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RESUMO 

 

Pereira DP. Perfil de expressão de microRNAs em tumores da mama hereditários de portadoras 

de mutações patogênicas em BRCA1 e BRCA2. Tese (Doutorado). Barretos: Hospital de Câncer 

de Barretos; 2019. 

 

JUSTIFICATIVA: MicroRNAs (miRNAs) são pequenas sequências de RNA não-codificantes 

envolvidas na regulação pós-transcricional de genes e têm sido implicadas em múltiplas vias 

associadas ao câncer. Diversos estudos têm demonstrado perfis distintos de expressão de 

miRNAs em uma ampla gama de tumores humanos, sugerindo que o perfil de expressão 

destas moléculas poderia ser utilizado para propósitos diagnósticos. A expressão aberrante 

de miRNAs tem sido frequentemente reportada no câncer de mama esporádico, mas poucos 

estudos focaram em determinar perfis de expressão no câncer de mama hereditário e 

investigar seus potenciais como biomarcadores. OBJETIVOS: Nós buscamos identificar perfis 

de expressão de miRNAs associadas com tumores da mama hereditários; (ii) avaliar seus 

potenciais como biomarcadores de diagnóstico; e (iii) analisar seus genes alvos putativos e 

vias biológicas possivelmente afetadas in silico. MATERIAIS E MÉTODOS: Nós analisamos 74 

amostras FFPE de tecidos tumorais da mama de 43 pacientes com câncer hereditário (15 

BRCA1; 14 BRCA2; and 14 BRCAX); 23 pacientes com câncer esporádico; e amostras de tecido 

normal de 8 pacientes saudáveis utilizando a tecnologia nCounter do NanoString. Análises de 

curva ROC (Receiver Operating Characteristic) foram realizadas para avaliar a performance 

diagnóstica dos miRNAs diferencialmente expressos. Subsequentemente, nós realizamos uma 

análise de predição de alvos para cada miRNA diferencialmente expressos utilizando a 

plataforma miRDIP, seguido de análises de enriquecimento de vias no Reactome utilizando o 

software Cytoscape. RESULTADOS: Nós encontramos através da análise do perfil de expressão 

de miRNAs vários perfis que foram específicos para os tumores hereditários quando 

comparado aos tecidos normais da mama, totalizando 25 miRNAs diferencialmente expressos 

(fold change: >2.0; p valor:<0.05) considerados como biomarcadores potenciais para o câncer 

de mama hereditário (AUC: 0.81-0.95). A análise de bioinformática revelou que estes miRNAs 

compartilhavam genes alvos especialmente envolvidos com a proliferação celular. Nós 

também encontramos 8 miRNAs diferencialmente expressos entre tumores hereditários 

(BRCA1, BRCA2 and BRCAX), com uma expressiva desregulação em tumores da mama BRCAX. 



A análise de bioinformática revelou que estes miRNAs compartilhavam genes alvos envolvidos 

com as vias de sinalização MAPK, FoxO, e PI3K-Akt. CONCLUSÕES: Nossos achados indicaram 

que existem miRNAs especificamente desregulados no câncer de mama hereditário. Além 

disso, os tumores BRCAX apresentaram padrões distintos de expressão de miRNAs e puderam 

ser diferenciados dos tumores BRCA1 e BRCA2. Uma vez validada em coortes maiores e 

independentes, a avaliação da expressão destes miRNAs poderia ter um valor potencial como 

uma ferramenta diagnóstica complementar para detecção de pacientes com câncer de mama 

que poderiam se beneficiar do teste genético para rastreamento de mutações em BRCA1 e 

BRCA2 e de manejo clínico personalizado. 

 

PALAVRAS-CHAVES: MicroRNAs; Neoplasias da Mama; Síndrome Hereditária de Câncer de 

Mama e Ovário; Biomarcadores; Diagnóstico Diferencial; Biologia Computacional. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

Pereira DP. microRNA expression profiling in hereditary breast tumors from BRCA1 and BRCA2-

pathogenic mutation carriers. Thesis (PhD’s degree). Barretos: Barretos Cancer Hospital; 

2019. 

 

BACKGROUND: MicroRNAs (miRNAs) are small non-coding RNAs involved in post-

transcriptional gene expression regulation and have been implicated in multiple cancer-

related pathways. Several studies have found distinctive miRNA expression profiles in a wide 

range of human tumors, suggesting that miRNA profiling could be used for diagnostic 

purposes. Aberrant expression of miRNAs has been frequently reported in sporadic breast 

cancers (SBC), but few studies have focused on determining miRNA expression profiles in 

hereditary breast cancers (HBC) and investigate their potential as biomarkers. AIMS: We 

sought to (i) identify miRNA expression profiles associated with HBC; (ii) evaluate their 

potential role as diagnostic biomarkers; and (iii) analyze their putative target genes and 

possibly affected biological pathways in silico. MATERIALS AND METHODS: We analyzed 74 

FFPE breast tumors samples obtained from 43 HBC (15 BRCA1; 14 BRCA2; and 14 BRCAX); 23 

SBC patients, and 8 normal breast tissues (NBT) from healthy individuals using the nCounter 

NanoString technology. Receiver Operating Characteristic (ROC) curve analyses were 

performed to evaluate the diagnostic performance of differentially expressed miRNAs. 

Subsequently, we performed a target prediction analysis for each differentially expressed 

miRNA using miRDIP platform, followed by pathway enrichment analyses on Reactome using 

the Cytoscape software. RESULTS: We found through miRNA expression profiling several 

profiles that were specific to HBC compared to NBT, with a total of 25 differentially expressed 

miRNAs (fold change: >2.0; p value:<0.05) considered as potential biomarkers for HBC (AUC: 

0.81-0.95). Bioinformatic analysis revealed that these miRNAs shared target genes specially 

involved in cell proliferation. We also found 8 differentially expressed miRNAs among HBC 

(BRCA1, BRCA2 and BRCAX), with and expressive deregulation in BRCAX breast tumors. 

Bioinformatic analysis revealed that these miRNAs shared target genes involved in MAPK, 

FoxO, and PI3K-Akt signaling pathways. Finally, we established a 4-miRNA panel that 

distinguished BRCAX from BRCA1/2-associated breast tumors with high accuracy. 

CONCLUSIONS: Our findings indicated that are specifically deregulated miRNAs in HBC. 



Furthemore, BRCAX breast tumors displayed distinctive miRNA expression patterns and can 

be differentiated from BRCA1 and BRCA2 tumors. Once validated in independent and large 

cohorts, these miRNA expression profiling could have potential value as a complementary 

clinical diagnostic tool to detect breast cancer patients that could benefit from BRCA1/2-

mutations genetic testing and personalized clinical management.  

 

KEYWORDS: MicroRNAs; Breast Neoplasms; Hereditary Breast and Ovarian Cancer Syndrome; 

Biomarcadores; Diagnosis, Differential; Computational Biology. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Câncer de mama 

 

1.1.1 Carcinogênese da mama 

 A mama é composta por tecido glandular e adiposo sustentado por um estroma fibroso1. 

A glândula mamária, por sua vez, é composta por cavidades (alvéolos) que secretam leite 

unidas por ductos para formar os lóbulos mamários. Células maduras que compõem o epitélio 

glandular incluem: células luminais, que compõem camada interior da glândula mamária, 

células mioepiteliais, localizadas na camada externa da glândula, e pequenas populações de 

células-tronco multipotentes (Figura 1)1, 2.  

 

 

Figura 1 – Glândula mamária e sua população de células. Imagem adaptada de Tordonato e 

colaboradores2.  

 

Grande parte das neoplasias da mama são adenocarcinomas, um tipo de câncer que se 

origina a partir das células epiteliais que revestem os tecidos glandulares3. A maioria destas 

lesões se originam a partir do mesmo sítio, mais precisamente no epitélio glandular que 

reveste o lúmen da unidade ducto lobular terminal (UDLT), a estrutura funcional responsável 

pela produção do leite materno4. Na carcinogênese, células normais evoluem 

progressivamente para um estado neoplásico a partir de uma série de mutações genéticas 

sequenciais que ocorrem devido a fatores ambientais, instabilidade e/ou pré-disposição 

genética, e adquirem uma sucessão de características, denominadas de hallmarks of cancer 

por Hanahan e Weinberg (Figura 2)5-6.  
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Figura 2 – The hallmarks of cancer. Dez características adquiridas necessárias para que células 

normais se transformem em células cancerosas. Imagem adaptada de Hanahan e Weinberg6. 

 

1.1.2 Classificação histológica e molecular   

 Atualmente, o câncer de mama é amplamente reconhecido como uma doença 

biologicamente heterogênea uma vez que apresenta elevado grau de diversidade inter e 

intratumoral. Não obstante, as diferentes características clínicas e prognósticas associadas à 

progressão e à resistência terapêutica apresentadas pelos tumores mamários têm sido 

atribuídas a esta heterogeneidade7, 8. Diversos sistemas de categorização têm sido 

desenvolvidos com a finalidade de organizar e padronizar a classificação destes tumores 

especialmente para auxiliar na determinação do manejo clínico e terapêutico mais adequado 

para cada paciente. 

Tradicionalmente, os tumores mamários têm sido primariamente classificados de 

acordo com seu padrão histomorfológico. Dada à elevada diversidade da doença, a 

classificação atual dos tumores da mama estabelecida pela Organização Mundial de Saúde 

(OMS) emprega múltiplas categorias9. Esta categorização classicamente baseia-se nas 

características histopatológicas do tumor como principais critérios de classificação, 

principalmente acerca o tipo histológico e a presença ou ausência de invasão. Enquanto a 

classificação histológica se atém a padrões morfológicos e organização estrutural do tumor, a 
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avaliação de invasão se limita à detecção de proliferação anormal das células neoplásicas que 

penetram através da parede do epitélio mamário para o estroma9. 

Em relação aos tumores invasivos da mama, os tipos mais comumente observados na 

prática clínica são o carcinoma invasivo do tipo não-especial (anteriormente definido como 

carcinoma ductal invasivo), seguido do carcinoma lobular invasivo10. A determinação do grau 

histológico, além de ser empregado para avaliação prognóstica, tem auxiliado na 

discriminação de subtipos histológicos do câncer de mama baseando-se no nível de 

diferenciação e atividade proliferativa das células tumorais11-13. A graduação de Scarff-Bloom-

Richardson (SBR) modificado por Elston-Ellis, denominado Nottingham, atualmente é o 

sistema mais recomendado pela OMS e outros órgãos internacionais9. 

Em termos prognósticos, a classificação histológica do câncer de mama, aliada à análise 

da sua extensão anatômica proposta pelo sistema de estadiamento TNM, por muitos anos 

fora a única ferramenta disponível para estratificação de risco do paciente14, 15. Pouco depois, 

outras características biológicas relevantes foram incluídas na estratificação prognóstica, 

como o status dos receptores esteroides hormonais de estrogênio (RE) e progesterona (RP) e 

da superexpressão do receptor do fator de crescimento epidérmico humano tipo 2 (human 

epidermal growth factor receptor-type 2; HER2). A inclusão da avaliação destes biomarcadores 

na prática clínica por meio de técnicas de imunohistoquímica foi determinante para o 

direcionamento do manejo clínico mais adequado para cada paciente, uma vez que este 

poderia se beneficiar com a hormonioterapia e/ou terapias alvo dependendo da ausência ou 

presença destes biomarcadores16, 17. No entanto, estes fatores prognósticos baseados em 

variáveis histopatológicas tradicionais não refletiam, ao menos completamente, a elevada 

heterogeneidade dos tumores da mama, que possuíam substancial variabilidade no 

comportamento clínico mesmo entre pacientes com variáveis prognósticas similares12. 

