animais e dados clinico patolégicos indicaram que a
linfangiogénese em tumores sélidos pode contribuir para a metdastase linfatica (30) e que a
ativacdo da linfangiogénese por fatores derivados de tumores pode ser de grande
importancia no cancer de mama em virtude das metastases que ocorrem primariamente em
vasos linfaticos.

Recentemente foi demonstrada, a expressdo diminuida de fatores linfangiogénicos,
como VEGF-C e VEGF-D e seu respectivo receptor VEGF-R3 em tumores mamadrios
comparados com tecido de mama normal. Além disso, outros fatores linfangiogénicos e
angiogénicos como FGF-2, HGF, angiopoietina e membros da familia PDGF também se
mostravam “subexpressos”. Esta diminuicdo na producdao de fatores linfangiogénicos foi
acompanhada também por uma reducdo da quantidade de células endoteliais em amostras
tumorais (31). Estes dados indicam que a linfangiogénese parece ndo estar aumentada em
tumores mamarios e sim menos ativa do que em tecidos mamarios normais.

Vale ressaltar que a rapida expansao do tumor cria um ambiente hipdxico, levando a
necrose tumoral e induzindo as células neopldsicas remanescentes a desenvolverem
respostas celulares adaptadas, com a producao do fator indutor de hipdxia (FIH) e ativacao
de mecanismos para sobrevivéncia do tumor e angiogénese. Células endoteliais quiescentes
sdo entdo ativadas e recrutadas por fatores angiogénicos e estimuladas a proliferar e formar
novos vasos sanguineos. Sendo assim, muitos tumores capazes de superar a baixa tensdo de
oxigénio e induzir uma neovascularizacdo tém sido correlacionados com pior progndstico
(32).

Outro mecanismo considerado de grande importancia para a progressdo tumoral é a
transicdo epitélio-mesenquimal (epithelial-mesenchymal transition - EMT), processo pelo

qual as células tumorais perdem caracteristicas epiteliais (perda de expressdo da proteina



de adesdo célula-célula como por exemplo E-caderina) e adquirem caracteristicas
mesenquimais tornando-as capazes de invadir tecidos vizinhos, migrar e colonizar sitios
distantes. Acredita-se que este evento tem um papel fundamental em estdgios iniciais da
progressao do tumor metastatico (33).

O processo de metastase por sua vez é um passo crucial para disseminacdo das
neoplasias, sendo responsavel por mais de 90% das mortes associadas ao cancer (34).
Considerando que a maioria dos pacientes portadores de cancer morrem devido a presenca
de metdstases e ndo por causa do tumor primario, é imprescindivel, portanto, que os
estudos avancem na elucidagao dos mecanismos moleculares deste evento, de maneira a
encontrar alvos terapéuticos e prevenir a disseminacdo do cancer (33). Acredita-se que o
descontrole da proliferacdo epitelial e angiogénese constituem a base de iniciacdo e
crescimento dos carcinomas primarios (35,36), seguido de varios eventos importantes, que
culminam com o estabelecimento do tumor metastdtico (Figura 3), onde primeiramente, as
células do tumor primdrio devem conseguir acesso ao sistema circulatério, evento este
auxiliado pela angiogénese e remodelamento da membrana basal. Tais células errantes
precisam entdo, sobreviver as forcas mecanicas da circulagdo, enganar o sistema imune e se
direcionar para os sitios distantes de metastase. Ao chegar no local, precisam reconhecer e
aderir as células endoteliais dos vasos e degradar a matriz e, por fim, precisam invadir o
tecido secundario e reestabelecer um crescimento ordenado de uma massa tumoral

secundaria.(33,36).
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Figura 3 - Progressdao metastatica do cancer de mama. A progressdo envolve uma
sequéncia de passos desde o sitio primdrio de carcinoma epitelial invasivo até o
estabelecimento de nddulos metastaticos em sitios secunddrios. (1) Proliferacdo
descontrolada de células cancerosas e aporte de nutrientes via angiogénese. (2)
Angiogénese também providencia uma rota para o sistema circulatério, resultando na
mobilidade células cancerosas pelo corpo. (3) Apds invasao intravascular, as células
errantes precisam sobreviver na circulacdo e se conduzir ao sitio metastdatico. (4) Ao
atingir o sitio metastdtico, as células aderem as células endoteliais e promovem sua
passagem através da membrana basal extravasando para a matriz. (5) Invasdo do tecido
secundario é seguida de reorganizacdao das células cancerosas em novos nddulos
tumorigénicos. Extraido de Tse e Kalluri 2007(33).

Um aspecto intrigante do processo de metastase se refere ao fato de que as células
neoplasicas apresentam sitios preferenciais de colonizagdo. Em 1889 Stephen Paget
postulou uma teoria denominada "seed and soil hypothesis" - hipétese do solo e semente.
Apds observagdo post-mortem de 735 mulheres com carcinoma mamario, ele constatou que
a distribuicdao dos novos sitios metastaticos do tumor em determinados 6rgaos, nao eram
aleatérios. Assim, sugeriu que algumas células tumorais ("sementes") cresciam
preferencialmente em microambientes de érgaos selecionados ("solo") e que as metastases
eram resultantes, apenas quando a semente era implantada num solo apropriado (37). Tal
hipdtese ndo foi universalmente aceita e sim contestada por outros, que argumentavam
gue a anatomia da drenagem vascular e linfatica é que determina o padrdo de metastase
tumoral, onde as células errantes sofrem paradas inespecificas e colonizam o lugar de
parada. Atualmente, o consenso é que, nem a teoria "semente e solo", nem a hipdtese
mecanico-anatdmica precisam ser exclusivas e que o mecanismo de disseminacdo depende

do tumor primario em investigacdo (38).



O carcinoma mamario é um dos tipos mais frequentes a desenvolver metastase dssea,
com uma incidéncia de aproximadamente 65-75% (39). Supde-se que caracteristicas Unicas
do 6rgdo a ser invadido (como o osso por exemplo), fornecem um tipo de sinalizacdo
bioquimica (citocinas, fatores de crescimento) e fisica (pH acido, alta concentragao de calcio
extracelular) que direciona as células tumorais para o sitio em questdo, produzindo um
microambiente vantajoso para o crescimento da célula tumoral (33,38,40).

Dentro do contexto de progressao tumoral, os miRNAs tém surgido como importantes
reguladores da expressao génica e assim estariam associados ao estabelecimento e
progressao de varias doencas incluindo a tumorigénese (41).

Sendo assim, a ciéncia genGmica encontrou uma oportunidade impar de reavaliar o
conceito de angiogénese e metdstase tumoral, quando passou a considerar como modelo de
avaliacdo desses processos, o estudo da regulacdo da expressdao génica pelo controle pds-

transcricional exercido pelos miRNAs.

1.3 Regulagao pos-transcricional exercida pelos microRNAs

Recentemente foi proposto que a patogénese do cancer envolve, entre outras
macromoléculas, os miRNAs, cujos perfis de expressdo estdo associados com o progndstico e
os resultados terapéuticos em varios canceres humanos.

MicroRNAs, ou miRNAs, sdo pequenos RNAs (19 a 24 nucleotideos) ndo codificadores de
proteinas originados de RNAs precursores em grampo com cerca de 60 a 110 nucleotideos
envolvidos na regulacdo pds-transcricional de genes codificantes (42). Os miRNAs tornaram-
se muito importantes no entendimento molecular do cdncer humano ha poucos anos (43).
MicroRNAs maduros sdo resultantes de um processamento sequencial de transcritos
primarios (pri-miRNAs) mediado por duas enzimas ribonucleases Ill (RNase lll), Drosha e
Dicer. As formas maduras apresentam de 18 a 24 nucleotideos e regulam negativamente a
expressao proteica pelo pareamento com seu RNAm alvo levando a inibi¢cdo da tradugdo ou
degradacdo do RNAm alvo (43).

A regulacdo pds-transcricional exercida pelos miRNAs ocorre por interacdo (pareamento
de bases) na regido 3’ ndo traduzida dos RNAmM (3'UTR) e depende do grau de
complementaridade com o RNAm alvo. O resultado dessa interacao pode levar a inibicdao da

traducdo ou a degradacdo do RNAm (44). O pareamento imperfeito com o RNAm leva a
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inibicdo da traducdao do RNAm alvo, sendo este o mecanismo principal de atuacdo dos

miRNAs em mamiferos (43) (Figura 4).
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Figura 4 - Biogénese e mecanismo de regulacdo pds-transcricional exercido pelos miRNAs.
Adaptado de Kutanzi et al., 2011 (45).

No entanto, trabalhos recentes apontam um outro mecanismo de regulacdo menos
comum exercido pelos miRNAs, através da regidao 5'UTR. A maquinaria de traducdo é
rigidamente controlada em células de mamiferos, em parte também pelo controle da
traducgdo de proteinas ribossomais cuja tradugao destas e de outras proteinas envolvidas na
sintese proteica é regulada via 5'UTR (46). Curiosamente, este tipo de regulacdo pode
promover a elevacdo da traducdo ao invés da repressao, como demonstrado com o miR-10a
e as proteinas ribossomais por Orom et al, 2008 (46). Outras evidéncias apontam o miR-122
associado a regido 5'UTR do RNA genOmico do virus da hepatite C, ou o miR-373 se
associando a regibes promotoras e elevando os niveis de E-caderina por exemplo (47).

O fato dos miRNAs serem sequéncias pequenas e agirem sem a necessidade de
pareamento completo, faz com que um Unico miRNA possa regular muitos RNAm alvos,
além de cooperarem no controle de um uUnico RNAm (44). As ferramentas atuais e de
bioinformatica utilizadas para estudo dos miRNAs ainda sofrem atualizacbes e
melhoramentos constantes, dado ao fato de que novas funcdes moleculares e mecanismos

de acdo continuam surgindo destas pequenas moléculas (48).
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Embora estejamos no inicio do entendimento da biologia dos miRNAs e seu modo de
acao, o crescente nimero de estudos vem revelando a importancia desses pequenos RNAs
nos diversos processos bioldgicos. Além disso, através da regulacdo global da expressao
génica celular e a associagdao com diferentes fungdes, torna-se evidente que os miRNAs
podem alterar a progressao de diversas patologias (49).

Diante deste panorama o processo de metdstase tumoral encaixa-se perfeitamente
como modelo de estudo para a identificacdo de miRNAs que possam estar relacionados
tanto com a angiogénese/linfangiogénese quanto com a invasdo e metastase tumoral.

Isto porque embora a funcdo dos miRNAs como oncogenes ou como supressores
tumorais ja tenha sido bem caracterizada, os mecanismos de mediacdo da metastase

exercido pelos miRNAs foram abordados apenas recentemente (50).

1.4 MicroRNAs como biomarcadores de metastase no cancer de mama

Um crescente numero de estudos demonstram que os miRNAs desempenham
importante papel no inicio, progressao, invasao e metdstase tumoral entre os diferentes
tipos de canceres (42,51).

O envolvimento dos miRNAs no processo de metdstase tumoral esta sob intensa
investigagdo nos ultimos anos. Este processo foi inicialmente descoberto por Ma e
colaboradores (50) que encontraram o miR-10b como iniciador de invasdo e metdstase no
cancer de mama. Pouco tempo depois Tavazzoie et al 2008 (52) revelaram que miR-335
suprime a metdastase e migragao por ter como alvo o fator de transcricao SOX4 e tenascin C,
componentes da matriz extracelular. Ao mesmo tempo, relatou-se que miR-373 e miR-520c
estimulam a célula tumoral a migracao e invasdao e propuseram que a supressao de CD44
(que codifica um receptor de superficie para o acido hialurénico e parece ser um candidato a
marcador para deteccdo precoce do cancer) parece ser um mecanismo subjacente (53).

Em conjunto, estes estudos revelaram um marco no balanco entre RNAs ndo
codificadores como estimuladores e inibidores de metastase, de tal forma que, a
identificacdo de diversos alvos poderia potencialmente representar uma ligacdo molecular
entre o descontrole na expressdao de determinado miRNA e um comportamento especifico

de determinado tumor.
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Estas sdo descobertas importantes ndo sé porque abrem um novo campo de
investigacao, mas também, porque os autores dissecaram finamente as vias moleculares que
estdo envolvidas no processo de metdstase do tumor mamdrio.

A superexpressao de miR-10b promove invasdao e metastase. Sendo assim, o proximo
passo foi comprometer-se com a dificil tarefa de dissecar o caminho molecular que liga miR-
10b ao processo metastatico (50). Esses autores descobriram que o gene Twist, um fator de
transcricdo promotor de metdstase, poderia induzir a expressdao de miR-10b e que miR-10b é
um elemento essencial no programa de indugdao de metdstase induzido por Twist. Além
disso, demonstraram que HOXD10, um fator de transcricdo homeobox que promove ou
mantém um fendtipo diferenciado em células epiteliais, é alvo de miR-10b e que HOXD10 é
realmente pouco expresso em tumores metastaticos. Finalmente, os autores mostraram que
RhoC, uma proteina envolvida na metastase, que é reprimida por HOXD10, torna-se
fortemente expressa em resposta a expressdao de miR-10b.

O trabalho de Huang e colaboradores (54) revelou que miR-373 e miR-520 também sdo
miRNAs promotores de metastases. Anteriormente, o miR-373 foi associado ao cancer
testicular, mas ndo a metastase. A semelhanca do miR-10b, miR-373 e miR-520 ndo afetam a
proliferacdo celular mas promovem a migracdao e invasividade de células MCF-7 in vitro.
Além disso, a superexpressao de miR-373 e miR-520 resultou no aparecimento de nddulos
metastdticos nas células MCF-7, que estavam ausentes nas células controles. Elucidando as
vias moleculares envolvidas neste processo de metdstase, os autores descobriram que as
sequencias denominadas “seeds” de miR-373 e miR-520 eram similares, sugerindo que eles
poderiam regular um conjunto comum de genes alvos. Entre nove genes potencialmente
alvos, o CD44 foi encontrado como sendo um alvo potencial de ambos miR-373 e miR-520.

Com o intuito de se verificar a importancia desses resultados em carcinomas primarios
de mama, foram avaliadas, amostras de mama normal em relagdo a amostras tumorais.
Observou-se que miR-373 estava superexpresso no tumor, em especial em tumores com
metastase linfonodal. Além disso, uma correlacdo inversa com a expressdao de CD44 foi
identificada (53). Estes achados reforcam a importancia dos estudos realizados em linhagens
celulares de cancer de mama.

Vale ressaltar que estudos recentes estabeleceram uma ligacdo entre hipdxia (uma
caracteristica fundamental do microambiente tumoral) e um grupo de miRNAs, em parte

explicada pela direta ativacdo transcricional do FIH-1 por miRNAs especificos. Perfis de
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expressao baseados em resultados de microarrays mostraram que miR-23, miR-24, miR-26,
miR-27, miR-103, miR-107, miR-181, miR-210, e miR-213, sdao induzidos em resposta a baixa
tensdo de oxigénio (55). Outros estudos, tentam relacionar a expressdo de determinados
miRNAs com o diagndstico e progndstico de pacientes. Para isso, os miRNAs sdo isolados de
fontes diferentes (soro ou tecido) e diferentes estagios da patologia e depois
correlacionados com os dados clinicos, como no trabalho de Zhu et a/ 2011 (56), que
comparando diferentes estadios clinicos, tecidos adjacentes, pacientes e controle saudaveis,
apontaram o miR-96, miR-182 e miR-183 como potenciais biomarcadores para o diagndstico
e progndstico de cancer de pulmao. Ainda neste contexto de progressao da doenga,
Valastyan 2012 (57) ressalta que ha muito a se entender e explorar neste campo de
pesquisa, mas destaca o potencial destas pequenas moléculas, e aponta uma série de
microRNAs descritos como cruciais na evolucdo de cada uma das diferentes fases do
processo de metdstase do cancer de mama.

A capacidade do perfil de expressdao de miRNAs de classificar tumores mamarios, de
acordo com varidveis clinico-patolégicas usadas na rotina para predizer a progressao da
doenca, destaca o potencial das assinaturas de miRNAs como novos indicadores
progndsticos que podem contribuir para melhorar a selecao de pacientes para determinada
terapia. A expressao de miRNAs baseada em clustering de tumores de mama de acordo com
suas distintas subclasses moleculares (58) poderia caracterizar ainda melhor a base
molecular intrinseca a esses subtipos, talvez definir mais precisamente subgrupos de cancer
de mama, e fornecer oportunidades para a identificacdo de novos alvos que podem ser
explorados para terapia-alvo (59).

O interesse por estas moléculas promissoras e sua possivel aplicacdo clinica é crescente
na literatura, uma vez que a medicina atual e a gendmica estdo cada vez mais entrelagadas,
surgem novas possibilidades de descoberta de biomarcadores eficientes e melhora
significativa da estratificacdo de quais pacientes poderiam se beneficiar de um tratamento
mais agressivo, ou quais teriam maior risco de ter recidiva metastatica, ou ainda quais
poderiam se beneficiar de novas drogas ainda em desenvolvimento cuja base de atuacdo se
da pelos mecanismos dos miRNAs (60).

Diante do exposto, este trabalho buscou evidenciar a modulacdo transcricional de
microRNAs em amostras de pacientes com carcinoma mamario em diferentes estddios

clinicos, que apresentaram ou ndo recorréncia metastatica ao longo do tempo. Para isto,
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utilizamos a tecnologia de microarrays e ferramentas de bioinformatica, o que nos permitiu
identificar assinaturas de expressao diferencial de miRNAs caracteristicos de cada
estadiamento clinico associados a metastase. Nosso objetivo foi melhor elucidar o processo
de progressdao do cancer de mama e os mecanismos moleculares que governam este

processo.
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2. JUSTIFICATIVA

Os tumores de mama apresentam padrdes de expressdo génica alterada. Evidéncias
indicam que os microRNAs (miRNAs) regulam a expressao de diferentes genes (regulagdo
pos-transcricional) associados com invasdo, migracdo e metdstase tumoral. No entanto,
existem poucos trabalhos na literatura que evidenciam o papel dos miRNAs como potenciais
biomarcadores de metastase tumoral cujos padrdes de expressdo estdo associados a um

pior progndstico.

Hipdtese

Considerando que miRNAs podem atuar tanto como supressores quanto promotores de
metastases, dependendo de seus RNAm alvos, nossa hipdtese é que existem determinados
microRNAs que apresentam padrdoes de expressdao alterados em tumores de mama
potencialmente metastaticos.

Tais microRNAs estariam associados ao processo de metdstase e uma vez identificados,
poderiam servir como biomarcadores auxiliando na identificacido de tumores

potencialmente metastaticos.
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3. OBJETIVOS

Objetivo geral:
O objetivo geral deste projeto é avaliar o perfil de expressdao de miRNAs durante o

processo de invasdo e metastase tumoral em pacientes com carcinoma mamario invasor.

Objetivos especificos:

1. Avaliar e comparar o perfil de expressdo diferencial de miRNAs em tumores de
pacientes com carcinoma mamario invasor, utilizando a tecnologia de microarrays.

2. Confirmacdo dos miRNAs apontados como biomarcadores de metastase nos
tumores de pacientes com carcinoma mamario invasor, utilizando a tecnologia de
gRT-PCR,

3. Analisar os dados clinico-patolégicos em conjunto com os achados moleculares a
fim de identificar miRNAs candidatos a marcadores de metastase tumoral e durante

a progressao tumoral, em pacientes com cancer de mama.
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4, Material e Métodos

4.1 Delineamento do estudo

Trata-se de um estudo observacional de coorte retrospectivo.

4.1.1 Aspecto Etico

Esse estudo foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Cancer de
Barretos / Fundagdo Pio XlI, SP, Brasil (CEP) e encontra-se aprovado (processo: 362/2010). O
estudo foi realizado a partir de casos selecionados obtidos do arquivo de anatomia
patoldgica do Departamento de Patologia e no Banco de Tumores do Hospital de Cancer de
Barretos, ndao envolvendo experimentac¢do ou entrevista com as pacientes.

Os pesquisadores garantem sigilo de todas as pacientes, ndo divulgando publicamente o
nome ou qualquer outra informac¢do que possa identificar as mulheres envolvidas neste

estudo.

4.1.2 Critérios de Inclusdo

o Carcinoma mamario nas formas ductal e lobular
o Estadioclinicol, Il e lll

o Auséncia de tratamento prévio

o Tratamento no Hospital de Cancer de Barretos

4.1.3 Critérios de Exclusao

« Seguimento inadequado, ou ébito precoce por outra patologia

Presenca de outro sitio tumoral primario
« Auséncia de material parafinado suficiente para analise

« Auséncia de boa qualidade do RNA apds extracao

4.1.4 Casuistica e organizagdo dos grupos de pacientes
A casuistica global corresponde a uma coorte retrospectiva de 956 mulheres portadoras
de cancer de mama, ndo submetidas a tratamento prévio, atendidas no periodo de 1998 a
2001 no Departamento de Mastologia do Hospital de Cancer de Barretos. Desta populacao

foram excluidas pacientes nos estadios clinicos (EC) 0 e IV, sendo as pacientes avaliadas a
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partir de um banco de dados com informacgdes relativas ao tratamento, recorréncia e ébito
destas pacientes. Neste periodo o seguimento mediano foi de 86.5 meses (variagdo de 1 a
141 meses), com taxas de perda de seguimento de 3,7%. Ao final do periodo, 32.7% tiveram
obito por neoplasia, 6.4% tiveram 6bito por outra causa, 8.8% encontram-se vivas com
neoplasia e 51% encontram-se vivas sem evidéncia de neoplasia. Das 832 pacientes com
estadio 0 a lll, a taxa de recorréncia foi de 31.6%. A taxa de recorréncia encontra-se na

Tabela 1.

Tabela 1 - Recorréncia/ Metastase em funcdo do estadio clinico ao inicio do tratamento.
Hospital de Cancer de Barretos. Periodo de 1998 a 2001.

EC-TNM Recorréncia/ Metastase Total
Ausente Presente
| 102 (87.2%) 15 (12.8%) 117
lla 183 (80.6%) 44 (19.4%) 227
b 81 (64.8%) 44 (35.2%) 125
Ila 50 (56.8%) 38 (43.2%) 88
b 51 (63.0%) 30 (37.0%) 81
e 52 (36.1%) 92 (63.9%) 144
Total 569 (68.4%) 263 (31.6%) 832

As pacientes foram selecionadas em funcdo do desfecho conhecido, isto é, pacientes
com metastase a distancia, que foram comparadas com pacientes que nao desenvolveram
metastase a distancia no mesmo estadiamento clinico. Foram inicialmente previstas 30
pacientes em cada subgrupo de estadiamento, sendo estas selecionadas a partir do banco
de dados e pareadas frente ao estadio TNM, subclassificadas pelo EC global, EC-T e EC-N,
separando-se em dois grupos, isto é, pacientes com recorréncia metastatica e sem
recorréncia metastdtica. Os casos foram selecionados de forma sequencial em funcdo do
registro hospitalar utilizando o TNM, sétima edicdo (61). Na auséncia de correspondente
com metdstase avaliava-se o caso com o estadiamento que apresenta caracteristicas mais
proximas, sendo a escolha de maneira sequencial do banco de dados.

Posteriormente os prontudrios foram avaliados, obtendo-se informacdes frente ao

numero do anatomopatoldgico. Na presenca de material tumoral presente sob a forma de
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blocos de parafina, a paciente era incluida. Na auséncia de material parafinado, a paciente
era excluida, sendo avaliado quando possivel, um novo caso no banco de dados, escolhido
também de maneira sequencial.

Apds a coleta do material, realizou-se analise estatistica visando avaliar a adequacgao
do pareamento entre os grupos, conforme dados apresentados nas tabelas 2 e 3 para a
amostragem utilizada no rastreamento de microRNAs por microarrays. Nas varidveis
categdricas utilizou-se o teste do qui-quadrado e o teste de Fisher. Nas varidveis continuas,
devido ao fato da distribuicdo do grupo ndo ser normal, utilizou-se o método de Mann-
Whitney. Observou-se que a variavel de interesse (metastase) se mostrou distribuida de
maneira homogénea entre os grupos, frente a varidvel escolhida para o pareamento (p valor

sem significancia estatistica).

Tabela 2 - Andlise da distribuicdo das varidveis categdricas entre os grupos com presenca ou
auséncia de metdstase a distancia.

Metastase Ausente Presente Total p (x%)

Varidveis selecionadas no pareamento

EC-TNM ECI 9 4 13 0.385
ECII 13 10 23
ECIII 13 15 28

EC-T (TNM) T1 15 12 27 0.742
T2 10 8 18
T3 6 3 9
T4 4 6 10

EC-N (TNM) NO 17 8 25 0.378
N1 9 10 19
N2 5 5 10
N3 4 6 10

Tabela 3 - Analise da distribuicdo das varidveis continuas entre os grupos com presenga ou
auséncia de metastase a distancia.

Ausente Presente
Mediana Max-Min Mediana Max-Min p
Tamanho 3.0 1-6.5 2.1 1-8.5 0.442

Idade 56.0 30-95 51.5 29-83 0.217
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Foram elegiveis para as analises de expressao global de microRNAs, 09 pacientes no
EC I, 13 pacientes no EC Il e 13 pacientes no ECIll que ndao desenvolveram doenga
metastdtica e 4 pacientes do EC |, 10 do ECIl e 15 do ECIIl que desenvolveram metastase a
distancia, correspondendo a 13 pacientes no Estadio I, 23 pacientes no Estadio Il e 28
pacientes no Estadio Ill. Os microRNAs que se mostraram diferencialmente expressos na
etapa inicial de rastreamento tiveram sua expressdo diferencial confirmada por PCR em

Tempo Real nesta mesma coorte de rastreamento.

4.1.5 Varidveis clinicas e patoldgicas

As variaveis clinicas, anatomopatoldgicas, relacionadas ao estadiamento clinico TNM
e ao tratamento e seguimento foram obtidas a partir de levantamento de dados de
prontudrios, por meio de ficha padronizada e encontram-se na forma de banco de dados, no
programa SPSS statistics 19 for Windows®. Neste banco também encontram-se dados
relacionados a metastase, seguimento, obito e sobrevida.

Dos casos avaliados, realizou-se uma revisdao histolégica procurando mensurar o
impacto de varidveis patoldgicas na metdstase, e possivel impacto dos microRNA
identificados, como fatores progndsticos na analise univariada e multivariada. Em todas as
pacientes, além da avaliacdo do estadio clinico especifico (EC-T-TNM e EC-N-TNM), e da
histologia (ductal ou lobular), realizou-se nova reacdo para avaliacdo da expressao dos
receptores de estrogénio, progesterona, Ki-67, p-53. Her2 e citoqueratina 5/6. A tabela 4
mostra os marcadores que foram utilizados nas reacdes de imunohistoquimica.

Na andlise microscépica das reagdes de IHQ os cortes foram analisados em
microscopio dptico, com varredura das laminas em aumento de 40X, aplicando-se o método
semi-quantitativo. A analise semi-quantitativa foi feita quanto a positividade ou
negatividade do marcador. Os RE e RP foram considerados positivos quando houve
marcagdo nuclear em mais de 1% das células tumorais. As citoqueratinas 5/6 foram
consideradas positivas quando a marcacdo citoplasmatica (fraca ou forte) foi observada nas
células tumorais. O Ki-67 foi considerado em porcentagem de células marcadas. Para a
anadlise estatistica, foi considerado um ponto de corte de 14%. Quanto aos marcadores de
membrana como HER2 (Herceptest), foram avaliados com um score semi-quantitativo e
definidos como negativas a marcacdo de 0 - 1+ (zero a uma cruz), e como positivas, as

marcacdes moderada 2+ (duas cruzes) e marcacao intensa 3+ (trés cruzes). O HER2 foi
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avaliado pela IHQ e os casos foram confirmados com DISH, sendo o kit de sondas para

analise do HER2 da Ventana.

Tabela 4 - Relagdo dos marcadores utilizados na técnica de imunohistoquimica.

Tecido controle

Proteina Anticorpo Fabricantes . . ~_ Anticorpo -
. .. Diluigao L. positivo da
tecidual primario Secundario N
reagao
Proteina Rabbit . Carcinoma de
Ultraview .
p53 monoclonal Dako 1:1200 Universal células
318-6-11 escamosas
Receptor Rabbit Pronto .
. Ultraview
estrogénio monoclonal Ventana pra . Mama
Universal
clone SP1 uso
Receptor de Rabbit Pronto .
Ultraview
progesterona monoclonal Ventana pra . Mama
Universal
clone IE2 uso
Mouse
Ki-67 monoclonal Ultraview
Dako 1:600 . Amigdala
MIB-5 Universal 8
Rabbit Pronto  Ultraview
Her2 .
monoclonal Ventana pra Universal Mama
4B5 uso
. . Mouse Pronto
Citoqueratina Dako ,
5/6 monoclonal pra Dako Flex Prostata
D5/16B4 uso
Procurou-se realizar classificacdo do subtipo molecular através da

imunohistoquimica (Luminal A ou B; basal-like e Her2 superexpresso), utilizando a
classificacdo proposta por Carey (2006) (62) e Cheang et al (2009) (8), apresentadas na
tabela 5. Todo o material foi analisado por uma unica patologista, Dra. Ligia Maria Kerr, com

larga experiéncia em patologia mamaria.

Tabela 5 - Classificagdo molecular baseada na expressao de marcadores pela
imunohistoquimica.
Subtipo RE/RP Her2 Ki67 Cc5/6
Luminal A Positivo Negativo <13% -
Luminal B Positivo Negativo >14% -
Positivo Positivo - -
Her2 Negativo Positivo - -
Basal Negativo Negativo - Positivo

*Adaptada a partir de Carey (2006)(62) e Cheang et al (2009) (8).
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4.2 Extragao e Quantificacao de RNA total

4.2.1 Extragao de RNA das amostras parafinadas

Logo apds a obtencdo das pecas cirurgicas, fragmentos tumorais foram coletados e
fixados em formaldeido tamponado 10%. Todo material foi previamente avaliado pela
patologista responsavel e colaboradora neste projeto Dra. Ligia Maria Kerr, que avaliou os
cortes histoldgicos provenientes dos blocos de parafina disponiveis no Departamento de
Patologia do Hospital de Cancer de Barretos, corados por Hematoxilina/Eosina. Este
procedimento foi utilizado como critério de selecdo de blocos com dreas tumorais mais
representativas para a extracao de RNA, evitando assim a contaminag¢ao por excesso de
células ndo tumorais e necrose.

Apds a confirmacdo da drea tumoral foram confeccionadas 5 laminas com 1 corte de
10um cada e a drea tumoral foi removida, por meio da raspagem, com agulha BD Precision
Glide (1,20 x 40mm) e armazenada em microtubo de 1.5mL estéril para extracdo do RNA. A
extragdo do RNA total foi realizada a partir de 40um (4 laminas com 10um cada) seguindo o
protocolo do kit Recover All Total Nucleic Acid Isolation (Ambion by Life Technologies, Austin,
TX, USA). Este protocolo é iniciado pela imersdao dos cortes em xilol para remog¢do da
parafina, seguida de uma incubacdo por 3 minutos em termobloco a 50°C, e posterior
centrifugacdo a 10.000 rpm por 2 minutos para formacdo de pellet de células. Na sequéncia,
removeu-se o xilol deixando o pellet no fundo do tubo. Realizou-se entdo, duas lavagens
com 1mL de etanol absoluto a temperatura ambiente a fim de remover todo o xilol residual,
seguindo de centrifugacao a 10.000 rpm, por 2 minutos a temperatura ambiente, deixando-
se o pellet e removendo o sobrenadante.

O pellet de células resultante foi seco em centrifuga a vacuo Savant 1SS110 Speedvac
Concentrator (Thermo Scientific, Asheville, NC, USA) por 15 minutos na velocidade padrdo e
temperatura de 45°C. Em seguida, adicionou-se 4uL de protease seguido por 100uL de
tampdo de digestdo fornecidos pelo kit e as amostras foram entdo incubadas por 3 horas a
50° C a fim de permitir a completa lise do tecido e liberacdo do RNA. Realizou-se ent3o uma
etapa de inativac3o da protease por aquecimento a 80° C durante 15 minutos. Decorrido
este tempo adicionou-se a cada amostra 275uL de alcool absoluto e 120uL do reagente
Isolation additive (fornecido pelo kit) somando um total de 395uL por amostra com a

finalidade de ajudar na separacdo dos acidos nucleicos do resto dos componentes celulares.
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Em seguida realizou-se a purificacdo do material em colunas com filtros de silica
fornecidas pelo kit que retém o RNA total e o material filtrado é descartado. Na sequéncia,
foram realizadas duas etapas de lavagem, a saber: inicialmente adicionou-se 700uL da
solucdo Wash 1(fornecida pelo kit) e entdo fez-se a centrifugacdo das amostras por 30
segundos a 10.000 rpm e temperatura ambiente. Desprezou-se o filtrado e na mesma
coluna de purificagao e adicionou-se 500uL da solucdo Wash 2 (também fornecida pelo kit).
As amostras foram entdo novamente submetidas a centrifugacdo por 30 segundos a 10.000
rom a temperatura ambiente.

Para eliminar solu¢des de lavagem residuais nos filtros das colunas de purificagdo
realizamos nova centrifugacdo por 30 segundos a 10.000 x g e a temperatura ambiente. Na
sequéncia, fizemos um tratamento com DNAse em que foi preparado um mix contendo: 4plL
da enzima DNAse, 6uL de 10X DNA buffer e 50uL de dgua nuclease free, todos estes
reagentes fornecidos pelo kit. Foram entdo adicionados a cada amostra, 60uL deste mix no
centro da coluna, seguida de incubacdo por 30 minutos a temperatura ambiente. Apds este
tempo, repetiu-se o processo de lavagem em que foram realizados novamente duas etapas
de lavagem, a saber: inicialmente adicionou-se 700uL da solugdao Wash 1(fornecida pelo kit)
e entdo fez-se a centrifugacdao das amostras por 30 segundos a 10.000 rpm a temperatura
ambiente. Desprezou-se o filtrado e em seguida na mesma coluna de purificacao, adicionou-
se 500uL da solucdo Wash 2 (também fornecida pelo kit).

As amostras foram entdo novamente submetidas a centrifugacao por 30 segundos, a
10.000 rpm em temperatura ambiente. Com o intuito de eliminar solugdes de lavagem
residuais nos filtros das colunas de purificacdo, realizamos nova centrifugacdao por 30
segundos a 10.000 x g em temperatura ambiente. O filtro foi entdo transferido para um novo
tubo coletor fornecido pelo kit e 30uL de agua RNAse free foram adicionados no centro do
filtro. Apds 1 minuto de incubacdo a temperatura ambiente as amostras foram novamente
submetidas a centrifugacdo durante 1 minuto a 13.400 rpm em temperatura ambiente a fim
de obter o RNA total eluido em agua RNAse free. O RNA total obtido foi entdo armazenado

em freezer -809C até sua utilizacdo.

4.2.2 Avaliagdo da quantidade e qualidade do RNA



27

As quantificagbes das amostras de RNA total foram feitas utilizando o aparelho
NanoDrop ND-2000 espectrofotometro (NanoDrop Products, Wilmington, DE, USA) sendo
que 1U Aygo corresponde a 40ug de RNA/mL. Foram utilizadas apenas amostras livre de
contaminantes (Aze0/A230 ~1,8) e de proteinas (Azeo/Azs0 = 1,8-2,0).

A qualidade das amostras de RNA total foi determinada por meio de eletroforese
microfluidica (On-Chip electrophoresis) utilizando o aparelho Bioanalyzer 2100 Agilent
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) e com os RNA Small Chips (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA) (Figura 5). Este chip foi escolhido pois permite a
quantificacdo de pequenos RNAs como os microRNAs em amostras obtidas de material
parafinado.

Antes de iniciar o preparo do gel para eletroforese, todos os reagentes, que até o
momento estavam a 4°C, foram mantidos por 30 minutos em temperatura ambiente. Para
limpeza dos eletrodos, aplicou-se 400uL de agua no cartucho de lavagem e o mesmo foi
inserido no aparelho com a tampa abaixada por 1 minuto. Em seguida o cartucho foi retirado
e a tampa aberta para secagem dos eletrodos durante a preparagao do chip.