Com a introdução das tecnologias de larga escala, onde centenas de genes e seus 

produtos são rastreados em um único ensaio, Perou e colaboradores propuseram classificar o 

câncer de mama em quatro grupos biologicamente e clinicamente distintos baseando-se em 

perfis de expressão gênica: luminal A; luminal B; HER2 superexpresso (HER2+) e tipo basal 

(basal-like)18. Estes subtipos moleculares correspondiam razoavelmente à caracterização 

clínica no status do RE e de HER2+, bem como para marcadores de proliferação e grau 

histológico18, 19. Poucos anos depois, estudos independentes evidenciaram achados 

consistentes, inclusive associando cada subtipo com determinado prognóstico e desfecho 
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clínico (com o subtipo basal-like e HER2+ sendo apontados como de pior prognóstico), 

portanto apoiando a noção de que os subtipos moleculares do câncer de mama 

representavam distintas entidades biológicas20, 21. 

 

1.1.3 Epidemiologia e fatores de risco 

Excetuando os tumores de pele não-melanoma, o câncer de mama representa a 

neoplasia mais frequente entre as mulheres em todo mundo, constituindo cerca de 25% dos 

casos novos que foram estimados para 201822. Nota-se que a taxa de incidência é mais elevada 

na maioria dos países desenvolvidos, como na América do Norte e no Norte e Oeste Europeu, 

e mais baixa em algumas regiões da África e Ásia, onde o câncer do colo de útero é mais 

comumente observado22. No Brasil, a doença também representa o tipo de câncer mais 

comumente observado entre as mulheres de acordo com o Instituto Nacional do Câncer 

(INCA)23. Segundo os mais recentes dados de estimativa publicados pelo INCA, são esperados 

59.700 casos novos de câncer de mama no Brasil para o biênio 2018-19, com risco estimado 

de 56,33 casos a cada 100 mil mulheres23. Na região Sudeste, o risco é mais elevado quando 

comparado à média nacional, com valor estimado de 69,50 casos a cada 100 mil mulheres23. 

Em estudo recente, da Costa e colaboradores observaram aumento da incidência de câncer 

de mama invasivo em mulheres residentes do distrito regional de Barretos no período entre 

2000 e 201524, provavelmente devido à implementação e cobertura dos programas de 

rastreamento realizados pelo Hospital de Amor desde 200325. 

Considerada um método padrão-ouro em diversos países desenvolvidos, a mamografia 

atualmente é considerada o método disponível mais eficiente para o rastreamento do câncer 

de mama26, 27. No entanto, especialmente em países em desenvolvimento como o Brasil, a 

maioria dos casos tem sido diagnosticada tardiamente, e, quando detectadas em estádios 

precoce, os casos são diagnosticados em ocasiões oportunísticas26, 28, 29. De fato, mais de 60% 

das mortes por câncer de mama ocorrem em países em desenvolvimento22. No Brasil, mais 

precisamente, o câncer de mama representa a principal causa de morte por câncer entre as 

mulheres, com aumento progressivo das taxas de mortalidade durante as últimas duas 

décadas30, 31. 

A Tabela 1 apresenta um quadro com os principais fatores de risco do câncer de mama 

apontados pela Agência Internacional de Pesquisa em Câncer (com suficiente ou limitada 

evidência) e por estudos de grande casuística e meta-análises publicados na literatura32. De 
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modo geral, todos os fatores de risco podem ser divididos em dois grupos: extrínsecos e 

íntrinsecos. O primeiro grupo geralmente é composto por fatores preveníveis e 

essencialmente condicionados pelo estilo de vida, dieta ou mesmo intervenção médica de 

longo prazo, como o uso de contraceptivos hormonais e terapia de reposição hormonal. Em 

contrapartida, o segundo grupo incluiria características inerentes, tais como idade, sexo, 

fatores reprodutivos e história familiar de câncer33. 

 

Tabela 1 - Fatores de risco para o desenvolvimento do câncer de mama. 

Risco aumentado (Referência) Risco reduzido (Referência) 

Estilo de vida Estilo de vida 
Consumo de álcool (34−36) Atividade física (67) 
Hábito de fumar (37−39) Dieta** (68, 69) 
Fatores reprodutivos Fatores reprodutivos 
Nuliparidade ou gravidez tardia (40, 41) Amamentação (41) 
Menarca precoce (42, 43) 

  
Menopausa tardia (42) 
Terapias hormonais   
Uso de anticoncepcionais (44-46)   
Terapia Hormonal de Substituição (47-49) 

  
Condições médicas e terapias com drogas 
Diabetes (50, 51)   
Dietilestilbestrol (52)   
Digoxina (53−55) 

  
Fatores ambientais 
Exposição ocupacional (56-59)   
Exposição à radiação ionizante (60−62)   
Doença benigna prévia (63)   
Densidade da mama (64)   
História familiar (65, 66)   

(**) Dieta com alta ingestão de frutas, vegetais e fibras 

 
 

  

Dentre os fatores de risco, cabe destacar a importância da história familiar para a 

incidência do câncer de mama uma vez que envolve uma predisposição genética para a 

ocorrência de lesões benignas proliferativas ou mesmo tumores malignos na mama65, 66. 

Estudos epidemiológicos apontam que o risco conferido a um indivíduo por ter parentes com 

câncer de mama varia de acordo com o grau de parentesco, o número de parentes afetados 

e a idade ao diagnóstico dos afetados. De fato, mulheres que possuem um parente de primeiro 

grau com câncer de mama, especialmente diagnosticado antes dos 50 anos de idade, possuem 

mais que o dobro do risco de desenvolverem a doença quando comparado à população em 

geral. Além disso, possuir mais de um parente de primeiro grau afetado, ou casos de câncer 

de mama bilateral na família, também pode conferir maiores riscos 65, 70.  
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1.1.4 Câncer de mama hereditário 

De modo geral, o câncer de mama, bem como as demais neoplasias, pode ser 

classificado de acordo com a sua origem genética. Embora a maioria dos casos de câncer de 

mama possua origem esporádica, 15 a 20% dos tumores apresentam algum tipo de relação 

familiar e apenas 5 a 10% exibem padrões hereditários71 (Figura 3). 

 

 

Figura 3 – Frequências relativas das formas esporádica, familial e hereditária do câncer. A 

parcela destacada do gráfico de pizza corresponde aos casos hereditários, que estão 

essencialmente são associados a uma predisposição genética transmitida pelas gerações de 

uma mesma família. 

 

Os tumores de origem esporádica estão essencialmente associados com o acúmulo de 

mutações somáticas adquiridas ao longo da vida de um indivíduo, principalmente causadas 

por exposição a fatores ambientais e pelo estilo de vida, em genes que são responsáveis por 

controlar processos biológicos relacionados à carcinogênese. Portanto, tumores esporádicos 

também estão associados à idade avançada72. Além disso, uma vez que estas alterações 

genéticas ocorrem ao acaso em células somáticas de um tecido específico, elas são somente 

transmitidas para as células-filhas, e, portanto, não são herdadas pelos descendentes do 

indivíduo73. Dessa forma, indivíduos afetados pelo câncer esporádico possui história familiar 

pouco significativa ou mesmo ausente.  

O câncer familial é determinado quando a ocorrência de um determinado tipo de câncer 

em uma mesma família é mais frequente do que o esperado tão somente pelo acaso. No 

entanto, não é possível determinar um padrão de herança específico, isto é, não é evidente 

se o risco para o desenvolvimento de câncer é transmitido entre as gerações de uma mesma 

família. Acredita-se que esta agregação familial de câncer seja provavelmente causada pela 
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combinação de fatores ambientais e genéticos (por exemplo, polimorfismos modificadores de 

risco)74-76. Por outro lado, importa considerar que é possível que haja situações representadas 

pela ocorrência casual de tumores esporádicos em uma mesma família, bem como pela 

presença de uma mutação de baixa penetrância, ou seja, que confere menores riscos para o 

desenvolvimento de câncer.  

Por fim, os tumores hereditários estão associados à presença de uma mutação 

germinativa em genes de susceptibilidade ao câncer, geralmente genes supressores tumorais. 

Considerando que, diferente das mutações somáticas, estas alterações genéticas ocorrem em 

células germinativas, as mesmas podem ser transmitidas para a geração seguinte75. Neste 

contexto, o indivíduo nasce com uma predisposição genética herdada que lhe confere maior 

risco para o desenvolvimento de tumores em relação à população em geral. Portanto, os 

tumores hereditários são essencialmente associados a famílias com várias gerações afetadas 

pela doença, com múltiplos casos de um ou mais tipos de câncer, tumores bilaterais, múltiplos 

tumores primários e indivíduos que tendem a ter os tumores diagnosticados em idade precoce 

(<50 anos de idade)77, 78. Tendo em vista estas características, a identificação de indivíduos e 

famílias sob alto risco de apresentarem uma síndrome de predisposição ao câncer hereditário 

é de suma importância, pois proporcionaria um impacto direto na prevenção, detecção 

precoce, manejo clínico e suporte psicológico para os pacientes afetados79, 80. Com intuito de 

auxiliar esta identificação na prática clínica, toda informação referente à história familiar de 

câncer e outros registros médicos são levantados para a construção de heredogramas (ou 

pedigrees)81. 

Devido às diversas evidências epidemiológicas de que haveria um forte componente 

genético envolvido em diversas agregações familiares de câncer de mama, vários estudos de 

mapeamento genético foram realizados para a identificação de um gene responsável pela 

susceptibilidade à doença. Finalmente, no início dos anos 1990, estudos baseados em análise 

de ligação genética (do inglês, linkage analysis) demonstraram um sinal de ligação positivo 

entre o locus 17q21 (braço longo do cromossomo 17, na posição 21) e famílias com câncer de 

mama e/ou ovário hereditários82, 83. O uso do método de clonagem posicional a partir da 

localização genômica (17q21) proporcionou, subsequentemente, a identificação do gene 

BRCA1 (Breast Cancer 1) como candidato a marcador genético causador da síndrome de 

predisposição hereditária ao câncer de mama e de ovário (do inglês, hereditary breast and 

ovarian cancer (HBOC) syndrome)84. Pouco depois, novas análises de ligação e clonagem 
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posicional permitiram o mapeamento e identificação do segundo gene associado: BRCA2 

(Breast Cancer 2), presente no locus 13q12 (braço longo do cromossomo 13, na posição 12)85, 

86. 

Muitos estudos apontavam, inicialmente, que mutações germinativas nos genes BRCA1 

e BRCA2 eram responsáveis pela maioria dos casos de câncer de mama hereditário87, 88.  