Decorrido o tempo de 30 minutos de descongelamento dos reagentes, iniciou-se o
preparo do gel, em que adicionou-se 650uL do RNA Small gel numa coluna com filtro
fornecida pelo préprio kit e centrifugou-se por 10.000g, durante 15 minutos em temperatura
ambiente, o gel foi aliquotado em tubos de 0,2mL com 45uL cada e armazenados a -30 ° C
até o momento de uso. Em uma aliquota de 45uL em um tubo 0,2pl livre de nuclease, foi
adicionado 2uL de RNA 6000 Small Dye, levou-se ao voértex por 10 segundos e depois
centrifugou-se a 13.000g por 10 minutos em temperatura ambiente.

Em seguida iniciou-se o preparo do RNA 6000 Small chip que foi colocado no priming
station com os ajustes corretos para leitura de RNAs. Primeiramente adicionou-se 9uL da
mistura do gel/dye na regido G indicada no chip e com o auxilio de uma seringa acoplada ao
priming station distribuiu-se o gel por todo o chip. Em seguida, adicionou-se outros 9uL da
mistura nos demais pontos indicados com a letra G. Adicionou-se 9uL da Small RNA
conditioning solution na posicdo marcada como CS e ainda 1uL de marcador na posicdo
indicada como ladder e 5uL de RNA Small Marker em cada uma das 11 amostras, bem como
na posicdo do marcador. Por Gltimo, as amostras foram denaturadas a 70°C por 2 minutos,
para evitar formacdo de estruturas secunddrias e adicionou-se 1uL de cada amostra nos

respectivos pocos marcados de 1 a 11. Com a ajuda do vortex IKA MS3 (Manca, Hong Kong,
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CHIN), agitou-se o chip horizontalmente a 2.200 rpm por 1 minuto e em seguida, colocou-se
o chip no bioanalizador. Com a ajuda do Agilent 2100 Expert Software obteve-se o resultado
(eletroferograma e densitometria dos géis) em 30 minutos de corrida eletroforética. A figura
5 mostra o fluxo de trabalho para preparagdo dos chips e posterior analise da eletroforese

microfluidica no Bioanalyzer.

2. Posicionamento do 3. Eletroforese em tempo

1. Preparo do Chip no chip no Bioanalyzer real

Priming Station

A

l e

Figura 5 — Fluxograma para preparacao dos RNA Small Chip utilizando o equipamento
Bioanalyzer 2100 Agilent, para avaliacdo das amostras de RNA total.

4.3 Oligo microarrays

4.3.1 MicroRNAs microarrays

Para avaliacdo do perfil de microRNAs nas amostras de tecido tumoral de pacientes
com carcinoma mamario foram utilizadas laminas de microarrays (Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, USA) contendo cada uma quatro regides com 15.000 oligos (60 mer)
representando 723 miRNAs humanos e 76 controles internos preparados pelo processo de
SurePrint (sistema de impressdo), formato denominado de 8x15k oligo-arrays (figura 6). Este
processo de sintese in situ possibilita a deposicdo de oligonucleotideos, base a base, de 40-
60-mer de comprimento (o que inclui a sequéncia de microRNA e uma cauda extra), com

extrema precisdo resultando em alta pureza e alta fidelidade das sondas de microRNAs.
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Figura 6 - Agilent microarrays no formato 8x15K oligonucleotideos sintetizada a partir de
sequéncias de microRNAs.

A marcacdo das amostras foi feita com a utilizacdo do miRNA Complete Labeling and
Hyb Kit (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) a partir de 100ng de RNA total. O
primeiro passo envolveu a diluicdo do RNA total para 50ng/uL em agua livre de nucleases.
Posteriormente, adicionou-se 2uL (100ng) dessa diluicdo em um tubo de 0,6mL e conservou-
se no gelo enquanto foi preparado o CIP (Calf Intestinal Alkaline Phosphatase) Master Mix,
que foi feito sem a marcac¢do do Spike-in. A reacdo por amostra do CIP Master Mix continha:
0,4uL de 10X Calf Intestinal Phosphatase Buffer; 1,1l de agua livre de nucleases e 0,5l de
Calf Intestinal Phosphatase, sendo o volume final em cada amostra de 4pL .

O passo seguinte envolveu a defosforilagio das amostras. Todos os tubos foram
colocados a 37°C em um termobloco por 30 minutos. Em seguida, denaturaram-se as
amostras adicionando, em cada uma delas, 2,8uL de DMSO 100% em um termobloco, por 8
minutos. Apds esse tempo, os tubos foram colocados imediatamente em um banho frio feito
de uma mistura de dgua e gelo.

Apds a denaturacdo, partiu-se para o processo de ligacdo preparando-se o Ligation
Master Mix. Nesse mix utilizou-se por amostra: 1uL de 10X T4 RNA Ligase Buffer (aquecido
previamente a 37°C para dissolucdo do precipitado); 3pL de Cyanine3-pCp e 0,5uL de T4 RNA
Ligase (mantida a temperatura ambiente durante o preparo da reacdo). Apds a adicdo do
mix, misturou-se gentilmente, resultando num volume final de 11,3uL, e uma baixa e rapida
centrifugacao foi feita antes que os tubos fossem levados para incubagdo a 16°C em um

termociclador por 2 horas.
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Decorrido o tempo da incubacdo, as amostras foram submetidas a secagem a vacuo a
temperatura de 45°C num aparelho Savant 1IS5110 Speedvac Concentrator (Thermo Scientific,
Asheville, NC, USA) por aproximadamente 60 minutos observando-se que estivessem
totalmente secas e sem residuos de DMSO.

Na etapa que antecede a hibridacdo, as amostras foram resuspensas em 18uL de dgua
livre de nucleases e em seguida, pipetou-se 4,5uL de 10X Blocking Agent (preparado com a
adicdo de 125uL de 4gua livre de nucleases e aquecido a 37°C por 4 minutos) e 22,5ulL de 2X
Hi-RPM Hybridization Buffer, resultando num volume de 45uL. Apds serem misturadas
gentilmente, as amostras foram incubadas a 100°C, por 5 minutos e imediatamente
transferidas para o gelo, por 5 minutos. Enquanto ocorria a incubacdo, as cdmaras de
hibridagdo contendo as laminas da Agilent foram preparadas para receber as amostras. Tudo
deve ocorrer num periodo maximo de 15 minutos. O processo de hibridacdo com os
microarrays aconteceu num forno a 55°C com 20rpm durante 20 horas.

Apds a hibridagao, as laminas foram submetidas a imersao em GE Wash Buffer 1 (com
0,005% Triton X-102), a temperatura ambiente, para a liberagdo da lamina em meio liquido,
evitando o ressecamento e exposicdo ao ozOnio do ar capaz de degradar a cianina
(Cyanine3-pCp).

Em seguida, foram realizadas duas lavagens: a primeira no tampao 1 (GE Wash Buffer
1-0,005% Triton X-102) a temperatura ambiente por 5 minutos e a segunda no tampao 2 (GE
Wash Buffer 2-0,005% Triton X-102) por 5 minutos, a 37°C. A adi¢do do Triton reduz a
possibilidade de surgimento de artefatos nos arrays.

Ap0ds serem retiradas da solugdo, as laminas foram varridas imediatamente (scanning)
evitando o impacto dos oxidantes ambientais na intensidade dos sinais utilizando o DNA

Microarray Scanner (Agilent Technologies).

4.3.2 - Andlise dos dados de microarrays

- Quantificagdo e pré-processamento dos dados de microarrays de miRNAs
Apds o escaneamento das laminas os dados brutos foram quantificados com o auxilio do
software Feature Extraction vers3o.11.0 e os arquivos gerados no programa foram

submetidos ao ambiente matematico-estatistico R versdo 2.11.0 (http://www.r-project.org)

para as etapas de pré-processamento e analises subsequentes. O ambiente R funciona
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através de pacotes, que sdo instalados para realizacdo de cdlculos e funcées matematicas, a
fim de realizar ou combinar testes estatisticos.

Na primeira etapa foi feito o ajuste de background pela subtracdo dos valores de
background de cada microRNA (gBGMedianSignal) pelos valores de expressao
(gMedianSignal), e transformados em escala logaritmica (log2). Finalmente, todas as
distribuices foram normalizadas pelo método quantile, utilizando o pacote Aroma light
(63). Foi também calculado o valor da mediana de todas as sequéncias de miRNAs

depositadas na lamina de microarray.

- Analise Estatistica por Rank Products

Os microRNAs diferencialmente expressos foram identificados pelo teste Rank Products,
com uso do pacote RankProd em R (64). Rank Products é um método estatistico ndo-
paramétrico que fornece uma lista ranqueada por fold change em que é calculada a taxa de
falsos positivos. Em um estudo recente, comparando diversos métodos de andlise de
microarrays, esse teste foi considerado como um dos mais robustos, mesmo com baixo
numero de amostras (65).

Foram considerados como miRNAs diferencialmente expressos em cada estadiamento
comparando o perfil de expressdo no tumor primdrio e na metdstase de acordo com os
parametros de p-value e pfp (porcentagem de falsos positivos), ambos abaixo de 0.05. Dessa
forma, foram realizadas andlises pareadas entre ECl (sem metdstase) e ECIM (com
metastase), ECIl (sem metdstase) e ECIIM (com metdstase) e ECIIl (sem metastase) e ECIIIM

(com metastase).

4.4. Busca de microRNAs biomarcadores de metastase pelo método da Curva ROC

A fim de selecionarmos quais miRNAs apontados como diferencialmente expressos
pelos microarrays, seriam bons candidatos a biomarcadores de metastase para os diferentes
estadiamentos, utilizamos o método da curva ROC (receiver operator characteristic curve). O
método da area sob a curva ROC tem sido amplamente utilizado para identificacdo de
biomarcadores (66,67). O principio é conceitualmente simples, no qual valores de
sensibilidade s3o plotados em relacdo aos valores de especificidade. A drea sob a curva

(AUC) fornece um valor entre 0.5-1.0, por isso é também conhecido como estatistica-c (68).
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Em geral, valores de AUC acima de 0.75 possuem significancia clinica (69), sendo que no
presente projeto selecionamos microRNAs com AUC acima de 0.8. Foi utilizada a fungdo glm
(General Logistic Models) e o pacote ROCR (70).

Os miRNAs de alta sensibilidade e especificidade (ROC > 0,8) foram agrupados pela

distancia métrica de Pearson e Average Linkage usando o pacote gplots.

4.5 Reagao de PCR em tempo real para confirmagao dos dados de microarrays

A PCR quantitativa em tempo real (QPCR) foi utilizada para a confirmacdo dos dados de
microarray para quatro miRNAs, que se apresentaram diferencialmente expressos entre as
amostras de paciente com carcinoma de mama metastaticos e ndo metastaticos nos
diferentes estadios clinicos. Para o estadiamento clinico | foram selecionados o miR-21; para
o estadiamento Il o miRNA miR-183; ja para o estadiamento Ill o miR-140-3p. Selecionamos
ainda o miR-494 que se apresentou como diferencialmente expresso em pacientes com
tumores metastaticos independente do estadiamento clinico. Para normalizacdao dos dados
utilizamos o RNU 48 como miRNA endégeno (cuja expressdo se mantém com o mesmo
padrdo em todas as amostras bioldgicas) (tabela 6).

A reacdo de gRT-PCR foi feita utilizando-se o kit Tagman microRNA Assays (Life
Technologies, Foster City, CA, USA), conforme orientacdo do fabricante. A quantificacdo da
expressao dos microRNAs diferencialmente expressos, segue um protocolo simples, de dois
passos, que requer a transcricdo reversa com um primer microRNA especifico seguido por
PCR tempo real com sondas TagMan. As reacdes de transcricdao reversa foram realizadas
com 10ng de RNA total, 0.15uL de dNTP; 1ulL de enzima Multiscribe; 1,5uL de 10x RT buffer;
0,19uL de Rnase inhibitor; 3uL do primer do microRNA de interesse; 4,16uL de agua RNAse
free, segundo as instrucdes do fabricante. As amostras permaneceram a 16°C, durante 30
minutos (1 ciclo) , depois a 42°C (1 ciclo), durante mais 30 minutos e ent3o a 85°C, durante 5
minutos (1 ciclo). As reacGes foram realizadas no termociclador MasterCycle-Eppendorf.
Finalizada esta etapa, as amostras foram imediatamente colocadas no gelo e armazenadas a
-20°C. A segunda etapa consiste na reacdo de amplificacdo dos cDNAs. Para tal, adicionou-se
a cada amostra de 5uL de master mix RT; 2,5uL de dgua RNAse free; e 0,5uL da sonda do
mesmo microRNA que se utilizou o primer no processo de transcricdao reversa da etapa 1. A

guantidade do mix é determinada a partir da multiplicacdo pelo nimero de amostras,
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geralmente uma placa de 96 pocos; adiciona-se 8uL do mix em cada poco; e 2uL do cDNA de
cada amostra. As reacdes de qPCR foram realizadas com o auxilio do aparelho 7900 HT Fast
Real-time PCR System (Applied Biosystems USA). A reagdo tem volume final de 10uL, sendo
que cada amostra foi feita em triplicata, com amplificagdo no 7900HT Fast Real-time PCR
System (Applied Biosystems USA) numa corrida de cerca de 2 horas e 30 minutos com os
seguintes ciclos: Estagio 1, 10 minutos a 95°C; Estagio 2, 40 repeti¢des de 15 segundos a

95°C e 1 minuto a 60°C.

Tabela 6 - Sondas utilizadas nas rea¢des de qRT-PCR e suas respectivas sequéncias.

microRNA Numero de Sequéncia
acesso
RNU 48 001006 GATGACCCCAGGTAACTCTGAGTGTGTCGCTGATGCC
ATCACCGCAGCGCTCTGACC
hsa-miRNA-183 002269 UAUGGCACUGGUAGAAUUCACU
hsa-miRNA-494 002365 UGAAACAUACACGGGAAACCUC
hsa-miRNA-140-3p 002234 UACCACAGGGUAGAACCACGG
hsa-miRNA-21 000397 UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA

4.6 Analise dos dados de PCR quantitativa em tempo real (QPCR)

A expressao relativa de cada microRNA foi calculada pela andlise comparativa do gene
alvo com o do controle interno (RNU 48 Control miRNA Assay, Applied Biosystems, USA),
utilizando o método comparativo de AACT, usando o programa R para determinacdo das
respectivas quantificacdes relativas. Como normalizador, utilizamos o valor minimo de
expressao do grupo ndo metastatico em relacdo ao metastatico de cada estadiamento
clinico.

A diferenca estatistica dos miRNAs entre os grupos de pacientes foi calculada usando o
teste ndo paramétrico Mean-Whitney-U-test. Utilizamos como valor de corte o p valor <
0,05. Em seguida, estes miRNAs foram submetidos a uma andlise da curva ROC que
estabelece um valor de corte (threshold), baseado na expressdao diferencial a fim de

identificar miRNAs induzidos e reprimidos.
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A associacdo dos padrbes de expressdo dos miRNAs (induzidos ou reprimidos) com a
data de aparecimento da metdstase dos pacientes nos diferentes estadios, foram
considerados para obtencdo da curva de risco relativo, usando o pacote Survival do
ambiente estatistico-matematico R. Foram utilizados o test-log-rank e a analise multivariada
pelo método de Cox. Nesta ultima, foram avaliadas a influéncia do T, N, M, histologia (ductal

e lobular), assim como os subtipos moleculares. Ambas as andlises consideraram p< 0,05.
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DELINEAMENTAL EXPERIMENTAL




5. Delineamento experimental

Levantamento de prontudrios e selegao dos
espécimes em parafina com drea
representativa do tumor

Seleg¢do das amostras nos diferentes EC
(1,1L,111) com metastase e sem metastase
ao longo do tempo

Extracdo de RNA total das amostras parafinadas

Preparagio das sondas fluorescentes miRNA ©¥3

Hibridizagao microRNA-
microarrays Agilent 8x 15K

Analise bioinformatica dos dados
Softwares: Feature Extraction; R

Real Time PCR MicroRNAs
diferencialmente expressos (maior
significancia estatistica)

Anadlises estatisticas compilando dados
clinicos e miRNAs diferencialmente expressos
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6. RESULTADOS

6.1 Dados clinicos

Neste trabalho, foram incluidas 64 pacientes portadoras de cdncer de mama para
rastreamento global de microRNAs, sendo: 35 que ndo apresentaram metdstase a distancia
ao longo do tempo e 29 que apresentaram recorréncia metastdtica a distancia ao longo do
tempo. Os grupos foram estratificados de acordo com o estadio clinico em ECI, ECII e ECIII na
intencdo de encontrar miRNAs comuns ou especificos a cada estadio, que estariam
relacionados ao processo de metastase. Observou-se que a varidvel de interesse (metastase)
se mostrou distribuida de maneira homogénea entre os grupos, frente as varidveis
escolhidas para o pareamento, com excecdo da varidvel receptor de progesterona (p=0.018),
como é possivel observar na Tabela 7. Ainda nesta tabela, tem-se os dados numéricos da

distribuicdo dos subtipos moleculares, onde os tumores luminais A e B foram agrupados.

Tabela 7 - Andlise da distribuicdo das varidveis categdricas entre os grupos em relacdo aos
subtipos moleculares.

Metastase Ausente Presente Total p (x*)

Varidveis categéricas observadas apds o pareamento

Histologia Ductal 30 19 49 0.078
Lobular 5 10 15

Receptor RE + 21 13 34 0.226
Estrogénio RE - 14 16 30

Receptor RP + 16 5 21 0.018
Progesterona RP - 19 24 43

Her2 Her2 + 5 8 13 0.158
Her2 - 30 21 51

Subtipo Luminal 23 13 36 0.265
Molecular Basal like 9 11 20
Her2 3 5 8

6.2 Avaliacdao da Qualidade e Integridade das Amostras de RNA
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Apds extragdo do RNA total das amostras de tumor emblocadas em parafina e fixadas
em formalina, realizamos a avaliagdo das mesmas quanto a contaminagdo por proteina
(razdo 260/280) e fenol/reagentes razdo (260/230), em que todas as amostras apresentaram
razoes entre 1,8 e 2,0, indicando desta forma, auséncia de contaminacgao.