Posteriormente, foi demonstrado que estas mutações correspondiam a aproximadamente 

30% dos casos, a depender da população avaliada71, 89, 90. De fato, várias variantes raras em 

outros genes de alta e moderada penetrância foram descritas e associadas ao risco de câncer 

de mama91-94. A maioria destes genes estão envolvidos na manutenção da integridade 

genômica e têm sido associados a outras síndromes de predisposição ao câncer hereditário, 

tais como as síndromes de Li-Fraumeni (TP53), de Cowden (PTEN), e de Peutz-Jeghers (STK11). 

No entanto, estas alterações genéticas responderiam por apenas cerca de 10% dos casos 

hereditários71, 89, 90. No esforço de identificar novos marcadores genéticos que poderiam 

explicar a parcela restante, estudos de análise de associação genômica ampla (do inglês, 

genome-wide association studies – GWAS) permitiram a identificação de polimorfismos de 

base única (do inglês, single nucleotide polymorphisms – SNPs) comuns de baixo risco95-97. O 

efeito acumulativo destes polimorfismos comuns de baixa penetrância, porém, também 

responderiam por até 15% dos casos de câncer de mama hereditário71, 89, 90.  

A Figura 4 apresenta uma representação da distribuição dos casos de câncer de mama 

hereditário em relação às alterações genéticas em genes de alta, moderada e baixa 

penetrância. Apesar das pesquisas intensas baseadas em análise de ligação, GWAS, e, mais 

recentemente, em novas ferramentas de sequenciamento de nova geração (do inglês, next-

generation sequencing – NGS), a maioria dos casos de câncer de mama hereditário ainda 

permanece com origem genética desconhecida71, 89, 90. Estes casos também são denominados 

“BRCAX”, termo que se refere a tumores da mama diagnosticados em mulheres com história 

familiar tipicamente característica da síndrome HBOC, mas que não possui mutações 

germinativas identificadas nos genes BRCA1, BRCA2 e em outros genes de alto risco98. Ao final, 

como alterações genéticas em outros genes de alto risco, tais como nos genes TP53 e PTEN, 

são bastante raras na população em geral, os genes BRCA1 e BRCA2 são os únicos genes de 

alta penetrância para o câncer de mama que apresentam alterações genéticas com 

frequências consideráveis para torná-los candidatos prioritários para o teste genético em 

famílias sob alto risco de apresentarem a síndrome HBOC71, 78, 89, 90, 99, 100.  
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Figura 4 – Proporção estimada dos casos de câncer de mama hereditário devido a alterações 

genéticas em genes de alta, moderada e baixa penetrância. Mutações germinativas nos 

genes BRCA1 e BRCA2 respondem pela maioria dos casos atribuídos a genes de predisposição 

ao câncer atualmente identificados. Imagem adaptada de Melchor e colaboradores71. 

 

1.2 Síndrome de predisposição hereditária ao câncer de mama e ovário (HBOC) 

 

1.2.1 Aspectos clínicos e estimativas de risco 

 A síndrome HBOC é uma das principais causas para o encaminhamento de indivíduos e 

famílias a centros de aconselhamento genético e para consideração do teste genético.  Com 

intuito de auxiliar a identificação destas famílias, foram estabelecidos critérios clínicos para o 

diagnóstico da síndrome, dentre os quais se destacam as diretrizes preconizadas pela 

Sociedade Americana de Oncologia Clínica (do inglês, American Society of Clinical Oncology – 

ASCO) (Tabela 2) e pela National Comprehensive Cancer Network (NCCN) (Tabela 3). 

 

Tabela 2 – Critérios preconizados pela ASCO para diagnóstico clínico da síndrome HBOC101. 

1. 3 ou mais casos de câncer de mama e 1 ou mais casos de câncer de ovário diagnosticados em 

qualquer idade ou; 

2. Mais de 3 casos de câncer de mama diagnosticados antes dos 50 anos de idade ou; 

3. Pares de irmãs (ou mãe e filha) com os seguintes tumores diagnosticados antes dos 50 anos de 

idade: 

a) 2 casos de câncer de mama; 

b) 2 casos de câncer de ovário; 

c)    1 caso de câncer de mama e 1 caso de câncer de ovário. 
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Tabela 3 - Critérios preconizados pela NCCN para diagnóstico clínico da síndrome HBOC102. 

1. Indivíduo de uma família com mutação deletéria conhecida nos genes BRCA1 ou BRCA2; 

2. 2. História pessoal de câncer de mama (in situ ou invasivo), incluindo um ou mais dos seguintes 

aspectos: 

3. a) ≤45 anos de idade ao diagnóstico; 

4. b) ≤50 anos de idade ao diagnóstico, incluindo: 

5. – Segundo tumor primário da mama (bilateral ou ipsilateral) ou; 

6. – 1 ou mais familiares com câncer de mama em qualquer idade ou; 

7. – 1 ou mais familiares com câncer pancreático ou; 

8. – 1 ou mais familiares com câncer de próstata de alto grau (Escala de Gleason ≥7) ou 

metastático. 

c) ≤60 anos de idade ao diagnóstico, com: 

– Câncer de mama triplo-negativo. 

d) Diagnóstico em qualquer idade, incluindo: 

– 2 ou mais familiares com câncer de mama, câncer de próstata de alto grau (Escala de 

Gleason ≥7) ou metastático ou câncer pancreático ou; 

– 1 ou mais familiares com de câncer de mama e ≤50 anos de idade ao diagnóstico ou; 

– 1 ou mais familiares com de câncer de ovário ou; 

– 1 familiar do sexo masculino com de câncer de mama ou; 

– Pertencer a uma etnia com alta frequência de mutações (por exemplo, judeus Ashkenazi). 

3. História pessoal de câncer de ovário; 

4. História pessoal de câncer de mama masculino; 

5. História pessoal de câncer de próstata de alto grau (Escala de Gleason ≥7), incluindo: 

a) 1 ou mais familiares com câncer de ovário ou; 

b) 1 ou mais familiares com câncer de mama e ≤50 anos de idade ao diagnóstico ou; 

c) 2 ou mais familiares com câncer de mama, câncer de próstata de alto grau (Escala de 

Gleason ≥7) ou câncer pancreático; 

6. História pessoal de câncer de próstata metastático; 

7. História pessoal de câncer pancreático, incluindo: 

a) 1 ou mais familiares com câncer de ovário ou; 

b) 1 ou mais familiares com câncer de mama e ≤50 anos de idade ao diagnóstico ou; 

c) 2 ou mais familiares com câncer de mama, câncer de próstata de alto grau (Escala de 

Gleason ≥7) ou metástico, ou câncer pancreático; 

d) Pertencer à etnia de judeus Ashkenazi. 
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Basicamente, famílias com a síndrome HBOC são caracterizadas pelo risco elevado de 

desenvolvimento de câncer de mama em homens e mulheres, câncer de ovário, e, em menor 

extensão, outros tipos de tumores como câncer de próstata, câncer pancreático e melanoma. 

Assim como outras síndromes de predisposição ao câncer hereditário, indivíduos afetados 

tendem a ser diagnosticados em idade precoce, além de uma maior probabilidade de 

desenvolver tumores bilaterais. Além disso, variantes patogênicas identificadas nos genes 

BRCA1 e BRCA2 também é um critério importante adotado para o diagnóstico clínico da 

síndrome HBOC103. As estimativas de risco malignidade conferidas por estas mutações variam 

de acordo com a população estudada, com os métodos aplicados para avaliação e fatores de 

risco adicionais. A Tabela 4 apresenta um resumo destas estimativas em indivíduos com 

variantes patogênicas identificadas nos genes BRCA1 e BRCA2.  

 

Tabela 4 – Estimativas de risco de malignidade em indivíduos portadores de variantes 

patogênicas nos genes BRCA1 e BRCA2. 

              

Tipo de câncer 
  Risco na população 

em geral 

  Risco de malignidade 

    BRCA1   BRCA2 

Mama   12%   46-87%   38-84% 

Segundo tumor 
primário da mama 

  2% dentro de 5 anos   
21.1% dentro de 10 anos 
83% aos 70 anos 

  
10.8% dentro de 10 anos 
83% aos 70 anos 

Ovário   1-2%   37-63%   16.5-27% 

Câncer de mama 
masculino 

  0.1%   1.2%   Até 8.9% 

Próstata   6% aos 69 anos   8.6% aos 65 anos   
15% aos 65 anos               
20% ao longo da vida 

Pâncreas   0.5%   1-3%   2-5% 

Melanoma 
(cutâneo e ocular) 

  1.6%    Não se aplica   Risco elevado 

Tabela adaptada do estudo de Petrucelli e colaboradores103.  

  

Embora mutações germinativas nos genes BRCA1 e BRCA2 concedam maior risco para o 

desenvolvimento de câncer de mama e de ovário, diversos estudos apontam que os mesmos 

possuem penetrância incompleta. A primeira estimativa a partir de coortes de famílias HBOC 

sugeriram que o risco acumulativo vital (RCV) de desenvolver câncer de mama aos 70 anos de 

idade era de 87% em mulheres com variantes patogênicas em BRCA1104. Para mulheres com 

variantes patogênicas identificadas em BRCA2, o RCV estimado era de 84%105. Estudos 
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subsequentes reportaram estimativas risco com valores mais baixos, variando entre 46-68% 

e 38-63% para portadoras de mutações em BRCA1 e BRCA2, respectivamente106-109.  Além 

disso, evidências de desenvolvimento de um segundo tumor primário da mama, contra ou 

ipsilateral, também é frequente em famílias HBOC afetadas por mutações em BRCA1 e 

BRCA2110-112. Ao utilizar uma coorte de pacientes com câncer de mama, Metcalfe e 

colaboradores estimaram um risco aproximado de 21% para o desenvolvimento de um tumor 

contralateral em 10 anos após o diagnóstico do primeiro tumor primário da mama para 

mulheres com variantes patogênicas em BRCA1, e 11% em BRCA2113. Além disso, Mavaddat e 

colaboradores estimaram RCVs para desenvolvimento de câncer de mama contralateral aos 

70 anos de idade de 83% e 62% para mulheres portadoras de mutações nos genes BRCA1 e 

BRCA2, respectivamente114.  

O segundo tipo de câncer mais frequente em mulheres portadoras de mutações 

germinativas nos genes BRCA1 e BRCA2 é, notadamente, o câncer de ovário. Inicialmente, 

estudos apontavam um RCV de desenvolvimento de câncer de ovários aos 70 anos de idade 

de 63% em mulheres com variantes patogênicas em BRCA1, e 27% em BRCA2105, 115. Assim 

como ocorreu as estimativas de risco para o câncer de mama, foram observadas taxas de 

riscos menores para o câncer de ovário em estudos posteriores, variando entre 37-59% e 16.5-

21% entre mulheres com mutações nos genes BRCA1 e BRCA2, respectivamente108, 109, 114, 116.  