Posteriormente as amostras de RNA foram submetidas a andlise de integridade por meio
de eletroforese microfluidica utilizando o aparelho Agilent 2100 Bioanalyzer. A integridade
das amostras evidenciando a preservacdio dos miRNAs pode ser observada pela
densitometria, nas quais podemos checar a porcentagem de miRNAs na populagao de RNA
total.

Somente as amostras que apresentaram picos correspondentes a 18-24 nt e que
apresentaram concentragdo de miRNA superior a 40% (Figura 7) foram utilizadas pois

correspondem populacdo de microRNAs obtida dentro da populacdo do RNA total.

[FU]_ pico de miRNAs
=
. //KE
20— ﬂ/ .
0 N S
| I I I |
4 20 60 100 150 [nt]

Figura 7 — Imagem tipica de um eletroferograma obtido a partir da andlise da integridade
de uma das amostras de RNA total deste projeto.

6.3 Assinaturas de expressdo dos miRNAs diferencialmente expressos durante a

progressao do cancer de mama

A fim de se obter as assinaturas moleculares do miRNAs durante a progressdo do cancer
de mama, foram realizadas hibridacées com Agilent Human miRNA Microarray (8X15K -

G4471A, Agilent Technologies). Amostras de RNA total (100 ng) foram marcadas utilizando o
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Kit miRNA complete labeling and Hyb Kit (Agilent Technologies) segundo as instrucdes do
fabricante.

Os microRNAs foram considerados como diferencialmente expressos em cada
estadiamento clinico, comparando o perfil de expressao no tumor primario de pacientes que
ao longo do tempo desenvolveram ou n3ao metdstase a distancia, de acordo com os
parametros de p-value e pfp (porcentagem de falsos positivos), ambos abaixo de 0.05. Dessa
forma, foram realizadas andlises pareadas entre ECI (sem metastase) e ECIM (com
metastase), ECIl (sem metdstase) e ECIIM (com metastase) e ECIIl (sem metastase) e ECIIIM
(com metastase). As figuras 8, 9 e 10 mostram a matriz de expressdao com o dendrograma
dos microRNAs e das amostras obtidas na comparacdo entre ECI x ECIM, ECII x ECIIM e ECIII x

ECIIIM, respectivamente .

Color Key

Non-metastatic
B Metastatic

-15 -05 05 15
Value

hsa-miR-553
hsa-miR-494
hsa-miR-1914
hsa-miR-1231
hsa-miR-328
hsa-miR-923_v12.0
hsa-let-7c
hsa-let-7b
hsa-let-7a
hsa-miR-1225-3p
hsa-miR-21
hsa-miR-1308

Figura 8 - Matriz de expressdao de 12 microRNAs diferencialmente expressos no tecido
tumoral de pacientes com cancer de mama sem metastase e com metastase no ECI. O
dendrograma superior horizontal mostra o agrupamento das amostras e o vertical o
agrupamento dos genes. O vermelho indica inducdo da expressao, o verde repressao, e o
preto, sem modulacgao.
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Color Key

Non-metastatic
B Metastatic

-15 -05 05 1.5
Value

hsa-miR-205
hsa-miR-1826
hsa-miR-301a
hsa-miR-186"
hsa-miR-29¢
hsa-miR-16
hsa-miR-720
hsa-miR-1274b
hsa-miR-1260
hsa-miR-1274a
ebv-miR-BART17-5p
hsa-let-7b
hsa-let-7a
hsa-let-7c
hsa-miR-1308
hsa-miR-27a
hsa-miR-23a
hsa-miR-200c
jev-miR-J1-3p
hsa-miR-424
hsa-miR-125b
hsa-miR-21
kshv-miR-K12-3
hsa-miR-572
hsa-miR-1915
hsa-miR-1268
hsa-miR-1207-5p
hsa-miR-940
hsa-miR-663
hsa-miR-1290
hsa-miR-1246
hsa-miR-630
hsa-miR-575
hsa-miR-1914*
hsa-miR-1288
hcmv-miR-UL70-3p
hsa-miR-150*
hsa-miR-1225-5p
hsa-miR-1202
hsa-miR-638
hsa-miR-183
hsa-miR-923_v12.0
hsa-miR-494

Figura 9 - Matriz de expressao de 43 microRNAs diferencialmente expressos no tecido
tumoral de pacientes com cancer de mama sem metastase e com metdstase no ECII.
O dendrograma superior horizontal mostra o agrupamento das amostras e o vertical
o agrupamento dos genes. O vermelho indica inducdo da expressdo, o verde
repressao, e o preto, sem modulacdo.
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Color Key
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B Metastatic
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Value

sa-miR-630
hsa-miR-575
hsa-miR-188-5
hsa-miR— 225—gp
hsa-miR-1202
hsa-miR-1915
“SE‘"‘".:‘ 26

hsa-miR-1207-5p
hsa-miR-129
hsa-miR-1246
sa-miR-513a-5)
ebv-miR-BART1
hsa-miR-663

hsa-miR-720
hsa-miR-1260
hsa-miR-1308
hsa-miR-21
hsa-let-7¢
hsa-let-7b
hsa-let-7f
hsa-let-7a
hsa-miR-199a-3p
hsa-miR-512-5
ebv-miR-BART12

Figura 10 - Matriz de expressdao de 67 microRNAs diferencialmente expressos no
tecido tumoral de pacientes com cancer de mama sem metastase e com metastase
no ECIIl. O dendrograma superior horizontal mostra o agrupamento das amostras e o
vertical o agrupamento dos genes. O vermelho indica inducdo da expressao, a verde
repressao, e o preto, sem modulacdo.

Podemos observar que no EClI 9 microRNAs se apresentaram induzidos (up) e 3
reprimidos (down). J& no ECIl, 28 miRNAs estavam up e 15 miRNAs estavam down.
Finalmente no ECIII, 20 miRNAs foram observados como up e 46 como down, sendo que o
miR-1236 ndao mostrou alteragdao de expressdo. A tabela 8, apresenta a lista de miRNAs
diferencialmente expressos com significancia estatistica divididos por estadio clinico,

juntamente com suas respectivas modula¢des de expressao.



Tabela 8 - Modulagdao dos miRNAs diferencialmente expressos em cada estddio clinico.

ECI
microRNA P.valor pfp modulag¢ao
hsa-let-7a 0.00001 0.0045 up
hsa-let-7b 0.00001 0.0011 up
hsa-let-7c 0.00001 0.0212 up
hsa-miR-1225-3p 1.00E-04 0.0496 up
hsa-miR-1231 0.00001 0.005 up
hsa-miR-1308 0.00001 0.0133 down
hsa-miR-1914 0.00001 0.00001 up
hsa-miR-21 0.00001 0.0174 up
hsa-miR-328 0.00001 0.0233 up
hsa-miR-494 5.00E-05 0.0274 up
hsa-miR-553 1.00E-04 0.033 down
hsa-miR-923_v12.0 0.00001 0.008 down
ECII

ebv-miR-BART17-5p 1.00E-04 0.0212 down
hcmv-miR-UL70-3p 0.00001 0.0024 up
hsa-let-7a 1.00E-04 0.0093 down
hsa-let-7b 5.00E-05 0.0131 down
hsa-let-7c 0.00035 0.03415 up
hsa-miR-1202 4.00E-04 0.03895 up
hsa-miR-1207-5p 0.00001 0.0039 up
hsa-miR-1225-5p 2.00E-04 0.02215 up
hsa-miR-1246 0.00001 0.00001 up
hsa-miR-125b 1.00E-04 0.0122 up
hsa-miR-1260 0.00001 0.00195 down
hsa-miR-1268 0.00001 8.00E-04 up
hsa-miR-1274a 0.00001 0.0059 down
hsa-miR-1274b 0.00001 0.00001 down
hsa-miR-1288 1.00E-04 0.0149 up
hsa-miR-1290 5.00E-05 0.0075 up
hsa-miR-1308 0.00001 0.00695 up
hsa-miR-150* 4.00E-04 0.0358 up
hsa-miR-16 0.00015 0.02465 down
hsa-miR-1826 2.00E-04 0.0305 down
hsa-miR-183 1.00E-04 0.0125 up
hsa-miR-186* 2.00E-04 0.0339 down
hsa-miR-1914* 0.00001 0.0021 up
hsa-miR-1915 0.00001 0.0015 up
hsa-miR-200c 2.00E-04 0.022 up
hsa-miR-205 1.00E-04 0.0243 down
hsa-miR-21 1.00E-04 0.0106 down

(continua na proxima pagina)
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Tabela 8 (continuagdo) - Modulacdo dos miRNAs diferencialmente expressos em cada

estadio clinico.

ECII
microRNA P.valor pfp modulag¢ao
hsa-miR-23a 0.00001 0.0043 up
hsa-miR-27a 1.00E-04 0.0123 up
hsa-miR-29c 1.00E-04 0.0121 down
hsa-miR-301a 2.00E-04 0.0419 down
hsa-miR-424 1.00E-04 0.0155 up
hsa-miR-494 0.00001 0.0103 down
hsa-miR-572 3.00E-04 0.03065 up
hsa-miR-575 3.00E-04 0.0308 up
hsa-miR-630 5.00E-04 0.0425 up
hsa-miR-638 0.00001 0.0054 up
hsa-miR-663 2.00E-04 0.02005 up
hsa-miR-720 0.00001 0.00001 down
hsa-miR-923_v12.0 0.00001 0.00435 up
hsa-miR-940 0.00001 0.0037 up
jev-miR-J1-3p 3.00E-04 0.0296 up
kshv-miR-K12-3 2.00E-04 0.0183 up
ECII

ebv-miR-BART12 0.00001 0.0058 up
ebv-miR-BART13 2.00E-04 0.02065 down
ebv-miR-BART19-3p 4.00E-04 0.0297 down
hsa-let-7a 0.00001 0.0017 down
hsa-let-7b 0.00001 0.00375 up
hsa-let-7c 0.00015 0.025 up
hsa-let-7f 1.00E-04 0.0148 down
hsa-let-7g* 6.00E-04 0.0438 down
hsa-miR-103 3.00E-04 0.0245 down
hsa-miR-106b 4.00E-04 0.0317 down
hsa-miR-107 3.00E-04 0.0233 down
hsa-miR-1202 2.00E-04 0.0291 up
hsa-miR-1207-5p 0.00001 0.00435 up
hsa-miR-1225-5p 4.00E-04 0.03915 down
hsa-miR-1236 6.00E-04 0.0427 NA
hsa-miR-1246 0.00001 0.00001 down
hsa-miR-1260 0.00035 0.0302 down
hsa-miR-1268 1.00E-04 0.01215 down
hsa-miR-1290 2.00E-04 0.0207 down
hsa-miR-1303 3.00E-04 0.0276 down
hsa-miR-1305 0.00025 0.0305 up
hsa-miR-1308 0.00001 0.00115 down

(continua na préxima pégina)
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Tabela 8 (continuagdo) - Modulacdo dos miRNAs diferencialmente expressos em cada

estadio clinico.

ECII

microRNA P.valor pfp modulag¢ao
hsa-miR-140-3p 4.00E-04 0.029 down
hsa-miR-1470 7.00E-04 0.0489 down
hsa-miR-155 7.00E-04 0.0483 down
hsa-miR-15b 1.00E-04 0.0079 down
hsa-miR-16 0.00001 0.00245 down
hsa-miR-1826 0.00001 0.00015 down
hsa-miR-188-5p 0.00045 0.0446 up
hsa-miR-1915 1.00E-04 0.01355 down
hsa-miR-196a 2.00E-04 0.0251 up
hsa-miR-199a-3p 3.00E-04 0.03115 up
hsa-miR-200a 7.00E-04 0.0493 down
hsa-miR-205 0.00001 0.02755 down
hsa-miR-21 0.00001 0.0013 down
hsa-miR-217 4.00E-04 0.0432 up
hsa-miR-26a 1.00E-04 0.0152 down
hsa-miR-26b 3.00E-04 0.0248 down
hsa-miR-27a 8.00E-04 0.0498 down
hsa-miR-29a 2.00E-04 0.016 down
hsa-miR-302d* 5.00E-04 0.0403 down
hsa-miR-30b 0.00025 0.02305 down
hsa-miR-324-3p 6.00E-04 0.0453 down
hsa-miR-328 0.00015 0.0165 down
hsa-miR-342-3p 3.00E-04 0.0272 down
hsa-miR-375 6.00E-04 0.0415 down
hsa-miR-424* 5.00E-04 0.0351 down
hsa-miR-494 0.00001 9.00E-04 down
hsa-miR-512-5p 0.00001 0.0076 up
hsa-miR-513a-5p 1.00E-04 0.0151 down
hsa-miR-513b 3.00E-04 0.0245 down
hsa-miR-539 0.00001 0.0064 up
hsa-miR-548f 5.00E-04 0.0488 up
hsa-miR-559 2.00E-04 0.0265 up
hsa-miR-575 1.00E-04 0.0103 up
hsa-miR-590-3p 4.00E-04 0.0427 up
hsa-miR-630 4.00E-04 0.0449 up
hsa-miR-638 2.00E-04 0.027 up
hsa-miR-657 8.00E-04 0.0499 down
hsa-miR-663 1.00E-04 0.0148 down
hsa-miR-720 0.00001 0.00001 up

(continua na préxima pégina)
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Tabela 8 (continuagdo) - Modulacdo dos miRNAs diferencialmente expressos em cada
estadio clinico.

ECII

microRNA P.valor pfp modulag¢ao
hsa-miR-874 8.00E-04 0.0498 down
hsa-miR-923 v12.0 1.00E-04 0.0129 up
hsa-miR-92b 5.00E-04 0.0366 down
hsa-miR-93 2.00E-04 0.0193 down
hsa-miR-939 3.00E-04 0.0279 down
kshv-miR-K12-3 3.00E-04 0.0279 down

6.4 Interpola¢cao dos miRNAs diferencialmente expressos durante a progressao tumoral

por meio da construgao de um diagrama de Venn

A fim de avaliarmos a existéncia de relacGes entre o conjunto de microRNAs
diferencialmente expressos em cada comparagdo (com e sem metastase) e o0s
estadiamentos clinicos (ECI x ECIM; ECII x ECIIM; ECIII x ECIIIM), fizemos o diagrama de Venn,
gue compara os microRNAs obtidos em cada estadiamento utilizando o pacote gplots em R

(http://cran.r-project.org/web/packages/gplots/index.html). A figura 11 mostra o diagrama

de Venn, apontando sete miRNAs que sao diferencialmente expressos e comuns ao processo
de metastase. Sdo eles: hsa-let7a, hsa-let7b, hsa-let7c, hsa-miR-1308, hsa-miR-21, hsa-

miR494, hsa-miR-923 V12.0.
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hsa-let-7a
hsa-let-7b
hsa-let-7c
hsa-miR-1308
hsa-miR-21
hsa-miR-494
hsa-miR-923-V12.0

ECI

Figura 11 - Diagrama de Venn mostrando a sobreposicdo de miRNAs apontados como
diferencialmente expressos nas anadlises de microarrays. Podemos identificar os 7 miRNAs
comuns aos trés estadiamentos e os demais representam os miRNAs especificos de cada
estadio e comuns a mais de um estadio (p < 0,05).

Destes sete miRNAs encontrados como comuns a tumores metastaticos durante a
progressao tumoral, destacamos que quatro deles (hsa-let-7a, hsa-let-7b, hsa-let-7c e miR-
21) ja estdo sabidamente relacionados ao processo de metastase, por terem como alvos
alguns supressores tumorais (PTEN) e proto-oncogenes (genes Ras), o que valida nossos
resultados com outros estudos previamente analisados.

Dentre estes sete miRNAs selecionamos o miR-21 (ja sabidamente envolvido na
carcinogénese) e o miR-494 (pois ndo existem evidéncias concretas do seu papel no
processo de metastase em cancer de mama), para confirmacdo dos dados por PCR em

Tempo Real.

6.5 Busca de microRNAs biomarcadores de metdastase na progressio do cancer de mama,

pelo método da Curva ROC
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A partir dos miRNAs apontados como diferencialmente expressos pelos microarrays
utilizamos o método da curva ROC a fim de avaliar quais destes miRNAs seriam bons
candidatos a biomarcadores de metastase. Utilizamos miRNAs que apresentaram a drea sob
a curva (AUC) acima de 0.8 como miRNAs com potencial significancia clinica para
biomarcadores de metastase.

Foram entdo gerados graficos de cores ou heatmaps dos microRNAs diferencialmente
expressos e que também foram também considerados significativos pelo método da area
sob a curva ROC. Foi utilizada a distancia métrica de Pearson para construcdo dos
agrupamentos. As figuras 12, 13 e 14 ilustram os perfis de expressao dos microRNAs
apontados como candidatos a biomarcadores de metdstase identificados nas amostras de
pacientes nos estadiamentos clinicos I, Il e Ill que apresentaram metastase (ECIM, ECIIM e
ECIIIM) em relacdo aos pacientes que ndo apresentaram metdstase respectivamente (ECI,

ECII, ECIII).
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Figura 12 - Comparagao dos perfis de expressao de trés miRNAs apontados como
potenciais biomarcadores para o processo de metastase tumoral em pacientes com
cancer de mama estadiamento clinico | (p < 0,05).

A figura 12 nos mostra trés miRNAs cujos padrdes de expressdo sdo mais sensiveis e
especificos ao processo de metastase para tumores classificados no estadiamento clinico I.
S3o eles: miR-21, miR1914 e miR-553.

Destes o miR-21 (o primeiro miRNA descrito em mamiferos) ja vem sendo amplamente
discutido na literatura como um oncomir, pois seus principais alvos ja validados sdo

supressores tumorais como PTEN e Bcl2 (entre outros alvos) (71). AlteracGes na expressao
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de miR-21 (superexpressdo) vem sendo associada ao desenvolvimento de diversos tipos de

tumores humanos dentre eles o cancer de mama (72).
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Figura 13 - Comparacdao dos perfis de expressiao de seis miRNAs apontados como
potenciais biomarcadores para o processo de metdstase tumoral em pacientes com
cancer de mama estadiamento clinico Il (p < 0,05).

Para o estadiamento clinico Il a figura 13 evidencia seis miRNAs cujos padrdes de
expressao sao mais sensiveis e especificos ao processo de metastase para tumores de
pacientes com cancer de mama neste estadio. S3o eles: jcv-miR-J1-3p, miR27a, miR183, miR-
3013, miR-186 e miR-16.

Destes chamamos atencdao para o miR-183, que se mostra superexpresso no tumor da
maioria dos pacientes com cancer de mama ECIl metastatico. Este miRNA apresenta como
principais alvos validados metaloproteinases de matriz e desempenha importante papel na
regulacdo de supressores tumorais como EGR1 e PTEN. Além disso, a expressao deste miRNA

esta diretamente relacionada a tumores de mama que expressam o antigeno Her2/neu (73).
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Figura 14 - Comparacdo dos perfis de expressao de doze miRNAs apontados como
potenciais biomarcadores para o processo de metdstase tumoral em pacientes com
cancer de mama estadiamento clinico Il (p < 0,05).

Finalmente, a figura 14 nos mostra doze miRNAs, cujos padrdes de expressdo sdo mais
sensiveis e especificos ao processo de metdstase para tumores classificados no
estadiamento clinico Ill. S3o eles: miR-30b, miR-107, miR-93, miR-106b, miR-16, miR15b,
miR-140-3p, miR-513b, miR-512-5p, ebv-miR-BART 12, miR-590-3p e miR-559.

O miR-15b e miR-16 pertencem a um cluster de miRNAs que ao que parece, exercem
funcdo de supressor tumoral, regulando negativamente a expressdo do fator de transcricao
E2F, que é uma molécula chave, tanto na inducdo da proliferacdao, quanto da morte celular

(74).

6.6 Confirmagao dos miRNAs apontados como diferencialmente expressos por qPCR em

Tempo Real

Utilizamos o método de PCR quantitativa em tempo real (QPCR) para a confirmacgdo
dos dados de microarray para cinco microRNAs, que se apresentaram diferencialmente
expressos entre as amostras de paciente com carcinoma de mama metastaticos e nao
metastaticos, nos diferentes estadios clinicos. Sdo eles: miR-21 e miR-494 (diferencialmente
expressos nos casos ECI, ECIlI e ECIII), miR-183 (diferencialmente expresso apenas nos casos

ECIl) e miR-140-3p (diferencialmente expresso apenas nos casos ECIII).
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Antes de realizarmos as reacdes de PCR em Tempo Real, fez-se necessario uma etapa
de padronizacdao das reagdes e selecdo do melhor miRNA endégeno a ser usado como
calibrador. Apés varios testes para escolha do melhor endégeno selecionamos o RNU48 para
normalizacdo dos dados pois apresentava o mesmo padrdao de expressao em todas as
amostras bioldgicas analisadas.

Por meio das reagdo de PCR em Tempo Real conseguimos confirmar a expressao
diferencial de dois miRNAs, o miR-183 para as amostras de pacientes do estadiamento
clinico Il e o miR-494 apenas para as amostras de pacientes do estadiamento I. Estes dois
miRNAs se apresentaram superexpressos nas amostras de tecido tumoral metastatico,
guando comparados as amostras de tecido tumoral ndo metastatico, com significancia

estatistica (p < 0.05) (Figura 15).
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Figura 15 - Confirmacdo da superexpressdao de miR-183 e miR-494 nas amostras de
tumores de mama metastaticos (M) em relacdo aos ndo metastaticos (NM) nos
estadiamentos clinicos Il e |, respectivamente (A e B).

Um fato curioso que nossos resultados mostraram é que na andlise inicial utilizando a
tecnologia dos microarrays e também por meio da construcdo do diagrama de Venn o miR-
494 foi identificado como comumente superexpresso nos tumores metastaticos dos trés
estadiamentos clinicos. No entanto, quando realizamos o PCR em Tempo Real, foi possivel
identificar este miRNA com significancia estatistica alta (p < 0,002) apenas no estadiamento

clinico mais inicial, ou seja, o EC .
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Este é um resultado totalmente original e muito interessante pois sabemos que este
miRNA tem como alvos supressores tumorais, especialmente PTEN e que, portanto, a
superexpressdao de miR-494 pode ser um mecanismo de regulacdo pds-transcricional
associado a eventos de iniciagdo da carcinogénese. Existem ainda poucos trabalhos na
literatura que mostram a associacdo da expressdo deste miRNA com o surgimento e
progressao de alguns tipos de tumores. Sendo assim, talvez este miRNA seja um bom
candidato a investigacdes futuras por meio de ensaios funcionais a fim de melhor elucidar o

real papel deste miRNA no cancer de mama.

6.7 Associacdao dos padroes de expressao dos miRNAs com o progndstico dos pacientes

com cancer de mama durante a progressao tumoral

Tendo em vista que a expressao do miR-183 foi confirmada apenas nas amostras do
estadio Il pelo PCR em Tempo Real, decidimos inicialmente avaliar se havia correlacdo da
expressao deste miRNA com os dados clinicos dos pacientes nestes estadiamento. Nossos
resultados mostraram que a superexpressao do miR-183 apresenta uma darea sob a curva de
0,769, ou seja, este miRNA parece ser um bom marcador com alta especificidade e
sensibilidade para o processo de metastase em pacientes com cancer de mama em
estadiamento clinico Il (Figura 16).

Considerando o potencial deste miRNA como biomarcador para o processo de
metastase em tumores de mama de pacientes no estadiamento clinico Il, decidimos avaliar
se a combinacdo deste potencial biomarcador com o miR-21 e miR-494, nas amostras de
estadio Il, apresentava correlacdo da expressdo com os dados clinicos com significancia
estatistica. Fizemos entdo, uma regressao logistica usando o modelo glm (general logistic
model) em ambiente R, a fim de unir a expressdo dos trés marcadores (miR-183 especifico
do EC Il, miR-21 e miR-494), e as combinacdes de dois a dois. Os valores resultantes desta
regressao logistica foram submetidos a andlise da curva ROC, para determinacdo do ponto
de corte, que caracteriza o valor predito pela regressdo para a superexpressdo (up) ou
diminuicdo da expressdo (down) destes miRNAs em cada paciente.

Com este valor de corte, finalmente foi possivel fazer a associacdo do padrdo de
expressao dos trés miRNAs e em combinagdes de dois a dois, comparados com a data de

surgimento da metdstase por meio da construcgdo da curva de risco relativo usando o pacote
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Survival do ambiente estatistico-matematico R. A probabilidade de recorréncia foi avaliada
pelo teste log-rank. Ambas as andlises consideraram p < 0,05.

Observamos pelas curvas ROC, que a combinac¢do do miR-183 com o miR-21 e o miR-
494 aumenta o valor da drea sob a curva, consequentemente aumentando o valor preditivo
do miR-21 e miR-494 quando vistos separadamente, sugerindo um potencial destas

combinagbdes como biomarcadores de metdastase para o estadiamento clinico Il (Figura 16).
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Figura 16 - Curvas ROC obtidas a partir dos dados de expressdao dos miRNAs miR-21, miR-
183 e miR-494 diferencialmente expressos nas amostras de tumor metastatico de
pacientes com cancer de mama em estadiamento clinico Il.

Realizamos também uma analise da curva ROC, combinando os valores de expressao
dos trés miRNAs (miR-21, miR-183 e mir-494) a fim de avaliarmos o valor preditivo de

metdstase nas amostras de tumor de pacientes em estadiamento clinico Il (Figura 17).
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Figura 17 - Curva ROC obtida a partir da combinagado dos dados de expressao dos miRNAs
miR-21, miR-183 e miR-494 diferencialmente expressos nas amostras de tumor

metastatico de pacientes com cancer de mama em estadiamento clinico Il.

Podemos observar que a combinacdo destes trés potenciais marcadores de metdstase

apresentou um resultado melhor, no qual houve um significativo aumento da drea sob a

curva (AUC=0,838), evidenciando o potencial destes marcadores para o cancer de mama

metastdtico em estadiamento clinico Il. No entanto, a sensibilidade especificidade da

combinac¢dao nao foi superior aos valores do miR-183 analisado separadamente. A tabela 9

mostra os miRNAs, bem como suas combinacGes e os valores da drea sob a curva;

sensibilidade e especificidade, destes potenciais biomarcadores de metdstase em amostras

do estadiamento clinico Il.

Tabela 9 - Tabela dos miRNAs com potencial biomarcador apresentando os valores de corte

obtidos por meio das andlises de curvas ROC.

microRNAs Valor de corte AUC Sensibilidade (%) Especificidade (%)
miR21 1,89 0,438 30 75
miR183 4,708 0,769 75 80
miR494 1,688 0,400 30 75
miR21 + miR494 0,497 0,600 50 75
miR21 + miR183 0,431 0,823 90 70
miR183 + miR494 0,354 0,830 70 75
miR183 + miR21 +
miR494 0,567 0,838 75 80
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Nossos resultados mostraram que nao foi possivel observar significancia estatistica
entre os grupos de pacientes (metastase versus nao metastase) quando associamos o0s
padrdes de expressdao do miR-21 (p = 0,88 ) e do miR-494 (p = 0,86), apds o teste estatistico
de log Rank neste grupo de pacientes (ECIl). Por outro lado, observamos que a
superexpressao do miR-183 foi associada a um pior progndstico, com significancia estatistica
(p=0,03), nos pacientes do estadiamento clinico Il (Figura 18).

Na figura 18 também podemos observar que a combinacdo da expressao do miR-21
com miR-494 nao foi significativa apds o teste de log-rank (p=0,123). As outras combinagdes
de marcadores foram significativas: miR-21 com miR-183 (p=0,004) e miR-183 com miR-494
(p=0,001). Nos casos de estadiamento clinico Ill ndo foram encontrados resultados

significativos para associacdo destes marcadores com o progndstico.
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Figura 18 - Curvas de risco relativo associando o padrdo de expressdo (up = linha

tracejada/down = linha continua) do miR-21, miR-183 e do miR-494 com a presenca de
metdastase em pacientes com carcinoma mamdrio invasor estadio Il (p <0,05).
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Considerando que estes trés marcadores sdo potencias marcadores de risco para o
desenvolvimento de metdstase nos casos de pacientes com cancer de mama em
estadiamento clinico Il, avaliamos a combinacdo da expressao destes trés marcadores nos
casos deste grupo. Nossos resultados mostraram que a superexpressdo destes trés miRNAs
(miR21 + miR183 + miR494) foi associada a um maior risco relativo de desenvolvimento de
metastase nos casos metastaticos do grupo de pacientes em ECIl com alta significancia
estatistica (p=0,002). O risco relativo para metdstase de acordo com o padrdo de expressdo

(up ou down) dos miRNAs é apresentado na figura 19.

miR21 + miR183 + miR494

00
+

T T T T
0 50 100 150

Tempo {meses)

Figura 19 - Curva de risco relativo associando o padrao de expressdo (up = linha
tracejada/down = linha continua) combinado dos trés miRNAs (miR-21, miR-183 miR-
494) com a presenca de metdstase em pacientes com carcinoma mamdrio invasor
estadio Il (p <0,05).

Portanto nossas andlises mostraram que quando fazemos a associacdo da expressao do
miR-183 com qualquer um dos miRNAs (miR-21 e miR-494) observamos valores maiores de
risco (Figura 19). Tal resultado nos mostra que provavelmente, miR-183 seja um potencial
biomarcador de risco capaz de discriminar com maior acurdcia tumores metastaticos de
tumores ndo metastdticos de carcinoma de mama em estadiamento clinico Il.

Considerando o potencial destes miRNAs (miR-183, miR-21 e miR494) como marcadores
de risco para desenvolvimento do cancer de mama, realizamos ainda um analise
multivariada utilizando a regressdo de Cox. Esta andlise tem o objetivo de avaliar a
capacidade progndstica em discriminar os pacientes independente das varidveis clinico-

patoldgicas como: histologia; tamanho; envolvimento nodal e subtipo molecular (Tabela 10).
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Tabela 10 - Analise multivariada para risco relativo utilizando regressdo de Cox para
combinar varidveis clinicas com a modulacdo de trés miRNAs de interesse (hsa-miR21, hsa-

miR494 e hsa-miR-183).

Covariavel p valor RR (95% IC)
Histologia Ductal 0.1105 0.2964 (0.06656-1.32)
Outro 1
regglagao Up 0.0134 5.8382 (1.44192-23.64)
miRNA Down 1
Histologia Lobular 0.1105 3.374 (0.7577-15.02)
Outro 1
regl.JIagao Up 0.0134 5.8382 (1.44192-23.64)
miRNA Down 1
™ T2 0.41401 1.7449 (0.4589-6.635)
Outro 1
regl.JIagéo Up 0.00604 7.584 (1.7856-32.207)
miRNA Down 1
NO NO 0.30875 0.4978 (0.130-1.907)
Outro 1
regl.JIagéo Up 0.00733 6.6417 (1.664-26.503)
miRNA Down 1
N1 N1 0.30875 2.009 (0.5244-7.695)
Outro 1
regglagéo Up 0.00733 6.6417 (1.664-26.503)
miRNA Down 1
Subtipo Luminal 0.99957 0.9996 (0.2747-3.638)
Molecular Outro 1
regglagao Up 0.00921 6.3045 (1.5768-25.208)
miRNA Down 1
Subtipo Basal 0.21919 0.3512 (0.06617-1.864)
Molecular Outro 1
3 3112 (1.91 -36.
regylagao Up 0.00464 8.3 (1.91848-36.006)
miRNA Down 1
i . .8233-17.2
Subtipo Her2 0.08739 3.766 (0.8233-17.23)
Molecular Outro 1
5 8.332 (1.8785-36.95
regylagao Up 0.00528 ( )
miRNA Down 1
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Podemos observar pela tabela 10 que a superexpressao dos miRNAs miR-21, miR-183 e
miR-494 foi associada a um pior progndstico apresentando risco relativo para o
desenvolvimento de metdstase com significancia estatistica (p < 0,05) e intervalo de
confianga de 95%, independente das varidveis clinicas e patoldgicas avaliadas. Estes
resultados sdo bastante promissores considerando que a combinacdo da superexpressao é
bastante nova dentro do contexto de miRNAs como marcadores de risco para o

desenvolvimento de metastase no cancer de mama.
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7. DISCUSSAO

Apesar do carcinoma mamario ser amplamente estudado no mundo todo, ainda hd
muito o que se investigar, mesmo com as diferengas de sobrevida conhecidas entre os
subtipos moleculares (3), ao considerar dois pacientes com caracteristicas clinicas
extremamente semelhantes, em questao de classificacgdo TNM e até o mesmo subtipo
molecular, ndo se sabe ao certo o que leva o tumor de um paciente se disseminar para sitios
distantes do corpo, anos apds o tratamento, enquanto o tumor de outro paciente apresenta
auséncia de qualquer sinal de retorno da doenca.

Nosso estudo procurou contribuir com a expansdo do conhecimento em direcdo a este
problema, tendo como objetivo principal a investigacdo dos miRNAs, que s3o pequenos
RNAs ndo codificadores com grande potencial para auxiliar na elucidacdo de mecanismos
moleculares associados a carcinogénese, tal como a metdstase (57). Deste modo, o presente
trabalho se refere a uma analise comparativa da expressdo de miRNAs de espécimes
tumorais provenientes de pacientes portadores de carcinoma mamadrio invasivo ductal ou
lobular, que ao longo do tempo apresentaram metastase a distancia ou nao.

Rotineiramente em todo o mundo, o processamento histolégico do material cirurgico faz
uso de fixacdo em formalina para preservacado da arquitetura histolégica dos tecidos. Assim,
as colecbes de tecidos fixados em formalina e embebidos parafina, associados com os
bancos de dados clinicos dos pacientes, constituem uma fonte de inestimavel valor de
informacdo para investigacdo cientifica. Ademais, qualquer biomarcador obtido a partir de
tecido parafinado mais prontamente pode ser transferido para pratica clinica (75), uma vez
gue muitas vezes este tipo de material é a Unica fonte disponivel.

Com o advento da ciéncia genOmica, técnicas que realizam analises em larga escala,
como microarrays e PCR em tempo real, sdo foco de crescente interesse na mineragao
destas informacdes clinicas a partir do acesso a acervos de amostras parafinadas como fonte
de informacdo clinico-patolégica. Embora o valor de informacGes obtidas a partir de estudos
retrospectivos que utilizam amostras em parafina tenham sido amplamente validados, até
pouco tempo atrds, a utilizacdo deste tipo de material para realizacdo de estudos de
expressao génica, ndo tem sido considerada uma fonte confidvel, em virtude da dificuldade
em se obter RNA mensageiro intacto a partir destas amostras (76). Isto porque, enquanto a

fixacdo em formalina ajuda a preservar proteinas celulares e conservar a arquitetura do
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tecido, este procedimento reduz significantemente a quantidade e principalmente a
qualidade do RNA devido a degradagao enzimatica e quimica, que ocorre antes e durante o
processo de fixacdo (81, 82). Finalmente, a formalina é responsavel por formar ductos
mono-metil com as bases nitrogenadas dos acidos nucleicos, em especial a adenina, e esta
modificacdo covalente reduz a eficiéncia das reacdes de transcricdo reversa utilizadas para
avaliacdo da expressdo de transcritos (77).

Devido ao seu pequeno tamanho (19 a 23 nucleotideos), os miRNAs podem ser menos
propensos a degradagdo, possibilitando seu uso como potenciais biomarcadores para
rastreamento do perfil de expressdo que caracteriza o status molecular de amostras
tumorais embebidas em parafina e fixadas em formalina (FFPE), por meio da tecnologia dos
microarrays ou qRT-PCR (78).

Neste trabalho foi possivel identificar assinaturas de expressao de miRNAs caracteristicos
para tumores de pacientes com cancer de mama em diferentes estadiamentos clinicos.
Inicialmente as andlises dos microarrays mostraram 12 miRNAs apontados como
diferencialmente expressos no tumores de mama metastaticos no estadiamento clinico |,
sendo 9 miRNAs superexpressos e 3 miRNAs reprimidos nos casos metastaticos. Dentre
estes, alguns bem descritos como superexpressos na literatura, estavam induzidos, como a
familia let-7; miR-21; entre outros, que serdo discutidos mais adiante.