Em relação aos homens portadores de mutações germinativas em BRCA1 e BRCA2, o 

risco para o desenvolvimento de câncer de mama também é maior quando comparado ao 

risco apresentado por homens da população em geral. Interessantemente, o RCV de 

desenvolver câncer de mama masculino é maior entre portadores de mutações em BRCA2, 

podendo chegar até aproximadamente 9% de risco117, 118. Por sua vez, homens com variantes 

patogênicas em BRCA1 apresentam um RCV de 1.2% aos 70 anos de idade117. A mesma 

tendência é observada em relação ao câncer de próstata. Estudos reportam estimativas 

maiores de risco para o desenvolvimento câncer de próstata em indivíduos portadores de 

mutações germinativas em BRCA2, que pode chegar até 20% ao longo da vida, quando 

comparados às taxas apresentadas por portadores de mutações em BRCA1, que chega 

aproximadamente 8.6% de RCV aos 65 anos de idade119-121. Também foi observado que os 

tumores de próstata de portadores de mutações em BRCA2 tendem a apresentar alto grau 

histológico e baixa sobrevida122, 123. 
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1.2.2 Aspectos patológicos 

Certas características patológicas e moleculares são distintas entre tumores da mama 

esporádicos e tumores da mama associados à síndrome HBOC. Além disso, alguns aspectos 

também diferem entre tumores associados a variantes patogênicas no gene BRCA1 e 

BRCA2124, 125.  

A prevalência de carcinomas in situ é significativamente menor em casos de câncer de 

mama associados a variantes patogênicas em BRCA1 e BRCA2 em relação aos casos 

esporádicos126, 127. Embora a maior parte dos portadores de mutações germinativas em BRCA1 

desenvolva carcinomas ductais invasivos do tipo não especial, foi observada maior frequência 

de tumores com características medulares entre estes pacientes quando comparados aos 

casos esporádicos e aqueles associados a mutações em BRCA2126-128. Tumores BRCA1 também 

são caracterizados pelo alto grau histológico, alta taxa mitótica e proliferativa, baixa taxa de 

diferenciação, e maior grau de pleomorfismo nuclear e de infiltração linfocítica, associações 

menos observadas em tumores esporádicos e aos associados ao BRCA2124, 127-129. Também tem 

sido reportado que tumores da mama associados ao BRCA1 tendem a apresentar maior 

expressão de p53 em relação aos tumores esporádicos, o que possivelmente reflete na maior 

frequência e diferentes tipos de mutações somáticas em TP53 (Tumor Protein p53) nestes 

tumores130, 131. Além disso, tumores associados ao BRCA1 geralmente são classificados como 

triplo-negativos devido à frequente falta de expressão de RE, PR e HER2124, 128, 129. Estes 

tumores também apresentam alta expressão de marcadores basais (por exemplo, 

citoqueratinas (CK) 5/6, CK14, CK17 e EGFR) e baixa expressão de marcadores luminais 

(CK8/18)132-134. Interessantemente, alguns tumores da mama esporádicos triplo-negativos 

têm sido associados à inativação somática do BRCA1, via hipermetilação do promotor do gene 

ou mesmo através da regulação pós-transcricional de sua expressão, sugerindo que o BRCA1 

pode ter um papel fundamental no desenvolvimento de tumores triplo-negativos135, 136.  

Ao contrário dos tumores da mama associados a variantes patogênicas em BRCA1, 

tumores BRCA2 são mais heterogêneos e exibem fenótipos mais similares aos que são 

apresentados pelos tumores esporádicos137, 138. Contudo, os tumores com mutações 

germinativas em BRCA2 tendem a apresentar maior frequência de carcinomas lobulares e 

maiores índices de formação tubular (isto é, falta de formação de túbulos) em relação aos 

tumores esporádicos e aos associados ao BRCA1127, 128. Também tem sido demonstrado que, 

diferente dos tumores BRCA1, os tumores da mama associados ao BRCA2 geralmente 
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apresentam fenótipo luminal por expressar RE e RP, além de CK8 e CK18128, 129, 131. Em relação 

aos pacientes determinados como BRCAX, estes geralmente desenvolvem tumores da mama 

também bastante heterogêneos quanto a características histopatológicas. Os tumores 

geralmente apresentam grau histológico baixo a intermediário quando comparado aos 

tumores esporádicos, mas com o perfil imunohistoquímico bastante similar (por exemplo, 

status de expressão de receptores hormonais equilibrada e distribuição balanceada dos 

subtipos moleculares)139, 140. 

 

1.2.3 Aspectos moleculares dos genes BRCA1 e BRCA2 

 

1.2.3.1 Estrutura e função biológica 

Os genes BRCA1 e BRCA2 possuem estruturas consideravelmente complexas, cada um 

abrangindo cerca de 80 kilo bases (kb) de segmentos do DNA genômico141, 142. O gene BRCA1 

localiza-se no cromossomo 17q21 e é formado por 24 éxons, dentre os quais 22 são regiões 

que codificam uma grande proteína de 1863 aminoácidos141. Por sua vez, o gene BRCA2 

localiza-se no cromossomo 13q12 e é composto por 27 éxons, dentre os quais 26 codificam 

uma proteína ainda maior, constituída de 3418 aminoácidos142.  

A proteína BRCA1, que possui 220 kilodaltons (kDa), contém dois domínios que são 

essenciais para desempenhar a sua função: um domínio RING (Ring Interesting New Gene) 

finger amino (N)-terminal e um domínio BRCT (BRCA1 Carboxi (C)-Terminal) (Figura 5A)143. O 

domínio RING finger consiste de zonas de ligação de íons de zinco (Zn2+), que ajudam na 

mediação de interações entre proteínas, e uma região com atividade de ubiquitina ligase (E3). 

A atividade é aumentada quando esta região está associada com o domínio RING da proteína 

BARD1 (BRCA1-associated RING domain protein 1) através da heterodimerização144-146. O 

domínio BRCT é constituído por dois elementos dispostos em tandem e é responsável pela 

associação entre o BRCA1 e proteínas fosforiladas envolvidas no reparo de danos de DNA, tais 

como BRIP1 (BRCA1 interacting protein C-terminal helicase 1), CtIP (C-terminal binding protein 

1) e Abraxas (BRCA1-A complex subunit Abraxas 1)147, 148. Além disso, o BRCA1 também possui 

dois sinais de localização nuclear (do inglês, Nuclear Localization Signal – NLS), que facilitam a 

localização do BRCA1 dentro do núcleo durante a fase de síntese (S) do ciclo celular149, e um 

motivo altamente conservado com estrutura de bobinas enroladas (do inglês, coiled-coil) que 

se liga diretamente com PALB2 (Partner And Localizer of BRCA2), que, por sua vez, localiza e 
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se liga à proteína BRCA2150. Por sua vez, a proteína BRCA2, que possui 384 kDa, também 

contém dois domínios importantes para desempenhar suas funções: um domínio de ligação 

ao DNA (do inglês, DNA-binding domain – DBD) e um domínio contendo oito repetições BRC 

(Breakpoint Cluster Region) (Figura 5B)143. O domínio DBD consiste de um domínio helicoidal, 

três domínios de ligação de oligossacarídeos (do inglês, oligosaccharides binding – OB), e um 

domínio torre (do inglês, Tower – T), que ajudam na estabilização do BRCA2 e sua ligação às 

fitas simples e duplas de DNA151-153. Já as repetições BRC têm a propriedade de se ligarem à 

proteína RAD51, permitindo a formação de complexo chave para o reparo de danos no DNA 

por recombinação homóloga154. Além disso, assim como o BRCA1, a proteína BRCA2 também 

contém duas regiões NLS para mediar sua localização nuclear155. Por fim, a região N-terminal 

do BRCA2 interage com o PALB2, que recruta o BRCA2 para o sítio de reparo de danos no 

DNA156. 

 

Figura 5 – Representação das estruturas e dos domínios funcionais das proteínas BRCA1 e 

BRCA2. As proteínas BRCA1 (A) e BRCA2 (B) interagem com diversas proteínas, indicadas na 

figura logo abaixo dos respectivos sítios de interação. Números indicam a posição dos 

aminoácidos. Imagem adaptada de Roy e colaboradores143. 

 

As proteínas BRCA1 e BRCA2 desempenham um papel essencial na manutenção da 

estabilidade genômica, especialmente através do processo de reparo de danos de dupla-fita 

do DNA. Ambas as proteínas atuam na regulação da recombinação homóloga, um mecanismo 

de altamente eficiente que corrige o dano utilizando a informação contida em uma fita 

homóloga não danificada157. A Figura 6 apresenta uma representação esquemática das etapas 

deste mecanismo, que ocorre durante as fases S e G2 do ciclo celular. 
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Figura 6 – Mecanismos moleculares envolvidos na recombinação homóloga. Em resposta aos 

danos de dupla-fita, complexos proteicos formados pelo BRCA1 participam de etapas 

essenciais para a manutenção da estabilidade genômica. O complexo BRCA1-Abraxas-RAP80 

se associa a histonas ubiquitinadas próximas à região danificada através da fosforilação da 

histona H2AX, e das proteínas MDC1 (Mediator of DNA damage Checkpoint protein 1) e RNF8 

(RING finger protein 8). O complexo BRCA1-CtiP se associa ao complexo MRN (MRE11-RAD50-

NBS1 (Nijmegen Breakage Syndrome protein 1)) para o início da etapa de ressecção das 

extremidades das fitas danificadas. Por sua vez, o complexo BRCA1-PALB2-BRCA2 é 

importante para regular a atividade do RAD51, que auxilia na invasão da fita e consequente 

síntese de DNA a partir do molde da cromátide irmã. Imagem adaptada de Roy e 

colaboradores143. 

  

Geralmente, quebras de dupla-fita ocorrem devido à exposição de fatores exógenos, 

majoritariamente por radiação ionizante, e outros compostos genotóxicos143. Após o 

reconhecimento de quebras de dupla-fita por proteínas sensoras, o BRCA1 se liga ao sítio do 

dano através de sua associação com o complexo proteíco Abraxas-RAP80, que se liga a 

histonas ubiquitinadas próximas à região danificada158. Depois, o complexo protéico BRCA1-

CtiP promove a ressecção das fitas de DNA danificadas, onde a extremidade das quebras é 

digerida pela exonuclease CtiP, formando saliências 3’ de fitas simples expostas que servirão 
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de substrato para a enzima RAD51159. A proteína BRCA1 também participa das etapas finais 

do processo através de sua interação com PALB2, que recruta BRCA2 para a região a ser 

reparada160, 161. Em seguida, o complexo proteíco BRCA1-PALB2-BRCA2 auxilia o RAD51 a 

formar filamentos nas fitas simples 3’ previamente criadas, permitindo a invasão de uma fita 

simples de DNA intacta de uma cromátide irmã por uma das fitas danificadas. A fita homóloga 

atua como molde para início da síntese de DNA e consequente reparo dos danos, 

restabelecendo a integridade genômica da célula157. 

 Além da recombinação homóloga, as proteínas BRCA1 e BRCA2 também interagem e 

atuam com proteínas envolvidas em diversos processos biológicos, tais como regulação do 

ciclo celular, regulação da transcrição e ubiquitinação162, 163. Dessa forma, compreende-se que 

a redução ou falta da atividade funcional destas proteínas pode culminar em uma 

instabilidade genômica. De fato, estudos experimentais demonstraram que células deficientes 

para BRCA1 e BRCA2 são mais sensíveis à radiação e apresentam diversas aberrações 

cromossômicas, possivelmente devido à recombinação homóloga ineficiente164-169. Além 

disso, foi reportado que a perda completa de ambos os genes em camundongos é 

potencialmente letal durante o desenvolvimento embrionário170-172. Importa mencionar que 

variantes patogênicas presentes em domínios funcionais contidos nas proteínas BRCA1 e 

BRCA2 já foram reportadas em famílias com a síndrome HBOC173, sugerindo que os genes 

BRCA1 e BRCA2 também desempenham o papel de genes supressores tumorais.  