Para o estadio clinico Il, as analises obtidas a partir dos microarrays apontaram 43
miRNAs como diferencialmente expressos no tumores de mama metastaticos, sendo 28
mMiRNAs superexpressos e 15 miRNAs reprimidos nos casos metastaticos. Neste estadio,
destacamos a indugdo do miR-183, um potencial oncomir, que se mostrou muito
interessante apds as analises de curva ROC, devido ao alto poder de sensibilidade e
especificidade na separa¢do dos casos metastaticos dos ndo metastaticos.

Finalmente, foi possivel identificar 67 miRNAs apontados como diferencialmente
expressos nos tumores de mama metastaticos em estadio clinico Ill, sendo que 20 miRNAs
estavam superexpressos, 46 miRNAs estavam reprimidos, e um estava sem modulagao nos
casos metastaticos em relacdo aos ndo metastaticos. Novamente, membros da familia let-7
se mostraram induzidos, bem como o miR-923, também presente em todos os estddios
clinicos. Na sequéncia discutiremos melhor alguns destes miRNAs.

A partir destes resultados realizamos um diagrama de Venn, a fim de identificarmos se

existem miRNAs que sdo comuns ao processo de metdstase, independente do estadio
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clinico. Nossas andlises mostraram que existem sete miRNAs diferencialmente expressos e
comuns ao processo de metdstase. Sao eles: hsa-let7a, hsa-let7b, hsa-let7c, hsa-miR-1308,
hsa-miR-21, hsa-miR494, hsa-miR-923 V12.0.

No estudo de Jaiswal et al 2012 (79), os autores mostraram que o miR-1308 é
transportado por microparticulas (pequenas vesiculas com membrana), que sdo liberadas
por células normais e malignas e que este microRNA tem como alvo NKIRAS1, um inibidor de
NFkB, que por sua vez é um fator de transcricdo com funcdes importantes de regulacdo de
diferenciagao, proliferagao, bloqueio de apoptose e resposta imune e tem sido apontado
como induzido em carcinoma mamario inflamatério. Em Jones et al 2012 (80), o mesmo foi
detectado como reprimido no soro de pacientes portadores de mieloma e induzido em
controles saudaveis e foi apontado como um potencial biomarcador util na distingdo de
pacientes em um estado precursor assintomatico e pacientes portadores de mieloma de
controles normais. Além disso, a combinacdo do miR-1308 com o miR-720 permitiu
diferenciar o estado assintomatico ou presenca de mieloma de doencas ndo relacionadas.
Apesar de ndo encontrados muitos estudos na literatura da funcdo deste miRNA no cancer
de mama, estes trabalhos reforcam o grande potencial destas moléculas no uso clinico.
Outro candidato apontado no diagrama, o miR-923, no trabalho de Zhou et a/ 2009 (81), em
conjunto com outros microRNAs revelou-se como promotor de quimioresisténcia a Taxol,
mostrando-se induzido em linhagens resistentes em comparacdo com as linhagens parentais
sensiveis.

A familia Let-7 sabidamente na literatura estd relacionada ao processo de
colonizacdao metastatica, tendo como alvo o gene Ras, c-myc, HMGA2, CCDN1 e outros
(82,83), em Kim et al 2012 (84), os autores focaram na interacdo do let-7a e CCR7 no
contexto de metdstase, mostrando que o miRNA provoca repressao desta quimiocina
envolvida em estimulos metastaticos, revelando um potencial para uso terapéutico. Em
outro trabalho, de Yun et al 2011 (85), os autores apontam o mecanismo de interagdo pelo
qgual a proteina supressora de metastase RKIP inibe genes que sdo alvos da familia let-7
(BACH1 e HMGA?2), que por sua vez, causam inducdo de genes promotores de metastase
ossea pelo cancer de mama (MMP1, CXCR4). Os autores também ressaltam que a analise de
determinados genes e sua sinalizacdo em um determinado contexto, como na metastase, é
critico para o entendimento de seu valor preditivo e potencial terapéutico. Desta maneira, a

literatura aqui apresentada condiz com nossas analises de interpolacdo dos microRNAs
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comuns aos pacientes metastdaticos, revelando microRNAs envolvidos com resisténcia a
drogas, genes de proliferacao, invasao e bloqueio de apoptose.

Quanto ao miR-494, houve uma tendéncia de superexpressdo deste miRNA nos
tumores metastaticos em relagdao aos ndo metastaticos nos estadios I, Il e lll. Em Liu et a/
2012 (86), utilizando diversos modelos animais de tumores estabelecidos (mama, pulmao,
linfomas B e T, melanoma e cdélon) e linhagens celulares, os autores consistentemente
avaliaram a relagdo do miRNA-494 com o sistema imune e expressao de PTEN. Eles
detectaram superexpressdao de miRNA-494 em MDSCs (myeloid-derived suppressor cells -
células mieldide derivadas supressoras), causada por TDFs (tumor derived factor - fatores
derivados do tumor) que promovem crescimento e facilitam a metastase do tumor. Através
da repressao do supressor tumoral PTEN pelo miRNA-494, ha ativacdo das vias Akt, NFkB e
mMTOR, induzindo a expressdo de metaloproteinases (MMPs) que facilitam a invasdo e
metdstase. Curiosamente, em Haga e Phinney 2012 (87), com ensaios celulares e
comparacdo de bidpsias de carcinoma ductal em estagios precoce e mama normal, os
autores postularam que o miR-494 estd localizado em uma regido do genoma denominada
DLK1-DIO3, que contém um conjunto de miRNAs supressores tumorais, e embora todos os
mecanismos de acdo nao estejam bem elucidados, sugeriram que este grupo de miRNAs
atue cooperativamente na repressdao dos processos EMT e proliferacdao, que acabam por
levar @ metastase.

Em relacdo ao miR-21, nossos resultados mostraram que este miRNA apresenta
expressao diferencial em todos os estadios clinicos, porém com padrdes diferenciados. No
estadio |, ele se mostrou superexpresso nos casos metastaticos, tendéncia que também foi
observada no estadio Ill, mas de maneira menos expressiva no estadio Il. A expressdo
alterada do miR-21 tem sido uma das mais exploradas e descritas em diversos tipos de
cancer nos ultimos anos (88-90), sendo este miRNA considerado um promotor da
oncogénese, devido ao genes alvos que sdo regulados por ele. No trabalho realizado com
material parafinado de mama em Hui et al (75), os autores também indicaram este miR
COMO superexpresso.

De maneira semelhante, em outros estudos de expressdao de microRNAs em amostras
de carcinoma mamadrio, a superexpressao do miR-21 foi encontrada em Si et a/ 2007 (91);
Yan et al 2008 (71); e em Qian et al 2009 (92), sendo que neste ultimo trabalho, os autores

ainda apontam uma complexa interacdo entre o miR-21 e a via TGF-B. Utilizando ensaios
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funcionais em linhagens e animais, Zhu et al 2008 (93), revelaram que o miR-21 tem como
alvos supressores tumorais PTEN; TPM1 (tropomyosin 1); PDCD4 (programmed cell death 4)
e Maspin envolvidos na regulacdo de migracdo e invasdo, pela via PI3K-Akt e outros
mecanismos ainda nao muito claros.

Sendo assim, os resultados de nosso trabalho corroboram com relatos ja descritos na
literatura a respeito de alguns miRNAs, que comumente apresentam expressao alterada na
maioria dos tumores sélidos, incluindo o cancer de mama.

Na tentativa de confirmar nossos achados do rastreamento por microarray,
utilizamos a técnica de gRT-PCR nos mesmos pacientes. Para realizar um PCR quantitativo
robusto, analisamos criteriosamente parametros como extracdo do RNA total; controle de
integridade; sintese de cDNA; desenho do primer e normaliza¢cdo dos dados (94). Em relacao
a normalizacdo, utilizamos o método gold standard, fazendo uso de miRNAs enddgenos
como referéncia (95), escolhidos com base em um estudo piloto prévio (96) realizado pelo
nosso grupo de pesquisa. No entanto, notamos que os dados de expressdao da fase de
microarray nao foram reprodutiveis para todos os miRNAs analisados. Uma possivel
explicagdo, diz respeito aos desafios intrinsecos da técnica de qRT-PCR, como destacados em
Benes et al 2010 (94), tais desafios incluem o pequeno tamanho dos microRNAs maduros
(em torno de 22 nucleotideos); a heterogeneidade do conteido GC, o que resulta em um
intervalo relativamente grande de temperaturas de anelamento de duplex de &cidos
nucleicos na populacdo de miRNAs (94).

Por meio das reacdo de PCR em Tempo Real conseguimos confirmar a expressao
diferencial de dois miRNAs, o miR-183 para as amostras de pacientes do estadiamento
clinico Il e o miR-494 apenas para as amostras de pacientes do estadiamento |. Estes dois
miRNAs se apresentaram superexpressos nas amostras de tecido tumoral que
desenvolveram metdstase ao longo do tempo, quando comparados as amostras de tecido
tumoral que nao desenvolveram metastase ao longo do tempo, com significancia estatistica
(p £0,05).

Com a finalidade de verificar qual a probabilidade do padrdo de expressdao destes
miRNAs estar associada a um pior progndstico dos 64 pacientes incluidos neste estudo,
avaliamos a expressdao do miR-183, miR-494 e sua associacdo com o progndstico em cada

paciente.
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As analises iniciais mostraram que o aumento da expressdo do miRNA-183 e do
miRNA-494 em combinagao foi correlacionada a um pior progndstico. Embora a analise
separada destes microRNAs mostre esta mesma inclinacdo, ndo obtivemos valor de p
estatisticamente significativo. No entanto, alguns trabalhos corroboram para esta tendéncia.

Em (97) Yang et al 2013, os autores investigaram biomarcadores para detecgdo
precoce de carcinoma esofagico de células escamosas, e relataram o miR-183 apresentando
niveis elevados no tumor em comparacdo ao tecido tumoral adjacente. Os autores ndo
apresentaram uma curva de sobrevida, porém, este microRNA apresentou significancia na
andlise de regressao logistica para risco de cancer esofdgico. De maneira semelhante,
Hannafon et al 2011 (98) detectaram superexpressao deste microRNA ao comparar cancer
de mama pré-invasivo e tecido normal. Assim, somando-se nossos achados aos dados da
literatura e ao fato do miR-183 ter como alvos, supressores tumorais (EGR1 e PTEN) (99),
acreditamos que esta molécula possa ser um potencial oncomir, exercendo papéis
diferentes em diferentes tipos de cancer.

O miR-494, como ja dito anteriormente, também atua regulando o importante
supressor tumoral PTEN em diferentes tipos de tumores, e ainda sabe-se pouco sobre a
funcdo deste no contexto do cancer de mama. De maneira impressionante, nossos
resultados mostraram que ao combinar estes dois microRNAs como biomarcadores
progndsticos, conseguimos aumentar o valor da drea sob a curva, obtendo um resultado
estatisticamente significativo e revelando um achado original que abre espac¢o para novos
estudos da importancia e dos papéis exercidos por estes microRNAs na progressdo do
carcinoma mamario.

Na meta-andlise de Vosa et al 2013 (100), diversos estudos de expressdo de miRNAs
em pulmao foram investigados. Em concordancia, foram destacados os miRs 21 e 183 como
superexpressos e importantes reguladores de processos oncogénicos. Apesar do trabalho
ndo ter mostrado correlagdes estatisticas com anadlises de sobrevida e risco relativo, os
autores enfatizam a importancia destas andlises para o ponto de vista clinico.

Em Shaefer et al 2010 (101), tumores de prostata e tecido adjacente normal foram
comparados por microarray e qRT-PCR, e novamente o miR-183 revelou-se superexpresso.
Além disso, a combinacdo deste com outros miRs elevou o poder da curva ROC, aumentando
o valor de area sob a curva. Desta maneira, este estudo reforca o valor e potencial do uso de

miRNAs como ferramentas de auxilio no progndstico de pacientes.
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A busca por biomarcadores especificos e funcionais capazes de diferenciar uma condicao
patoldgica de um estado normal, ou de auxiliar de maneira acurada no progndstico do
paciente é uma luta travada diariamente em muitos paises. ldentificar um padrdao de
expressao consistente de microRNAs biomarcadores passiveis de uso na clinica e obtidos de
material parafinado seria uma grande revolucdo, considerando que muitas vezes este é o
Unico tipo de material disponivel para analise. De fato, grandes esforcos nesta darea ja
resultaram em plataformas aplicaveis a rotina clinica como Oncotype Dx; MapQuant Dx;
entre outras (102). Embora a minera¢do do potencial de uso de microRNAs ainda esteja no
inicio, e existam limita¢cOes, nossos resultados sdo entusiasmantes para a contribuicdo do
conhecimento neste campo de pesquisa.

Apesar de muitas dificuldades existirem no caminho, a simples possibilidade de descobrir
biomarcadores Uteis para a clinica e contribuir para a melhora do diagndstico ou tratamento
de uma patologia, que acomete milhares de mulheres todos os anos, instiga trabalhos como
este, que levantam novas ideias para investigacdo neste campo crescente da medicina
molecular, e contribuem para uma melhor elucidagao dos processos moleculares envolvidos
no carcinoma mamario.

Embora ndo tenha sido um objetivo esmiugar vias do cancer e os papéis dos microRNAs
nas mesmas, este estudo revelou alguns genes alvos interessantes e interacdes moleculares
gue sugerem mais estudos nesta direcdo, com destaque para os miR-494 e miR-183, que
apresentam pouca literatura até o momento. Além disso, considerando a originalidade dos
nossos resultados, com este estudo conseguimos apontar dois miRNAs (miR-183 e miR-494)
como potenciais marcadores de risco para o desenvolvimento de metastase no cancer de
mama.

Sabidamente este trabalho abre perspectivas sem precedentes para uma melhor
elucidacdo do papel destes miRNAs no desenvolvimento do cdncer de mama considerando
que muitas questdes permanecem sem resposta no que concerne as vias reguladas por estes

microRNAs destacados e seus mecanismos de acdo no desenvolvimento do cancer de mama.
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CONCLUSOES
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8. CONCLUSOES

" Neste trabalho, conseguimos identificar 7 miRNAs diferencialmente expressos e
comuns aos casos metastaticos de todos os estadios clinicos, o que evidencia sua
importancia no processo de progressao e metdstase do cancer de mama.

. Por meio de uma analise com curvas ROC, foi possivel identificar perfis de expressao
de miRNAs candidatos a biomarcadores de metdstase para os diferentes estadiamentos
clinicos estudados (ECI, ECII, ECIIlI) em pacientes com cancer de mama.

. Foi possivel confirmar a superexpressdao do miR-183 nos casos metastaticos do
estadiamento clinico Il, bem como a superexpressdao do miR-494 nos casos metastaticos do
ECIII por meio da tecnologia de gRT-PCR em tempo real. Tais miRNAs regulam a expressao
de vdrios genes supressores tumorais além de outros genes importantes para o processo de
invasdo e metastase.

" Conseguimos correlacionar os achados moleculares com os dados clinico-patolégicos.
Por meio da associacdo do padrdao de expressao de miR-183 com miR-494 e miR-21, foi
possivel associar o aumento da expressao destes marcadores a um pior progndstico em
pacientes com cancer de mama no estadiamento clinico Il

= Os resultados obtidos neste trabalho contribuem para identificacido de novos
potenciais biomarcadores de metastase no cancer de mama.