  

1.2.3.2 Variantes patogênicas 

De modo geral, a disfunção do BRCA1 e do BRCA2 se origina, majoritariamente, a partir 

de mutações germinativas que podem estar localizadas por toda a extensão das regiões 

codificantes dos genes173. Uma vez que identificação destas mutações tem impacto direto no 

manejo clínico dos pacientes, houve um esforço colaborativo internacional para catalogar e 

avaliar a significância clínica destas variantes genéticas. Dessa forma, a Breast Cancer 

Information Core (BIC) foi estabelecida em 1995 com intuito de fornecer um banco de dados 

online contendo uma listagem de todas variantes identificadas nos genes BRCA1 e BRCA2 

(https://research.nhgri.nih.gov/bic/)174. Embora tenha sido amplamente utilizado por muitos 

anos, atualmente o BIC não está ativamente curado, de modo que tem sido recomendada a 

obtenção de informações atualizadas em outros bancos de dados públicos e gratuitos, como 

por exemplo o ClinVar (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/) e o BRCA Exchange 

https://research.nhgri.nih.gov/bic/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/
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(https://brcaexchange.org). O ClinVar é um banco de dados de variantes genéticas em 

humanos mantido pelo National Institutes of Health (NIH), que fornece interpretações de suas 

respectivas significâncias baseando-se em evidências clínicas175, 176. Por sua vez, o BRCA 

Exchange é um banco mantido em colaboração com o consórcio ENIGMA (Evidence-based 

Network for the Interpretation of Germline Mutant Alleles), e considerado a maior fonte 

pública de informações sobre variantes nos genes BRCA1 e BRCA2177.  

Até o presente momento, 12.628 mutações distintas em BRCA1 e 13.747 em BRCA2 

foram identificadas de acordo com o BRCA Exchange, compreendendo 2.189 e 2.637 variantes 

de significância clínica e denominadas como “patogênicas”, isto é, que confere um risco 

aumentado para o desenvolvimento de câncer por produzir proteínas não-funcionais ou 

mesmo nenhuma proteína. Segundo o ClinVar, os tipos mais comuns de variantes patogênicas 

são mutações que resultam em proteínas truncadas, como mutações do tipo frameshift 

(pequenas inserções ou deleções que modificam a matriz de leitura dos aminoácidos, 

alterando a sequência de códons da proteína) e do tipo nonsense (troca de pares de bases que 

resulta na geração de um stop códon prematuro). Além disso, mutações que afetam os sítios 

de splicing (alterações que prejudicam o splicing de RNA e resulta na perda completa ou 

parcial de exons ou na inclusão de íntrons) e grandes rearranjos genômicos também são 

observados em ambos os genes e podem resultar na tradução de proteínas não-funcionais 99, 

178. Embora menos frequente que as mutações supracitadas, outro tipo de variante genética 

que pode alterar a função das proteínas BRCA1 e BRCA2 é a mutação do tipo missense, onde 

a substituição de um par de bases leva à formação de um códon que codifica um aminoácido 

diferente do original.  

Apesar de que várias variantes genéticas tenham sido identificadas nos genes BRCA1 e 

BRCA2, importa destacar que a prevalência destas mutações pode variar entre etnias e 

países179. Enquanto algumas populações apresentam um amplo espectro de variantes 

genéticas distintas em ambos os genes, outros grupos étnicos podem apresentar mutações 

específicas com alta frequência devido ao efeito fundador causado pelo isolamento geográfico 

ou cultural179, 180. Por exemplo, três mutações fundadoras têm sido bem caracterizadas e 

descritas na população judia Ashkenazi: duas em BRCA1 (185delAG e 5382insC), e uma em 

BRCA2 (6174delT). Estudos estimam que estas mutações estão presentes em cerca de 2,5% 

(1/40) na população Ashkenazi, enquanto que a taxa na população em geral é de 0,2% 

(1/500)179. Além disso, foi reportado que aproximadamente 98% das variantes identificadas 

https://brcaexchange.org/
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nesta população se tratam destas três mutações fundadoras99. Outro exemplo destacado de 

mutação fundadora é a mutação do tipo frameshift 999del5 no gene BRCA2, identificada na 

população geograficamente isolada da Islândia. Estudos estimam que esta mutação está 

presente em 0.4% (1/250) da população e encontrada em cerca de 8.5 e 7.9% dos tumores da 

mama e ovário, respectivamente. Ademais, também se estima que a mutação 999del5 ocorre 

em cerca de 25% dos casos de câncer de mama em mulheres de famílias de alto risco, e em 

40% dos casos de câncer de mama masculino181, 182. Diversas outras mutações fundadoras têm 

sido identificadas em diferentes populações na Europa e em outras partes do mundo179. 

Portanto, é evidente que a identificação de mutações fundadoras presentes em famílias de 

diferentes grupos étnicos é extremamente importante para o aconselhamento genético uma 

vez que torna possível a utilização de uma abordagem mais específica e rápida para o 

diagnóstico molecular. 

 

1.2.4 Aconselhamento genético e diagnóstico molecular 

 Compreende-se que o aconselhamento genético consiste no processo de fornecer a 

indivíduos e famílias informações esclarecidas sobre a natureza, herança e implicações de 

distúrbios genéticos, e, consequentemente, auxiliá-los na tomada de decisões médicas e 

pessoais em relação à doença183. Quanto à síndrome HBOC, a colaboração de médicos das 

áreas de ginecologia, radiologia, patologia e genética humana, bem como de profissionais das 

áreas de psicologia, enfermagem e biologia molecular, é essencial para: (i) a identificação de 

famílias sob alto risco; (ii) o cálculo de risco de desenvolvimento de câncer e de status 

mutacional; (iii) fornecer ao indivíduo afetado e aos seus familiares o diagnóstico molecular 

de variantes patogênicas nos genes BRCA1, BRCA2 e em outros genes conhecidos; (iv) 

informar indivíduos sobre detecção precoce, quimioprevenção e cirurgias profiláticas; (v) 

fornecer acompanhamento psicológico aos pacientes; e (vi) fornecer suporte e seguimento 

clínico184.  

 O diagnóstico molecular de mutações germinativas nos genes BRCA1 e BRCA2 tem sido 

disponibilizado em centros especializados em todo o mundo. No entanto, o rastreamento 

destas variantes genéticas ainda é considerado tecnicamente complexo e requer métodos 

caros para detecção apropriada. Exceto quando o rastreamento é direcionado à pesquisa por 

mutações fundadoras, o diagnóstico molecular é laborioso uma vez que ambos os genes não 
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possuem regiões hotspot específicas, portanto, as numerosas e possíveis mutações podem ser 

encontradas por toda a extensão dos genes185. Desse modo, uma das principais estratégias 

para identificação destas mutações pontuais é o sequenciamento direto convencional 

(Sanger) de todos os éxons de ambos os genes e análise comparativa com sequências de 

referência. Outros métodos alternativos também são empregados, como por exemplo o 

DHPLC (Denaturing High Performance Liquid Chromatography) e o SSCP (Single Strand 

Conformation Polymorphism), mas ainda estão sujeitos à validação por sequenciamento185.  

Atualmente, a tecnologia de NGS também tem sido empregada e considerada mais 

vantajosa para o rastreamento de variantes genéticas em BRCA1 e BRCA2, uma vez que 

permite a análise de um maior número de amostras com menos custo e em menos tempo186, 

187. Além disso, caso não sejam identificadas mutações pontuais, outros métodos sensíveis são 

utilizados para detecção de grandes rearranjos, como o MPLA (Multiplex Ligation Probe-

dependent Amplification) por exemplo184. De fato, foi demonstrado que a sensibilidade do 

teste genética aumenta quanto utilizado uma técnica para identificação de mutações pontuais 

combinada com uma técnica de detecção de rearranjos188.  

De modo geral, a decisão para a realização do rastreamento de variantes patogênicas 

em BRCA1 e BRCA2 se baseia, principalmente, em informações obtidas a partir da história 

familiar de um indivíduo. Critérios essenciais incluiriam aquelas já discutidas nas seções 1.1.4 

e 1.2.1 deste manuscrito, como: idade ao diagnóstico do câncer, tipo de câncer, grau de 

parentesco de indivíduos afetados, como também informações sobre indivíduos não afetados 

e se a família pertence a grupos étnicos de alto risco (por exemplos, judeus Ashkenazi). 

Somente após uma análise minunciosa destas informações seria possível definir se um 

determinado indivíduo deve ou não ser encaminhado para a realização do teste genético184. 

Além dos benefícios associados ao gerenciamento do risco e tratamento personalizado, a 

identificação destas mutações pode causar diversas implicações na vida de um indivíduo: 

desde a definição de estratégias mais agressivas de prevenção (por exemplo, indicação de 

cirurgias profiláticas e de quimioprevenção) e tratamento a potenciais e diversos efeitos 

psicossociais189-191. Portanto, dada as possíveis consequências clínicas e pessoais do resultado 

do teste genético, é fundamental para um serviço de Aconselhamento Genético realizar uma 

avaliação de risco acurada de cada indivíduos antes de encaminhá-los para o teste genético. 
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1.2.5 Avaliação de risco e predição de mutações germinativas 

Considerando a complexidade técnica e o alto custo dos métodos de detecção de 

mutações nos genes BRCA1 e BRCA2, o cálculo de risco para o desenvolvimento de câncer e 

da probabilidade da presença de variantes patogênicas é essencial para a indicação do teste 

genético. Desta forma, vários modelos de predição têm sido desenvolvidos e amplamente 

utilizados para estimar o risco para o câncer e a probabilidade de um indivíduo ser portador 

de uma mutação germinativa em BRCA1 e BRCA2. Como o conhecimento e o melhor 

entendimento de vários fatores de risco têm melhorado nas últimas décadas, estes modelos 

têm sido atualizados para incorporar informações adicionais, como dados histológicos e 

moleculares, com intuito de aumentar a acurácia das estimativas. Além disso, no esforço de 

melhorar a sua generalização, os modelos já estabelecidos têm sido testados e modificados 

de acordo com diversas populações raciais e étnicas, e submetidos à validação em estudos 

populacionais ou avaliados em estudos comparativos192-194. 

Atualmente, os algoritmos mais usados na prática clínica para a avaliação de risco para 

o câncer de mama são os modelos de Gail e Claus, ambos desenvolvidos a partir de grandes 

estudos populacionais para estimar o risco de desenvolvimento da doença ao longo da vida. 

O primeiro modelo de Gail incorporava como critérios a idade, história pessoal reprodutiva, 

número de biópsias da mama prévias, e o números de parentes de primeiro grau com história 

pessoal de câncer de mama para determinação de risco em mulheres caucasianas195. O 

modelo atualizado, também conhecido como Breast Cancer Risk Assessment Tool (BCRAT), é 

direcionado para a população em geral, utiliza as mesmas variáveis do modelo original com a 

adição da presença de hiperplasia atípica em biópsias da mama, e foi criado para aumentar a 

especificidade da identificação de mulheres sob alto risco de desenvolvimento de câncer de 

mama invasivo. Contudo, uma das limitações do modelo é a subestimação do risco de câncer 

hereditário, uma vez que não considera familiares paternos ou parentes de segundo grau 

diagnosticados com câncer de mama como critérios de avaliação194. Por outro lado, o modelo 

de Claus foi originalmente projetado para avaliar a história familiar para estimação do risco, 

considerando parentes maternos ou paternos de primeiro e segundo grau com história 

pessoal de câncer de mama, além de suas respectivas idades ao diagnóstico196. Devido ao foco 

destinado ao risco hereditário, diferente do modelo de Gail, o modelo de Claus não é acurado 

para avaliação de risco em mulheres sem história familiar197. 
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Indivíduos considerados para realização do rastreamento de mutações germinativas nos 

genes BRCA1 e BRCA2 podem ser avaliados por meio de diversos modelos que fornecem a 

probabilidade pré-teste para variantes patogênicas em um destes genes. A Tabela 5 apresenta 

um resumo das variáveis incorporadas em seis modelos de predição validados e atualmente 

utilizados na prática clínica: BRCAPRO, BOADICEA, Myriad (modelo de Frank), Manchester, 

Penn II e Tyrer-Cuzick.  

 

Tabela 5 – Resumo das variáveis incorporadas em modelos de predição para mutações 

germinativas nos genes BRCA1 e BRCA2.  

Modelo (Ref.) 
 Variáveis de input 

 História familiar   Outros 

BRCAPRO (198) 

 Status de acometimento do probando; 
idade ao diagnóstico do probando e de 
todos os familiares afetados pelo 
câncer de mama e/ou ovário, próstata 
e pâncreas; idade atual dos indivíduos 
não-afetados 

 

Achados histopatológicos (status 
triplo-negativo e marcadores 
basais); raça e etnia; cirurgias 
redutoras de risco 

BOADICEA (199) 

 Status de acometimento do probando; 
idade ao diagnóstico do probando e de 
todos os familiares afetados pelo 
câncer de mama e/ou ovário, próstata 
e pâncreas; idade atual dos indivíduos 
não-afetados 

 
Achados histopatológicos (status 
triplo-negativo e marcadores 
basais); ancestralidade Ashkenazi 

Myriad (200) 

 Status de acometimento do probando; 
idade ao diagnóstico do probando e de 
familiares de 1-2º grau com câncer de 
mama e/ou ovário (< ou >50 anos) 

 Ancestralidade Ashkenazi 

Penn II (201) 

 Número de familiares de 1-3º grau 
com câncer de mama e/ou ovário, 
próstata e pâncreas; tumores 
bilaterais 

 Ancestralidade Ashkenazi 

Manchester 
(202) 

 Todos os familiares afetados por 
câncer de mama, ovário, próstata e 
pâncreas; 

 
Achados histopatológicos (status 
triplo-negativo e marcadores 
basais); 

Tyrer-Cuzick 
(203) 

 
Idade ao diagnóstico do probando e de 
familiares de 1-2º grau com câncer de 
mama e/ou ovário; presença de 
tumores da mama bilaterais 

 

Fatores reprodutivos; fatores físicos 
e hormonais; achados 
histopatológicos (doença benigna 
ou carcinoma lobular in situ); 
ancestralidade Ashkenazi; 

Tabela adaptada do estudo de Cintolo-Gonzalez e colaboradores193.  
Ref.: referência. 
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Embora os modelos de predição de mutações atualmente disponíveis tenham 

demonstrado resultados satisfatórios por alcançar altas taxas de sensibilidade em famílias 

típicas da síndrome HBOC, alguns estudos apontam que os mesmos apresentam certas 

limitações. Primeiro, a maioria dos modelos não consideram a ocorrência de intervenções 

redutoras de risco (como mastectomias e ooforectomias) na família (Tabela 5), mesmo sendo 

reportado que estas intervenções alteram a penetrância das variantes genéticas. Por exemplo, 

estudos reportam que a ooforectomia bilateral reduz significativamente o risco de câncer de 

mama e de ovário (trompa de Falópio e câncer peritoneal) em portadoras de mutações204, 205. 

Ou seja, ao ignorar esta variável, o modelo subestima a probabilidade de indivíduos que se 

submeteram a intervenções profiláticas serem portadores de mutações206. Segundo, por 

depender, quase exclusivamente, de informações da história familiar de um indivíduo para 

estimação do risco, os modelos de predição subestimam indivíduos que possuem dados 

insuficientes ou ausentes de história familiar (por exemplo: pequenas famílias e poucos 

parentes do sexo feminino)207, 208. Terceiro, ao considerar todos os casos sugestivos de 

síndrome HBOC como potenciais candidatos à pesquisa por mutações germinativas em BRCA1 

e BRCA2, estes modelos terminam apresentando baixas taxas de especificidade. Foi observado 

em diversos estudos que somente cerca de 25% dos pacientes encaminhados para o teste 

genético possuem mutações em um dos genes209-213. Por fim, os modelos não avaliam 

probabilidade para mutações germinativas de novo, isto é, uma variante genética presente 

pela primeira vez em uma família como resultado de uma mutação em uma célula germinativa 

de um dos pais ou mesmo de uma mutação que ocorreu durante a embriogênese. De fato, 

tem sido reportado que uma pequena parcela dos tumores ditos como esporádicos são 

atribuídos a variantes patogênicas em genes de predisposição ao câncer de mama (inclusive 

em BRCA1 e BRCA2), contudo, estes pacientes são potencialmente subestimados pelos 

modelos de predição atuais214, 215.     

Tendo em vista as limitações supracitadas, compreende-se que ainda há a necessidade 

de definir critérios adicionais que possam complementar os critérios utilizados pelos modelos 

de predição atualmente disponíveis a fim de fornecer uma avaliação de risco mais acurada e 

eficiente. Um dos principais esforços direcionados a melhorar este panorama nos últimos anos 

tem sido a busca por biomarcadores de diagnóstico capazes de discriminar os tumores de 

portadores e não-portadores de variantes patogênicas nos genes BRCA1 e BRCA2. 
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1.3 MicroRNAs 

 

1.3.1 Origem e função 

Com o advento das tecnologias de sequenciamento genômico em larga escala, o Projeto 

Genoma Humano pôde enfim fornecer um mapeamento de referência completo das 

sequências do DNA216, 217. Um dos achados mais relevantes obtidos a partir do 

sequenciamento completo do genoma humano foi a noção de que as regiões codificantes de 

proteínas ocupavam menos que 2% do DNA, que contém cerca de três bilhões de nucleotídeos 

(nts)217. Posteriormente novas evidências indicaram que, além da maioria das sequências de 

genomas eucariotos serem ativamente transcritas em algum ponto durante o 

desenvolvimento, apenas uma pequena parte destes transcritos são traduzidos em 

proteínas218, 219. A percepção de que estas sequências não-codificantes supostamente sem 

papel funcional de fato eram transcritas contrariava a perspectiva original de que os RNAs 

atuavam quase exclusivamente como molde para síntese de proteínas. Pelo contrário, o 

transcriptoma humano era composto majoritariamente por RNAs não-codificantes (ncRNAs), 

que mais tarde mostraram possuir função biológica sobretudo no controle da expressão 

gênica220-223. Dentre estes, os miRNAs compõem a subclasse de pequenos ncRNAs mais 

frequentemente estudada, especialmente no contexto do desenvolvimento e da 

carcinogênese224, 225. 

 A primeira descrição a respeito dos miRNAs foi relatada por Lee e colaboradores (ANO), 

que identicaram e isolaram um gene do Caenorhabditis elegans que não codificava um RNAm, 

e sim um RNA não-codificante de proteína que continha sequências parcialmente 

complementares a frações da região 3’ UTR (untranslated region) dos RNAm lin-4 e lin-28226, 

227. Dessa forma, foi sugerido que a tradução destes RNAm era regulada pelo lin-4 através de 

uma interação sense-antisense entre as moléculas226, 227. Logo depois, este mecanismo 

molecular foi validado por Wightman et al., que evidenciaram múltiplas sequências da região 

3’ UTR do RNAm lin-4 que seriam complementares ao lin-4226, 228. Dessa forma, a interação do 

lin-4 com os pares de base (pb) complementares da região 3’ UTR do RNAm alvo propiciou a 

inibição da tradução da proteína lin-4 a nível pós-transcricional226, 228.  

Similar ao mecanismo de regulação promovido pelo lin-4, o let-7 também foi descrito 

em C. elegans como um pequeno fragmento de RNA capaz de inibir a expressão do LIN-41226, 
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229. Mais tarde foi observado que o let-7 era conservado também em outros organismos, 

inclusive em humanos226, 252. Até aquele momento acreditava-se que o lin-4 e o let-7 

representavam uma classe de pequenos RNAs temporais (small temporal RNAs; stRNAs) que 

regulavam especificamente o tempo de desenvolvimento dos animais226, 230. No entanto, 

novas moléculas de RNAs semelhantes aos stRNAs foram evidenciados em 2001, onde, por 

sua vez, desempenhavam diferentes papeis funcionais em diversos processos celulares226, 231, 

232. Dessa forma, o termo “microRNA” foi, enfim, empregado para denominar esta nova classe 

de pequenas moléculas de RNA regulatórias226, 231-233.  

 

1.3.2 Biogênese e mecanismos de regulação 

Os miRNAs constituem uma grande família de pequenos RNAs não-codificantes (18-25 

nts) que contribuem para a regulação pós-transcricional dos níveis proteicos das células226. 

Genes que codificam estas moléculas são amplamente identificados em quase todos os 

cromossomos, exceto no cromossomo sexual Y226. Dados mais recentes do miRbase, banco de 

dados que fornece dados integrados das sequências e alvos preditos dos miRNAs, apontam 

que já foram caracterizadas 2.654 sequências maduras de miRNAs transcritos a partir do 

genoma humano234. 

 A Figura 7 mostra uma representação esquemática da organização genômica dos 

miRNAs.  Os genes de miRNAs se encontram distribuídos de forma sequencial, ou em clusters 

(do inglês, agrupamentos), inclusive podendo estar sob comando de um único promotor226. 

De qualquer forma, baseado em sua organização genômica, os miRNAs podem ser 

classificados em intergênicos ou intragênicos. Os miRNAs intergênicos são transcritos a partir 

de genes autônomos, ou seja, que possuem regiões regulatórias específicas e que se localizam 

entre dois outros genes independentes conhecidos226, 235. Os miRNAs intragênicos podem ser 

subdivididos em intrônicos e exônicos. Os intrônicos estão localizados nos íntrons, possuindo 

ou não seus próprios promotores235. Por sua vez, os miRNAs exônicos se encontram 

sobrepostos à porção final de éxon e início de um íntron subsequente de um gene não-

codificante, não possuindo, portanto, promotores específicos235.  