= A originalidade de nossos achados abre perspectivas para novas investigacdes a

respeito do papel dos miRNAs 183 e 494 na progressdo no cancer de mama.
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ANALISE DO PERFIL DE EXPRESSAO DIFERENCIAL DE MIRNAS EM CARCINOMAS MAMARIOS POR MICROARRAYS

1 Identificagao 1
N
’ ome )
Registro hospital
3 egistro hospitalar 3
a Data de nascimento a
DD/MM/AAAA
5 Data da primeira consulta no Hospital 5
DD/MM/AAAA
6 Cidade 6
2 Estado 7
Estado Civil
8 1- Solteiro; 2- Casado / Unido estavel; 3- Divorciado / Separado; 4- Vilvo; 99- 8
Ignorado
9 Cor 9
1- Branca; 2- Negra; 3- Parda; 4- Amarela; 99- ignorado
Escolaridade
10 1- Analfabeto; 2- Fundamental incompleto; 3- Fundamental completo; 4- Médio 10
incompleto;
5- Médio completo; 6- Superior incompleto; 7- Superior completo; 99- Ignorado
11 Tabagismo 11
0- N3o; 1- Sim, atual, 2- Sim, passado; 3- Sim, ndo especificado; 99- Ignorado
12 Etilismo 12
0- N3o; 1- Sim, atual, 2- Sim, passado; 3- Sim, ndo especificado; 99- Ignorado
13 Idade da menarca 13
14 Anticoncepcional oral 14
0- N3o; 1- Sim, atual, 2- Sim, passado; 3- Sim, ndo especificado; 99- Ignorado
Idade da primeira gravidez
15 ANOS 15
16 Numero de filhos 16
17 Antecedente de cancer familiar 17
0- Nao; 1- Sim; 99- Ignorado
18 Antecedente de cancer mama familiar 18
0- Nao; 1- Sim; 99- Ignorado
19 Estadiamento cT 19
1-T1; 2-T2; 3-T3; 4- T4; 5- T5; 99- Tx
Estadiamento cN
20 0- NO; 1- N1; 2- N2; 3- N3; 99- Nx 20
Estadiamento cM
21 0- MO; 1- M1; 99- Mx 21
Estadiamento clinico
2 1-1; 2-1I; 3- lll; 4- 1V; 99- Ignorado 22
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Tratamento cirdrgico

23 0- N3o; 1- Quadrantectomia; 2- Mastectomia; 99- Ignorado 23
Data da cirurgia
24 24
DD/MM/AAAA
Idade na cirurgia
25 ANOS 25
Tipo histoldgico
26 1- Ductal invasivo; 2- Lobular invasivo 26
27 Numero de linfonodos dissecados 27
28 Numero de linfonodos positivos 28
RE
2 2
? 0- Negativo; 1- Positivo; 99- Ignorado ?
RP
30 0- Negativo; 1- Positivo; 99- Ignorado 30
Her2
31 0- Negativo; 1- Positivo; 99- Ignorado 31
Estadiamento pT
32 1-T1; 2-T2; 3-T3; 4- T4; 5- T5; 99- Tx 32
Estadiamento pN
33 0- NO; 1- N1; 2- N2; 3- N3; 99- Nx 33
Estadiamento pM
34 0- MO; 1- M1; 99- Mx 34
Estadiamento patoldgico
35 1-1; 2-1I; 3- lll; 4- 1V; 99- Ignorado 35
36 Tratamento quimioterapico i} . 36
0- Nao; 1- Sim; 99- Ignorado
37 Data do inicio do tratamento quimioterapico 37
DD/MM/AAAA
38 Data do término do tratamento quimioterapico 38
DD/MM/AAAA
Recidiva locorregional
33 0- N3o; 1- Sim; 99- Ignorado 39
Data da recidiva locorregional
4 4
0 DD/MM/AAAA 0
Metastase a distancia
4 0- Nao; 1- Sim; 99- Ignorado 4
Data da recidiva a distancia
42 DD/MM/AAAA 42
Local metastase a distancia - Cerebral
43 - ) 43
0- N3o; 1- Sim; 99- Ignorado
a4 Local metastase a distancia - Hepatica i . a4
0- Ndo; 1- Sim; 99- Ignorado
a5 Local metastase a distancia - Ossea i . a5
0- Nao; 1- Sim; 99- Ignorado
16 Local metastase a distancia - Pulmonar 16
0- Nao; 1- Sim; 99- Ignorado
a7 Local metdstase a distancia - Outras a7
Descreva
Estado atual da paciente
48 1- Vivo sem doenca; 2- Vivo com doenca; 3- Obito por CA; 4- Obito por outra 48
causa; 99- Ignorado
Perda de seguimento
49 0- Nao; 1- Sim; 99- Ignorado 49
50 Data da ultima informacg&o (consulta ou 6bito) 50
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DD/MM/AAAA

51

Data do levantamento

DD/MM/AAAA

51

52

Numero ap

52
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Abstract

Introduction: MicroRNAs (miRNAs) are small, non-coding RNA molecules involved in
post-transcriptional gene regulation and have recently been shown to play a role in cancer
metastasis. In solid tumors, especially breast cancer, alterations in miRNA expression
contribute to cancer pathogenesis, including metastasis. Considering the emerging role of
miRNAs in metastasis, the identification of predictive markers is necessary to further the
understanding of stage-specific breast cancer development. This is a retrospective analysis
that aimed to identify molecular biomarkers related to distant breast cancer metastasis
development.

Methods: A retrospective case cohort study was performed in 64 breast cancer patients
treated during the period from 1998-2001. The case group (n=29) consisted of patients with
a poor prognosis who presented with breast cancer recurrence or metastasis during follow
up. The control group (n=35) consisted of a random sample of patients with a good
prognosis who did not develop breast cancer recurrence or metastasis. These patient groups
were stratified according to TNM clinical stage (CS) |, Il and Ill, and the main clinical features
of the patients were homogeneous. miRNA profiling was performed using formalin-fixed,
paraffin-embedded tumors. Biomarkers related to metastatic potential were identified
independent of clinical stage, and a cutoff point was selected based on the optimal
sensitivity and specificity (ROC curve). Finally, a hazard risk analysis of these biomarkers was

performed to evaluate their relation to metastatic potential.
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Results: miRNA expression profiling identified several miRNAs that were either specific
and shared across all clinical stages (p<0.05). Among these, we identified miRNAs previously
associated with cell motility (let-7 family), cell proliferation and invasion (hsa-miR-16 and
has-miR-205) and distant metastasis (hsa-miR-21). In addition, hsa-miR-494 and hsa-miR-21
were up-regulated in metastatic cases of CSl and Il. Furthermore, the combination of the 3
miRNAs identified for CSII (hsa-miR-494, hsa-miR-183 and hsa-miR-21) was significant and
were a more effective risk marker compared to the single miRNAs.

Conclusions: Women with metastatic breast cancer, especially CSll, presented up-
regulated levels of miR-183, miR-494 and miR-21, which were associated with a poor
prognosis. These miRNAs therefore represent new risk biomarkers of breast cancer

metastasis and may be useful for future targeted therapies.

Keywords: breast cancer, metastasis, microRNAs, biomarkers, molecular profile,

retrospective study.
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Introduction

Breast cancer is the most frequent neoplasia after skin malignancies, representing the
second most common cancer-related mortality in women [1]. Although TNM staging
provides important clinical prognostic information [2], mammary tumors are known to be
biologically heterogeneous with regard to therapeutic responses [3] as well as molecular
profiling. For example, these tumors can be characterized as luminal A, luminal B, basal-like,
human epidermal growth factor receptor 2 (HER-2)-overexpressing or claudin-low [4], and
this profiling provides additional molecular prognostic markers. In addition, a recent study
demonstrated that the microRNA expression signature appears to provide a better
characterization of cancer subtypes than transcriptional profiles and may therefore
represent a new classification system for breast cancer [5].

MicroRNAs (miRNAs) are small, non-coding RNAs of 19-25 nt that control a wide array
of physiological and pathological processes by modulating the expression of their cognate
target genes through cleaving mRNA molecules or inhibiting their translation [6]. Most
cancer tissues are archived as formalin-fixed, paraffin-embedded (FFPE) samples, and
microRNAs are promising biomarkers because they are a stable form of RNA. Moreover,
recent studies have shown a good correlation between microRNA samples from frozen and
FFPE sections [7,8].

MiRNAs regulate key biological processes such as development, differentiation, stress
response, apoptosis and proliferation [9-11] and are consequently implicated in several
diseases including cancer [12-14].

lorio et al. [15] demonstrated the influence of mIiRNA deregulation in the
development of breast cancer in several tissues and lineages, and other studies have

correlated miRNA profiles with mRNA subtypes, particularly with regard to estrogen
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receptor (ER), progesterone receptor (PR) and HER2 status [16,17]. In addition, specific
miRNAs have been associated with steps of the metastasis cascade, such as micrometastasis,
local invasion, intravasation and metastatic colonization [18]. However, in practice, few
miRNA expression signatures have been shown to correlate with breast cancer metastasis,
and although the epithelial to mesenchymal transition (EMT) is a critical event for metastasis
from carcinomas, few studies evaluating miRNAs during EMT have been performed in breast
cancer [19-21].

The main goal of this study was to identify miRNA biomarkers of breast cancer
metastasis. Using a collection of FFPE samples, we selected clinically homogeneous samples,
and we paired metastatic and non-metastatic patients according to tumor grade. Using this
strategy, we detected, with improved precision, miRNA biomarkers that could characterize

metastasis irrespective of clinical staging as well as stage-specific biomarkers.

Methods
Study population
A retrospective case cohort study [22] was performed in patients with invasive breast
cancer (ductal or lobular) without metastasis at diagnosis (clinical stage I, Il and Ill) who had
previously received treatment at Barretos Cancer Hospital between 1998 and 2001. In this
study, the case group consisted of patients with a poor prognosis who developed breast
cancer recurrence and/or metastasis during follow up.
The control group consisted of a random sample of patients who did not develop
breast cancer recurrence and/or metastasis and had a good prognosis. The control group
presented the same apparent risk and length of follow up period as the case group. The

groups also had a similar distribution of clinical staging (CS) according to TNM classification
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(TNM 7™ edition) [2]. All patients were treated at the same institution with same treatment
protocol and received regular follow-up assessments at the Department of Mastology and
Reconstructive Surgery at Barretos Cancer Hospital, Barretos, Sao Paulo, Brazil. Patients
were excluded if they had a second primary tumor, an insufficient blocked tumor or the
absence of high-quality miRNA for extraction. The study was approved by the local ethics

committee, protocol #362/2010.

Pathologic evaluation

The same pathologist reviewed all of the medical records. Immunohistochemistry
evaluation was performed in all cases, including the assessment of ER and PR status and the
expression of Ki-67, Her2 and cytokeratin 5/6. ER status was evaluated using the Pathway
anti-Her-2 790-2991 monoclonal antibody (Ventana Medical Systems, Roche Diagnosis,
Tucson, Arizona 85755, USA) at a dilution of 1:200.

PR status was evaluated using the Rabbit monoclonal antibody clone SP1 at a dilution
of 1:600. Ki-67 expression was evaluated using the monoclonal antibody MIB-1 (Dako, Sao
Paulo, Brazil) at a dilution of 1:200. Her2 status was evaluated using the mouse antibody
clone 4B5 (Ventana Medical Systems, Roche Diagnosis, Tucson, Arizona 85755, USA) at a
1:2,000 dilution.

The cytokeratin 5/6 status was evaluated using the mouse monoclonal D5/16B4 (Dako,
Sao Paulo, Brazil) at a 1:100 dilution. ER and PR expression was considered positive when 1%
of tumor cells showed positive staining. The Ki-67 cutoff value was 14%. For Her2 semi-
quantitative immunohistochemistry (2+ and 3+), the DISH test was performed using Her2

Dako K5331(Dako, Sao Paulo, Brazil). Basal-like tumors were characterized according to
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triple-negative receptor status and positive C5/6 status. We applied immunohistochemistry

molecular characteristic subgroups based on previous reports [23,24].

Patients and case selection
A total of 64 patients were selected, including 29 in the case group and 35 in the
control group. Ductal invasive carcinoma represented 76.6% of the group histology. The
average patient age was 53.1 years (29-95), and the average tumor size was 3.1 cm (1.0-8.5
cm).

The groups were homogeneous, and there were no differences between the
variables selected prior to pairing. Table 1 summarizes the main patient features, with the
associated p-values from the Fisher test using SPSS software. Using a t-test for independent
variables, there were no differences between groups related to tumor size (mean 3.24x3.04;
p=0.592) or age (mean 49.1x56.4; p=0.07). After pairing and pathologic classification, we
observed that only the PR status differed between the groups (Table 1).

The mean group follow-up duration was 82.0 months (5.1-162 months); excluding the
case group, this period was 120.6 months. At the end of the study, 25/29 patients in the case

group had died of cancer, while the others remained alive with tumor recurrence.

Total RNA isolation from FFPE sections
FFPE samples were submitted to a total RNA isolation protocol using the Recover All ™
Total Nucleic Acid Isolation kit (Life Technologies). The samples were initially treated with

xylene, followed by double washing with absolute ethanol and proteinase K treatment at

50°C for 3 hours. Quantification was performed using a nanodrop ND-1000
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spectrophotometer (NanoDrop Products, Wilmington, DE), and RNA quality was assessed

using an Agilent Small RNA chip with a Bioanalyzer device (Agilent Technologies).

miRNA microarrays

The Agilent Human miRNA Microarray (8X15K - G4471A, Agilent Technologies) was
used. A total of 100 ng of total RNA was hybridized using miRNA complete labeling and the
Hyb Kit (Agilent Technologies), according to the manufacturer’s instructions. The reactions
followed a 2-step preparation, represented by dephosphorylation and denaturation of the
total RNA incorporated with Cy3 fluorochrome by the T4 ligase. The next steps included
standard washing procedures and hybridization with microarrays slides. The images were
scanned using an Agilent DNA microarray scanner with SureScan technology (Agilent

Technologies).

miRNA microarray data analysis

The raw data were obtained using Feature Extraction software v.11.0 (Agilent
Technologies) and submitted to R environment v. 2.15.0 (http://www.r-project.org) for
further analysis. The median signals from the foreground and background were used.
Following background subtraction and log2 scale transformation, normalization was
performed using the quantile method with the aroma light package [25]. Differentially
expressed microRNAs were obtained by rank product analysis using the RankProd package
[26], considering p-values and positive false predictions (pfp) < 0.05. The rank product
analyses were separated according to clinical staging between groups (CSI-CSIM, CSII-CSIIM,
CSIII-CSIlIM). Differentially expressed miRNAs were further ranked according to sensitivity

and specificity to determine the best candidates between non-metastatic patients and
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metastatic patients in a stage-specific manner. The criteria for biomarker selection included
sensitivity and specificity values > 80%, as determined using the ROCR package [27].
Differentially expressed microRNAs were clustered by Euclidian distance and average linkage

using the heatmap.2 function of the gplots package.

Real-time PCR and disease-free survival analysis

Tagman microRNA assays (Life Technologies, Foster City, CA, USA) were used to
confirm the microarray data. In brief, these reactions consist of reverse transcription with
miRNA-specific primers in a real-time PCR reaction with Tagman probes. The reverse
transcriptase reactions used in this study contained 10 ng of total RNA and utilized the High
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Life Technologies), according to the manufacturer’s
instructions, in a centrifuge (Eppendorf). All real-time PCR reactions were performed in
triplicate in a 7900 HT Fast Real-time PCR System (Applied Biosystems USA). All analysis
procedures were performed in an R environment. The normalization step was performed

A method [28]. Cycle threshold (Ct) values from selected miRNA targets

according to the 2
were subtracted from the Ct values of the endogenous small noncoding RNA control RNU48
(Control miRNA Assay, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). A subsequent AACt value
was calculated by subtracting metastatic ACt values from non-metastatic ones. The data
cutoff for modulation (up/down) in each patient was estimated according to the threshold
obtained after receiver operating characteristic (ROC) curve analysis using the ROCR
package. To assess the combination of biomarkers, a general logistic model (glm) was
performed prior to ROC analysis. MiRNA modulation (up/down) was used, and data from the

first clinical evaluation until recurrence were considered for the non-parametric estimation

of disease-free survival using the Kaplan-Meier method. Risk curves were used, and
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comparisons were performed using the log-rank test and the Cox hazard model, considering
p-values £0.05. In multiple Cox analysis, each clinical variable, such as molecular subtype,
TNM and histology (ductal and lobular), was compared separately with the miRNA

expression. The survival R package was also used in this analysis [29].

Functional analysis

Target prediction was performed using the mirDIP interface
(http://ophid.utoronto.ca/mirDIP/). In the present search, we selected at least 3 of 12
algorithms available for prediction. The targets were analyzed by functional analysis using
the Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery (DAVID) version 6.7.
This approach was used to identify significant biological processes and pathways that could
be shared between targets of miRNAs of interest. A biological process or pathway was
considered significant if it contained a minimum of 3 genes per category, featuring score

values less than 0.05 including the Benjamini-Hochberg correction.

Results

The present study included 64 breast cancer patients, including non-metastatic patients
(n=35) and those with metastatic recurrence or metastasis at follow up (n=29). The groups
were stratified according to clinical staging (CS) as CSl, CSIl and CSlll with the intention of
identifying specific and shared miRNAs associated with metastasis. There were no
differences between the groups before pairing with regard to CS; after pairing, the only
difference between the groups was related to PR status (p=0.02) (Table I).

Table I. Clinical features related to clinical and pathologic variables related to the groups

by chi-square.

Recurrence Absent Present Total p (x%)
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Selected variables before pairing

CS-TNM ECI 9
EC I 13
EC Il 13

CS-T (TNM) T1 15
T2 10
T3 6
T4 4

CS-N (TNM) NO 17
N1 9
N2 5
N3 4

Categorical variables observed after pairing

Histology Ductal 30
Lobular 5
ER ER + 21
ER - 14
PR PR + 16
PR - 19
Her2 Her2 + 5
Her2 - 30
Molecular Luminal 23
Subtypes Basal like 9
Her2 3

10
15
12

19
10
13
16
5

24
8

21
13
11
5

13
23
28
27
18

10
25
19
10
10

49
15
34
30
21
43
13
51
36
20

0.385

0.742

0.378

0.078

0.226

0.018

0.158

0.265

ER = Estrogen receptor; PR = progesterone receptor

MIiRNAs differentially expressed between non-metastatic and metastatic patients
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The differentially expressed miRNAs (non-metastatic vs. metastatic groups) stratified
according to clinical stage (CSI, CSIl and CSIIlI) are shown in Table Il and Figure 1. Seven
microRNAs were identified in the metastatic group irrespective of clinical staging (hsa-let-7a,
hsa-let-7b, hsa-let-7c, hsa-miR-1308, hsa-miR-21, hsa-miR-494 and hsa-miR-923 v12.0;
Figure 2). Of these, hsa-miR-494 and hsa-miR-21 were selected for further analysis using
real-time PCR.

The optimal biomarkers were ranked according to sensitivity and specificity values >
80%. The clusters resulting from this analysis are represented in Figure 3, revealing miRNAs
highly specific for the metastatic process. The miRNA hsa-miR-183 (CSlI) was also selected

for further analysis.

Table Il. Differentially expressed miRNAs between non-metastatic and metastatic groups

of patients from CSI, CSll and CSlII.

Csl

microRNA P.value pfp modulation
hsa-let-7a 0.00001 0.0045 up
hsa-let-7b 0.00001 0.0011 up
hsa-let-7c 0.00001 0.0212 up
hsa-miR-1225-3p 1.00E-04 0.0496 up
hsa-miR-1231 0.00001 0.005 up
hsa-miR-1308 0.00001 0.0133 down
hsa-miR-1914 0.00001 0.00001 up
hsa-miR-21 0.00001 0.0174 up
hsa-miR-328 0.00001 0.0233 up
hsa-miR-494 5.00E-05 0.0274 up

hsa-miR-553 1.00E-04 0.033 down



hsa-miR-923_v12.0 0.00001 0.008 down

Csli

ebv-miR-BART17-5p 1.00E-04 0.0212 down
hcmv-miR-UL70-3p 0.00001 0.0024 up
hsa-let-7a 1.00E-04 0.0093 down
hsa-let-7b 5.00E-05 0.0131 down
hsa-let-7c 0.00035 0.03415 up
hsa-miR-1202 4.00E-04 0.03895 up
hsa-miR-1207-5p 0.00001 0.0039 up
hsa-miR-1225-5p 2.00E-04 0.02215 up
hsa-miR-1246 0.00001 0.00001 up
hsa-miR-125b 1.00E-04 0.0122 up
hsa-miR-1260 0.00001 0.00195 down
hsa-miR-1268 0.00001 8.00E-04 up
hsa-miR-1274a 0.00001 0.0059 down
hsa-miR-1274b 0.00001 0.00001 down
hsa-miR-1288 1.00E-04 0.0149 up
hsa-miR-1290 5.00E-05 0.0075 up
hsa-miR-1308 0.00001 0.00695 up
hsa-miR-150* 4.00E-04 0.0358 up
hsa-miR-16 0.00015 0.02465 down
hsa-miR-1826 2.00E-04 0.0305 down
hsa-miR-183 1.00E-04 0.0125 up
hsa-miR-186* 2.00E-04 0.0339 down
hsa-miR-1914* 0.00001 0.0021 up
hsa-miR-1915 0.00001 0.0015 up
hsa-miR-200c 2.00E-04 0.022 up
hsa-miR-205 1.00E-04 0.0243 down
hsa-miR-21 1.00E-04 0.0106 down
hsa-miR-23a 0.00001 0.0043 up

hsa-miR-27a 1.00E-04 0.0123 up



hsa-miR-29c
hsa-miR-301a
hsa-miR-424
hsa-miR-494
hsa-miR-572
hsa-miR-575
hsa-miR-630
hsa-miR-638
hsa-miR-663
hsa-miR-720

hsa-miR-923 v12.0

hsa-miR-940
jev-miR-J1-3p
kshv-miR-K12-3
cslil
ebv-miR-BART12
ebv-miR-BART13

ebv-miR-BART19-3p

hsa-let-7a
hsa-let-7b
hsa-let-7c
hsa-let-7f
hsa-let-7g*
hsa-miR-103
hsa-miR-106b
hsa-miR-107
hsa-miR-1202
hsa-miR-1207-5p
hsa-miR-1225-5p
hsa-miR-1236
hsa-miR-1246

1.00E-04
2.00E-04
1.00E-04
0.00001
3.00E-04
3.00E-04
5.00E-04
0.00001
2.00E-04
0.00001
0.00001
0.00001
3.00E-04
2.00E-04

0.00001
2.00E-04
4.00E-04
0.00001
0.00001
0.00015
1.00E-04
6.00E-04
3.00E-04
4.00E-04
3.00E-04
2.00E-04
0.00001
4.00E-04
6.00E-04
0.00001

0.0121
0.0419
0.0155
0.0103
0.03065
0.0308
0.0425
0.0054
0.02005
0.00001
0.00435
0.0037
0.0296
0.0183

0.0058
0.02065
0.0297
0.0017
0.00375
0.025
0.0148
0.0438
0.0245
0.0317
0.0233
0.0291
0.00435
0.03915
0.0427
0.00001

down
down
up
down
up
up
up
up
up
down
up
up
up
up

up
down
down

down

up

down
down
down
down

down

up

down
NA

down



hsa-miR-1260
hsa-miR-1268
hsa-miR-1290
hsa-miR-1303
hsa-miR-1305
hsa-miR-1308
hsa-miR-140-3p
hsa-miR-1470
hsa-miR-155
hsa-miR-15b
hsa-miR-16
hsa-miR-1826
hsa-miR-188-5p
hsa-miR-1915
hsa-miR-196a
hsa-miR-199a-3p
hsa-miR-200a
hsa-miR-205
hsa-miR-21
hsa-miR-217
hsa-miR-26a
hsa-miR-26b
hsa-miR-27a
hsa-miR-29a
hsa-miR-302d*
hsa-miR-30b
hsa-miR-324-3p
hsa-miR-328
hsa-miR-342-3p
hsa-miR-375
hsa-miR-424*

0.00035
1.00E-04
2.00E-04
3.00E-04
0.00025
0.00001
4.00E-04
7.00E-04
7.00E-04
1.00E-04
0.00001
0.00001
0.00045
1.00E-04
2.00E-04
3.00E-04
7.00E-04
0.00001
0.00001
4.00E-04
1.00E-04
3.00E-04
8.00E-04
2.00E-04
5.00E-04
0.00025
6.00E-04
0.00015
3.00E-04
6.00E-04
5.00E-04

0.0302
0.01215
0.0207
0.0276
0.0305
0.00115
0.029
0.0489
0.0483
0.0079
0.00245
0.00015
0.0446
0.01355
0.0251
0.03115
0.0493
0.02755
0.0013
0.0432
0.0152
0.0248
0.0498
0.016
0.0403
0.02305
0.0453
0.0165
0.0272
0.0415
0.0351

down
down
down
down
up

down
down
down
down
down
down
down
up

down
up

up

down
down
down
up

down
down
down
down
down
down
down
down
down
down

down

96



hsa-miR-494
hsa-miR-512-5p
hsa-miR-513a-5p
hsa-miR-513b
hsa-miR-539
hsa-miR-548f
hsa-miR-559
hsa-miR-575
hsa-miR-590-3p
hsa-miR-630
hsa-miR-638
hsa-miR-657
hsa-miR-663
hsa-miR-720
hsa-miR-874
hsa-miR-923_v12.0
hsa-miR-92b
hsa-miR-93
hsa-miR-939
kshv-miR-K12-3

0.00001

0.00001

1.00E-04
3.00E-04
0.00001

5.00E-04
2.00E-04
1.00E-04
4.00E-04
4.00E-04
2.00E-04
8.00E-04
1.00E-04
0.00001

8.00E-04
1.00E-04
5.00E-04
2.00E-04
3.00E-04
3.00E-04

9.00E-04
0.0076
0.0151
0.0245
0.0064
0.0488
0.0265
0.0103
0.0427
0.0449
0.027
0.0499
0.0148
0.00001
0.0498
0.0129
0.0366
0.0193
0.0279
0.0279

down
up
down

down

up
up
up
up
up
up
down
down
up
down
up
down
down
down

down
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Figure 1 - Heatmaps of all miRNAs differentially expressed stratified according to clinical
staging. Figure 1A represents non-metastatic vs. metastatic patients in CSI; Figure 1B in CSlI

and Figure 1C in CSIII.

ECIII

43

hsa-let-7a
hsa-let-7b
hsa-let-7¢
hsa-miR-1308
hsa-miR-21
hsa-miR-494
hsa-miR-923-V12.0

ECI

Figure 2 - Venn diagram showing differentially expressed number genes after Rank
Products analysis between ECI, ECIl and ECIIl non-metastatic and metastatic paired groups.

The seven genes shared between all the analyses are represented.

The best biomarkers were ranked according to sensitivity and specificity > 80%. The
clusters resulted from this analysis are represented in Figure 3, showing miRNAs highly
specific of metastatic process. The miRNA hsa-miR-183 (CSIl) was also selected for further

analysis.
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Figure 3 - Heatmaps of the best biomarkers stratified according to clinical staging. Figure 1A

represents non-metastatic vs. metastatic patients in CSI; Figure 1B in CSIl and Figure 1C in

Csilll.
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Relative risk analysis

MiRNA expression levels of the 64 patients used in microarray were accessed by real-

time PCR for relative risk analysis. The primers used are represented in Table Ill.

Table Ill - Primers used for real-time PCR confirmation.

microRNA Accession Sequence
number
RNU 48 001006 GATGACCCCAGGTAACTCTGAGTGTGTCGCTG

ATGCCATCACCGCAGCGCTCTGACC

hsa-miRNA-183 002269 UAUGGCACUGGUAGAAUUCACU
hsa-miRNA-494 002365 UGAAACAUACACGGGAAACCUC
hsa-miRNA-21 000397 UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA

The three microRNAs selected for further PCR real-time share important biological
categories, especially regarding phosphoprotein and kinase protein associated functions,

and as shown in Figure 4.
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Figure 4 - Heatmap representing the DAVID significant categories of targets of hsa-miR-

21, hsa-miR-183 and hsa-miR494, respectively.

ROC curve was used to select the threshold value for miRNA modulation of
quantitative values obtained by real-time PCR. The AUC, sensitivity and specificity are

represented in Table IV.

Table IV - ROC curve analysis for Real-time PCR threshold value determination of miRNAs

alone and in combination.

Threshold
microRNA value AUC Sensitivity (%) Specificity (%)
miR21 1,89 0,438 30 75
miR183 4,708 0,769 75 80
miR494 1,688 0,400 30 75
miR21 + miR494 0,497 0,600 50 75
miR21 + miR183 0,431 0,823 90 70
miR183 + miR494 0,354 0,830 70 75
miR183 + miR21
+ miR494 0,567 0,838 75 80

Relative risk curves using recurrence data as event are shown in Figure 5. Because of
the small size of CSI, it was not possible to perform such analysis. In CSIl, the miRNAs hsa-
miR-183 was the only miRNA that were significant alone by log-rank test (p value = 0.03). In
contrast, hsa-miR-21 and hsa-miR-494 showed no statistical significance (p values of 0.88
and 0.86, respectively). After combination of the three miRNAs, they presented significant
influence of up-regulation in metastatic events (p value=0.002). The combination of hsa-miR-
21 with hsa-miR-494 was not significative after log-rank test (p=0.123). The other
combinations were significative (hsa-miR-21 with hsa-miR-183 presented p value = 0.004
and hsa-miR-183 with hsa-miR-494 presented p value=0.001). In CSlll we did not find
significative results (data not shown). The multivariate analysis and relative risk is shown in

the Table V.
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Figure 5 - Relative risk curves of the best biomarkers. In A, B and C, miRNAs miR-21, miR-

183 and miR-494 were analyzed separately. In D, the combination between miR-21 and miR-

183. In D between miR 21 and miR 494. In F, miR-183 and miR-494 combination. Up

represent dotted lines and down continuous line.

Table V. Multivariate Cox hazard models used in combination with the modulation of the
three microRNAs of interest (hsa-miR21, hsa-miR494 and hsa-miR-183)

Covariate pvalue HR (95% CI)

. Ductal 0.2964 (0.06656-1.32)
Histol 0.1105

IStology Other 1

. . Up 0.0134 5.8382 (1.44192-23.64)
miRNA regulation Down 1

. Lobular 3.374 (0.7577-15.02)
Histol 0.1105

IStolo8Y Other 1

. . Up 0.0134 5.8382 (1.44192-23.64)
miRNA regulation Down 1



T2

miRNA regulation

NO

miRNA regulation

N1

miRNA regulation

Molecular Subtype

miRNA regulation

Molecular Subtype

miRNA regulation

Molecular Subtype

miRNA regulation

T2
Other
Up
Down

NO
Other
Up
Down

N1
Other
Up
Down

Luminal
Other
Up
Down

Basal
Other
Up
Down

Her2
Other
Up
Down

0.41401

0.00604

0.30875

0.00733

0.30875

0.00733

0.99957

0.00921

0.21919

0.00464

0.08739

0.00528

1.7449 (0.4589-6.635)
1
7.584 (1.7856-32.207)
1

0.4978 (0.130-1.907)
1

6.6417 (1.664-26.503)
1

2.009 (0.5244-7.695)
1

6.6417 (1.664-26.503)
1

0.9996 (0.2747-3.638)
1

6.3045 (1.5768-25.208)
1

0.3512 (0.06617-1.864)
1

8.3112 (1.91848-36.006)
1

3.766 (0.8233-17.23)
1
8.332 (1.8785-36.95)
1
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Discussion

Despite recent findings regarding the role of microRNAs in metastasis, the molecular

mechanisms of breast cancer progression remain incompletely understood. For example, the

prognostic significance of tumor grade in this type of cancer remains unknown, as well as the

molecular mechanisms for why small tumors from CSI (as well as those from CSll and CSlliI)

can lead to metastasis. In the current study, although there were difficulties associated with
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obtaining sufficient numbers of CSI metastatic samples, the similarities between tumors of
different clinical stages were considered. We performed a retrospective study and identified
new biomarkers of breast cancer metastasis that are both shared and specific to clinical
stages I-lll. The first application of microarray-based gene expression profiling analysis to the
study of breast cancer consisted of disease assessment at the molecular level. In addition,
class-prediction studies aim to identify miRNA predictors that could be applicable to all
patients with breast cancer, with the goal of separating patients according to prognosis and
selecting candidate genes for metastasis during follow up [30].

The Mamaprint, Oncotype DX and Breast Cancer Index selected patients who were ER
positive, and the Veridez 76-gene study evaluated patients without lymph node metastases
[30]. The present case cohort study evaluated patients with invasive breast cancer based on
metastasis development and selected microRNAs related to metastasis development
independent of lymph node or hormonal status.

The Oncotype DX study initially evaluated a retrospective cohort, and the genes of
interest were selected using a univariate Cox analysis with a median of 15.1 years of follow
up [31]. The Mamaprint study evaluated the odds of developing distant metastases after a 5-
year follow-up period [32]. We performed a case cohort study with a control group that had
a median follow-up duration of 10 years, which decreased the bias related to patient class
migration.

The main prognostic factors related to breast cancer are summarized according to the
TNM classification; therefore, at diagnosis, the tumor size, lymph node status and distant
metastases represent the main prognostic factors. Another independent prognostic factor is
the gene signature; however, this is not easy to evaluate in clinical practice. Although a semi-

guantitative assessment of ER, PR, HER2 and Ki67 status using immunohistochemistry is
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frequently used in clinical practice, this method does not provide the true gene signature
[30,33].

In our study, we standardized the cases and controls according to TNM classification,
and we did not observe any differences between the groups (Table 1). Other variables
included in the analysis were related to histology and immunohistochemistry markers.
Although the PR status was different between the groups, this did not serve as a prognostic
factor, which may be due to the limited number of patients evaluated or a possible bias
associated with the group selection.

Considering recent findings regarding breast cancer metastasis, Valastyan [34]
reviewed the role of microRNAs according to the steps of the metastatic cascade. In our
study, miRNAs shared by clinical stages I-1ll were found in concordance with processes such
as cell motility (let-7 family), cell proliferation and invasion (hsa-miR-16 and has-miR-205)
and distant metastases (hsa-miR-21). Of these miRNAs, we chose to confirm hsa-miR-21
using real-time PCR because it is the most frequently reported miRNA in several types of
solid cancers, representing a potential oncomir.

These miRNAs have been described as regulating oncogenes or tumor suppressor
genes. The let-7 family appears to regulate the expression of RAS and HMGA?2 in breast
cancer cells and is associated with several mechanisms of carcinogenesis, including EMT
[35,36]. In addition, low let-7d expression is associated with low hsa-miR-205 expression in
head-and-neck cancer [37], and it is known that HER3 and PTEN are targets for both miRNAs
[38,39]. Another PTEN regulator is hsa-miR-21, and there is evidence that hsa-miR-205 and
hsa-miR-21 can act together to promote local invasion [18]. Finally, hsa-miR-16 was shown
to regulate BLC2 and CCND1 and is considered important for micrometastasis formation

[18,40]. In our study, we identified the miRNA hsa-miR-494 as a PTEN regulator.
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The microRNA hsa-miR-494 targets several molecules relevant to cancer, including
PTEN. Transfection studies have shown this miRNA to act as a master cell cycle regulator at
the G1/S checkpoint by targeting CDK6 [41] and at G2/M arrest by targeting PLK1, PTTG1,
CCNB1, CDC2, CDC20 and TOP2A [42], and this miRNA also affects cell proliferation in A549
lung cells by regulating IGFBP1 and IGF2 [43] and in gastrointestinal tumor cells by direct
targeting KIT [44]. In addition, miR-494 also appears to have a role in TRAIL-induced
apoptosis [45] as well as the immune system via its regulation of key transcription factors,
such as interferon y and TGFB1 [46,47]. The evidence of its role in metastasis was
demonstrated as an exosomal miRNA in premetastatic sites targeting cadherin-17 in mice
[48]. Together, these data as well as the findings of the present study highlight this miRNA as
a new interesting candidate for verification in metastatic breast cancer.

Supervised analysis, based on clinical staging stratification, identified hsa-miR-183 as
the optimal microRNA with regard to sensitivity and specificity (Figure 3). Of these stage-
specific microRNAs, miR-183, which was specific to CSlI, is considered an oncogene because
it targets DKK3, SMAD4, EGR1, PTEN and the PI3K pathway, and it is frequently described in
breast cancer [49,50] as well as other reproductive system related-cancers such as prostate,
ovarian and urothelial carcinomas [51]. Moreover, miR-183 has been considered a
metastatic inhibitor by targeting ezrin [52] and lymph node metastasis in medullary thyroid
carcinoma [53,54], and this miRNA was recently described as being involved in breast cancer
progression [55]. Despite these findings, our study is the first to report the association
between miR-183 and CSlI patients.

Despite the fact that microRNAs hsa-miR-494 and hsa-miR-21 share important targets
such as PTEN, this combination was not significant after the log-rank test for CSIl or all

clinical stages pooled together (data not shown). These miRNAs presented an increased risk
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only when they were analyzed in combination with miR-183. Moreover, in regards to the
molecular mechanisms shared by targets of these miRNAs (Figure 4), we identified
phosphoproteins, specifically kinases, among both miRNA targets. For example, KIT and BCL6
were among the hsa-miR-494 proto-oncogenic targets, which represented a significant
category with 34 genes, whereas tumor suppressors and apoptotic genes were more evident
among hsa-miR-183 target genes, including PTEN, PDCD4 and BCL10, as well as tyrosine
kinase signaling pathways (Figure 4).

The 3 miRNAs selected (hsa-miR-21, hsa-miR-494 and hsa-miR-183) share PTEN as a
target, and this combination demonstrated an increased risk for metastasis (Figure 5), which
suggests some potentially shared mechanism of action. Moreover, the Cox regression
analysis showed that the risk of breast cancer metastasis was more likely to be related to
miRNA expression and appeared to be independent of clinic pathological variables. In this
study, a homogeneous population was intentionally selected to evaluate the effect of miRNA
deregulation with increased efficacy. However, it will be necessary to perform further
studies in larger populations to validate these findings. Together, our findings indicate that
miRNAs can be independently associated with patient prognosis in breast cancer and may

represent risk biomarkers for the development of breast cancer metastasis.

Further studies are necessary to understand the role of these new candidate risk
biomarkers and the effects of the combination of these miRNAs in breast cancer metastasis,

especially in CSII.
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