 



26 
 

 

Figura 7 – Localização genômica dos microRNAs. Triângulo preto indica as regiões 

promotoras. Imagem adaptada de de Olena & Patton235. 

 

Grande parte dos genes que codificam miRNAs são transcritos pela RNA polimerase II, 

resultando na produção de longos transcritos primários denominados pri-miRNAs. Estes 

produtos transcritos são caracterizados por uma estrutura secundária constituída por um a 

vários miRNAs em forma de grampo (hairpin), cada um constituído por um tronco de fita dupla 

contendo aproximadamente 33 nts, um loop conectando as duas fitas que compõe o tronco e 

sequências flanqueadoras de fita única que, assim como os RNAm, contém um cap de 7 metil 

guanosina (7MG) na extremidade 5’ e uma cauda poliadenilada (poli-A) na extremidade 3’226, 

236. Em humanos, pri-miRNAs são ainda processados no núcleo da célula por um complexo 

proteico, denominado “Microprocessador”, formado principalmente pela ribonuclease 

(RNase) III Drosha associada ao seu cofator DGCR8 (DiGeorge Syndrome Critical Region 8)226, 

237. Este cofator, que reconhece RNAs de fita dupla, permite a ligação do Complexo 

Microprocessador à junção entre as sequências flanqueadoras e o loop do pri-miRNA, 
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promovendo a clivagem pri-miRNA pela Drosha e consequente liberação de um hairpin 

encurtado denominado miRNA precursor (pre-miRNA)226, 238, 239. A clivagem promovida pela 

Drosha é assimétrica devido a presença de dois domínios RNAse III na enzima, produzindo um 

pre-miRNA com duas bases não-complementares na extremidade 3’ e um grupo fosfato na 

extremidade 5’226. Além da via canônica, diversos pre-miRNAs também são produzidos por 

outra via alternativa associada ao mecanismo de splicing dos RNAm, denominada via 

mirtron226, 240, 241. Mirtrons são pequenos íntrons que possuem o potencial de formação de 

hairpins de pre-miRNAs, independente da ação da enzima Drosha, através da 

complementariedade entre as bases das sequências dos domínios 5’ e 3’ destes introns226, 240-

243. Embora não seja um mecanismo clássico e conservado, a via mirtron já foi evidenciada em 

mamíferos, tais como primatas e roedores240.  

Após a formação do pre-miRNA no núcleo da célula ocorre a exportação desta molécula 

para o citoplasma geralmente através da exportina-5 (Exp-5)226, 244. Ainda no núcleo da célula, 

a Exp-5 se liga à proteína RAN (ras related nuclear) associada a uma molécula de trifosfato de 

guanosina (guanosine triphosphate; GTP) e ao pre-miRNA, formando um complexo que 

interage com as nucleoporinas. Esta interação permite a exportação do pre-miRNA do núcleo 

para o citoplasma pelos poros nucleares226, 245, 246. O complexo Exp-5/RAN-GTP/pre-miRNA 

então é desfeito através da hidrólise da molécula de GTP associada à RNA em difosfato de 

guanosina (GDP) pela enzima RAN-GAP (GTPase activating protein), permitindo a liberação 

completa do pre-miRNA226. Uma vez no citoplasma, o pre-miRNA sofrerá uma clivagem 

enzimática pela RNase III Dicer. O mecanismo de clivagem do pre-miRNA dependente de Dicer 

ocorre através dos reconhecimentos da porção contendo as duas bases não-complementares 

da extremidade 3’ do pre-miRNA pelo domínio PAZ (Piwi/Argonauta/Zwille) e da estrutura 

dupla-fita do tronco do pre-miRNA pelo domínio de ligação a moléculas de dupla-fita do Dicer, 

permitindo o posicionamento dos domínios RNAse do Dicer e consequente clivagem do pre-

miRNA em um duplex de miRNA maduro (miRNA/miRNA*)226, 247, 248. 

 A formação do complexo de silenciamento induzido por RNA (RNA-induced silencing 

complex; RISC) corresponde à última etapa da biogênese dos miRNAs. Após a produção do 

duplex de miRNA, a Dicer é recrutada juntamente com a proteína AGO2 (Argonaute 2) pela 

TRBP (TAR RNA binding protein) para formarem o complexo de carregamento da RISC, 

denominado RLC (RISC loading complex)226, 249. Neste complexo de carregamento ocorre a 
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transferência do duplex miRNA/miRNA* para a AGO2, formando assim a miRISC (miRNA-

induced silencing complex). Há quatro tipos de proteínas argonautas em humanos que podem 

carregar miRNAs, mas apenas a AGO2 possui propriedade catalítica para clivagem de 

miRNAs226, 250, 251. Dessa forma, na miRISC ocorre a separação das fitas do duplex 

miRNA/miRNA*, sendo apenas a fita com a região 5’ menos estável selecionada226. Esta fita, 

denominada fita guia e propriamente o miRNA ativo, direciona a miRISC ao RNAm alvo, onde 

irá atuar na regulação da expressão gênica226. A Figura 8 mostra uma representação 

esquemática do processo de biogênese dos miRNAs descrito nesta subseção. 

 

 

Figura 8 – Biogênese dos microRNAs. A biogênese de miRNAs maduros consiste em um 

processo complexo que envolve diversas etapas sequenciais de processamento, que ocorre 

desde o núcleo até o citoplasma das células. Imagem adaptada de Ding e colaboradores252. 
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 Classicamente, o papel funcional dos miRNAs é identificar RNAm alvos com intuito de 

impedir a síntese de proteínas através de diversos mecanismos253, 254. A regulação pós-

transcricional da expressão gênica é iniciada pela interação e pelo pareamento da região seed 

do miRNA, pequena sequência de 6-8 nts localizada em sua extremidade 5’, com as bases 

contidas principalmente na região 3’ UTR do RNAm255, 256. Além de possuírem pequenas 

sequências seed, os miRNAs atuam sem a necessidade de pareamento completo com o seu 

alvo. Esta peculiaridade enfatiza o potencial regulatório destas pequenas moléculas uma vez 

que um único miRNA pode ser capaz de regular a expressão de vários RNAm alvos, bem como 

pode cooperar com outros miRNAs na regulação de um único alvo, influenciando, portanto, a 

sinalização de múltiplas vias257-259.  

Estudos recentes têm concedido uma nova perspectiva sobre a complexidade da 

regulação pós-transcricional mediada pelos miRNAs253, 254. Por exemplo, o grau de 

complementariedade entre o miRNA e o RNAm alvo já foi considerado um parâmetro 

definitivo para determinar o mecanismo de ação da miRISC, sendo o pareamento completo 

associado com a degradação do RNAm e o pareamento incompleto associado com a inibição 

do processo tradução236. No entanto, já foi evidenciado que interações parcialmente 

complementares também podem resultar na clivagem do transcrito alvo254, 260. Além disso, 

novos mecanismos regulatórios além da inibição da tradução e desestabilização do transcrito 

alvo têm sido descritos. Neste sentido, embora o papel canônico dos miRNAs envolva a 

regulação negativa da expressão gênica, alguns estudos demonstraram que estas moléculas 

também podem mediar o aumento da expressão de proteínas e transcritos254, 261-263. Por 

exemplo, Ørom, Nielsen e Lund (2008) demonstraram que o miR-10a, além de suprimir a 

expressão de outros genes, interagia com a 5’ UTR de RNAm de proteínas ribossomais para 

aumentar a eficiência da tradução262. Outro mecanismo inusitado foi evidenciado por Place e 

colaboradores (2008), onde o miR-373 induziam a expressão de E-caderina e CSDC2 (cold-

shock domain-containing protein C2) in vitro ao interagir com sítios específicos presentes nas 

regiões promotoras dos genes264. Mais recentemente, Zhang e colaboradores (2014) 

forneceram evidência adicional ao demonstrar que o let-7i e outros miRNAs presentes no 

núcleo das células induziam a promoção de transcrição ao interagirem com os motivos TATA-

BOX, sequências encontradas nas regiões promotoras dos genes em eucariotos263. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=%C3%98rom%20UA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18498749
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Ao final, estima-se que mais de 60% dos genes codificantes de proteínas possam ser 

regulados pelos miRNAs em mamíferos226, 265. Apesar dos mecanismos envolvidos nesta 

regulação ainda estejam sendo esclarecidos, evidências apontam que os miRNAs estão 

envolvidos em diversos processos biológicos essenciais, tais como o desenvolvimento, 

diferenciação, proliferação e apoptose226. Uma vez que estes processos estão muitas vezes 

desregulados em tumores, acredita-se que a desregulação da expressão dos miRNAs possa 

contribuir para o processo de carcinogênese226.      

 

1.3.3 Desregulação da expressão de microRNAs no câncer 

 Tendo em vista as propriedades regulatórias dos miRNAs, compreende-se que a 

expressão aberrante destas pequenas moléculas implica em consequências biológicas 

substanciais, inclusive contribuindo para o desenvolvimento e progressão de diversas 

patologias humanas, inclusive o câncer266-268. 

A desregulação da expressão de miRNAs em células tumorais se deve principalmente ao 

fato de que grande parte dos miRNAs estão localizados em sítios frágeis do genoma humano, 

que são regiões cromossômicas instáveis que são mais susceptíveis a alterações genômicas e 

estão frequentemente alterados em diversos tipos de tumores269. Outros fatores também 

estão envolvidos nesta desregulação, como alterações epigenéticas, a ativação ou inibição de 

fatores de transcrição e defeitos na maquinaria da biogênese dos miRNAs270-277. No entanto, 

o primeiro indício de envolvimento de miRNAs no câncer humano foi demonstrado por Calin 

e colaboradores (2002), que constataram que o miR-15a e o miR-16 eram codificados a partir 

de uma região cromossômica (13q14) frequentemente deletada na leucemia linfocítica 

crônica (LLC)278. Mais tarde, outros trabalhos confirmaram o envolvimento destes miRNAs na 

patogênese da doença in vitro e in vivo279-281. Deste então grande acúmulo de evidências 

sustentam a hipótese de que a desregulação da expressão de miRNAs favorece a 

carcinogênese ao modular a expressão de alvos que controlam processos associados com 

crescimento celular, diferenciação, motilidade, angiogênese e apoptose226, 259, 266, 282-284. Neste 

sentido, os miRNAs desempenham dois papeis funcionais: um papel com atividade 

oncogênica, regulando negativamente a expressão de genes supressores tumorais; bem o 

papel de atuar como supressores tumorais ao regular negativamente a expressão de 

oncogenes285-286. 
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1.3.4 MicroRNAs como biomarcadores no câncer de mama 

Devido ao melhor entendimento da biologia tumoral e à introdução de novas 

tecnologias moleculares que ocorreram nas últimas décadas, a pesquisa de biomarcadores 

potenciais para utilização na prática clínica tem sido bastante documentada287. Neste 

contexto, a identificação de perfis específicos de expressão gênica tem sido uma das 

abordagens estudadas para o diagnóstico precoce e diferencial de tumores, determinação 

prognóstica e mesmo para predição de resposta terapêutica19, 288. No entanto, estudos de 

expressão gênica geralmente são limitados uma vez que requerem a utilização de tecidos 

frescos ou congelados para obtenção de RNAm íntegros. Embora blocos de tecidos embebidos 

em formalina e fixados em formalina (fixed-formalin, embebbed paraffin – FFPE) sejam mais 

acessíveis especialmente para estudos retrospectivos, a sua utilização não é recomendada 

dado à extensiva degradação dos RNAm289. Levando em consideração os achados na literatura 

apontando a intrínseca associação dos miRNAs com a regulação pós-transcricional da 

expressão gênica, a expressão desregulada destas pequenas moléculas também tem sido 

avaliada no contexto da carcinogênese. Estudos que investigaram o perfil de expressão de 

miRNAs em uma ampla gama de tumores humanos constataram que os tecidos, de fato, 

possuem padrões de expressão de miRNAs característicos, denominados “assinaturas”290-292. 

Dessa forma, surgiu a hipótese de que estas assinaturas moleculares específicas poderiam ser 

utilizadas para fins diagnósticos293. Graças ao rápido advento de tecnologias que permitiram 

a detecção sensível e específica de miRNAs em vários tipos de amostras biológicas, os miRNAs 

têm sido apontados como potenciais biomarcadores em diversos tipos de tumores294. 

O primeiro estudo a evidenciar assinaturas de expressão de miRNAs no câncer de mama 

foi conduzido por Iorio e colaboradores em 2005, onde observaram 29 miRNAs 

diferencialmente expressos entre 76 tecidos tumorais e 10 tecidos normais da mama 

utilizando a tecnologia dos microarrays (do inglês, microarranjos). Dentre estes miRNAs 

desregulados, os autores destacaram que as expressões do miR-10b, do miR-125b e do miR-

145 estavam suprimidas nos tumores, enquanto o miR-21 e o miR-155 estavam 

superexpressos295. Posteriormente, Volinia e colaboradores (2006) determinaram um perfil 

de expressão de miRNAs para seis tipos de tumores sólidos, incluindo o câncer de mama, em 

uma casuística de 540 amostras296. Em estudo mais recente, Cuk e colaboradores propuseram 

4 miRNAs candidatos à detecção precoce do câncer de mama ao evidenciar sua desregulação 
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em plasma de pacientes com tumores de baixo estádio clínico quando comparado ao padrão 

de expressão apresentado no plasma de pacientes saudáveis297. Ao final, diversos estudos 

investigaram o papel dos miRNAs no diagnóstico do câncer de mama utilizando amplo 

espectro de amostras biológicas, inclusive minimamente invasivas298-300. Embora possam 

haver algumas inconsistências nos achados destes estudos, especialmente devido à aplicação 

de diferentes plataformas de detecção e ferramentas de análise, a expressão de alguns 

miRNAs em tumores da mama foram validados na maioria dos estudos, como a 

superexpressão do miR-155 e baixa expressão do miR-145 quando comparado aos controles, 

por exemplo301, 302.  

Considerando a elevada heterogeneidade do câncer de mama, alguns estudos também 

visaram associar assinaturas de expressão de miRNAs com características histopatológicas dos 

tumores. Por exemplo, Volinia e colaboradores determinaram uma assinatura para 

invasividade ao identificar 9 miRNAs diferencialmente expressos durante a transição de CDIS 

para CDI utilizando tecnologia de sequenciamento de pequenos RNAs303. Adicionalmente, 

Giricz e colaboradores evidenciaram a expressão desregulada de 6 miRNAs durante a 

progressão do CLIS para CLI304. Seguindo outra abordagem, Mattie e colaboradores 

evidenciaram miRNAs específicos que distinguiam status do RE e do HER2 em biópsias de 

tumores da mama305. Poucos anos mais tarde, Lowery e colaboradores identificaram 

assinaturas de expressão de miRNAs que prediziam o status do RE, do RP e do HER2 com 

elevada acurácia306. Não obstante, Blenkiron e colaboradores conduziram o primeiro estudo 

que identificou uma assinatura de expressão contendo 31 miRNAs capaz de discriminar os 

subtipos moleculares do câncer de mama307. Em breve meta-análise, van Schooneveld e 

colaboradores evidenciaram anos mais tarde achados com substancial consistência em 

estudos posteriores308-310. Em termos prognósticos, a identificação de assinaturas de 

expressão de miRNAs capazes de classificar os tumores da mama de acordo com 

características patológicas também poderia auxiliar na determinação de risco de progressão 

e direcionar estratégias terapêuticas. Neste contexto, grande acervo na literatura tem 

apontado o papel prognóstico e preditivo de resposta terapêutica dos miRNAs no câncer de 

mama294, 310-312. 

Dentre os diversos candidatos a marcadores moleculares, não apenas para o câncer de 

mama, mas para diversos tipos de tumores, os miRNAs têm sido considerados uma alternativa 
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vantajosa especialmente devido ao fato de serem moléculas altamente estáveis e resistentes 

à degradação, podendo ser detectados em diferentes tipos de amostras biológicas, como 

sangue, urina e em tecidos FFPE, cuja disponibilidade é abundante em bancos de arquivos de 

instituições de pesquisa biomédica298-300. No entanto, mesmo diante dos resultados 

promissores acerca o papel dos miRNAs como biomarcadores no câncer de mama esporádico, 

ainda há poucos estudos que investigaram esta aplicabilidade no câncer de mama hereditário 

até o presente momento. 

Diversos estudos reportaram que tumores da mama hereditários apresentam diferentes 

perfis de expressão gênica comparado aos tumores esporádicos313- 316. Em estudo conduzido 

no Brasil, Carraro e colaboradores investigaram o perfil genômico e transcricional de pacientes 

jovens com câncer de mama e evidenciaram genes diferencialmente expressos entre tumores 

positivos e negativos para mutações em BRCA1 e BRCA2, sugerindo processos biológicos 

distintos envolvidos no desenvolvimento destes tumores em relação aos casos de câncer de 

mama não-mutados316. Portanto, uma vez que a desregulação da expressão gênica em 

tumores hereditários associado aos genes BRCA1 e BRCA2 tem sido relatada na literatura, 

sugere-se que mecanismos moleculares envolvidos na regulação da expressão gênica também 

possam estar prejudicados e/ou desregulados. Uma das hipóteses é que isso também se deva 

à expressão aberrante de miRNAs. De fato, Tanic e colaboradores identificaram diferentes 

perfis de expressão de miRNAs entre tumores hereditários (BRCA1, BRCA2 e BRCAX) e tecidos 

normais da mama de mulheres saudáveis portadoras e não-portadoras de variantes 

patogênicas em BRCA1 ou BRCA2. Parte dos miRNAs diferencialmente expressos foram 

considerados específicos para o câncer de mama hereditário, isto é, que não foram 

evidenciados ou reportados na literatura em tumores esporádicos317. Anos mais tarde, Vos e 

colaboradores demonstraram que tumores da mama apresentam desregulação massiva da 

expressão de miRNAs em relação aos tecidos normais em portadoras de variantes patogênicas 

em BRCA1 e BRCA2. Interessantemente, tecidos normais de portadoras de mutações em 

BRCA1 também apresentaram alterações na expressão de miRNAs quando comparados aos 

tecidos normais de não-portadoras318. 

Com intuito de avaliar o papel dos miRNAs como biomarcadores no câncer de mama 

hereditário, Estal e colaboradores observaram perfis distintos de expressão de miRNAs entre 

quatro grupos de câncer: tumores de mama hereditários associados ao BRCA1, BRCA2 ou 
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BRCAX e tumores da mama esporádicos319. No entanto, os autores somente puderam validar, 

com acurácia limitada (70,1%), potenciais biomarcadores para discriminar tumores mutados 

(BRCA1/2) e não-mutados (BRCAX e tumores esporádicos)319. Resultados mais consistentes 

foram obtidos no ano seguinte por Tanic e colaboradores, onde foram evidenciadas 

assinaturas de expressão de miRNAs preditivas de mutações em BRCA1 ou BRCA2 em 

amostras de tecido tumoral parafinado com 92% de acurácia320. No entanto, principalmente 

devido à escassez de estudos, ainda não há consenso quanto ao papel dos miRNAs como 

biomarcadores no câncer de mama hereditário.  

Dadas às evidências obtidas no câncer de mama esporádico, acredita-se que os miRNAs 

poderiam se inserir como biomarcadores de mutações em tumores hereditários. 

Adicionalmente, considerando o potencial destas moléculas na regulação de diversos 

processos biológicos, a hipótese é de que o câncer de mama hereditário apresenta assinaturas 

específicas de expressão de miRNAs uma vez que o mesmo possui características clínicas e 

patológicas distintas dos tumores esporádicos. A identificação destes miRNAs forneceria 

melhor entendimento da carcinogênese do câncer de mama hereditário, inclusive abrindo 

espaço para o estudo de novos alvos terapêuticos.  
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2 JUSTIFICATIVA 

 

Compreende-se que os tumores da mama de portadores de mutações em BRCA1 e 

BRCA2 apresentam distintas características fenotípicas e perfis de expressão gênica em 

relação aos tumores não-mutados. Nesse sentido, tem sido sugerido que estas diferenças 

biológicas podem também ser influenciadas por alterações genômicas e epigenéticas que 

afetam os mecanismos envolvidos na regulação da expressão gênica. Levando em 

consideração que os miRNAs contribuem para a regulação da expressão gênica, e que vários 

estudos têm identificado diferentes padrões de expressão em tumores humanos, existe a 

hipótese que tumores hereditários associados a variantes patogênicas em BRCA1 e BRCA2 

podem apresentar níveis de expressão alterados de miRNAs. Contudo, ainda há poucos 

estudos que investigaram o perfil de expressão de miRNAs em tumores hereditários 

associados à síndrome HBOC. 

Tendo em vista que os miRNAs têm sido apontados como potenciais biomarcadores no 

câncer de mama esporádico, é possível que existam determinados miRNAs que apresentam 

níveis de expressão diferenciados em tumores de mama hereditários e que podem estar 

associados a presença ou ausência de mutações em BRCA1 e BRCA2. Portanto, a análise de 

expressão de miRNAs poderia ser utilizado para o propósito de classificação dos tumores 

hereditários, bem como para expandir o entendimento da biologia destes tumores. 

Esta tese foi proposta com intuito de caracterizar perfis de expressão de miRNAs de 

tumores da mama de mulheres brasileiras com história familiar sugestiva de síndrome HBOC 

e determinar potenciais biomarcadores capazes de classificar de forma acurada estes tumores 

hereditários. Uma vez identificados, estes biomarcadores ser utilizados para complementar 

os critérios atuais de seleção de pacientes que poderiam se beneficiar do teste genético para 

rastreamento de mutações em BRCA1 e BRCA2. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 

Identificar perfis de expressão do câncer de mama hereditário associados a variantes 

patogênicas nos genes BRCA1 e BRCA2 e avaliar o papel dos miRNAs diferencialmente 

expressos como potenciais biomarcadores. 

 

3.2 Objetivos específicos 

▪ Identificar e comparar os perfis de expressão diferencial de miRNAs em tumores da 

mama BRCA1, BRCA2 e BRCAX hereditários por meio do ensaio nCounter da NanoString e 

utilizando amostras FFPE; 

 

▪ Avaliar a performance diagnóstica dos miRNAs evidenciados como diferencialmente 

expressos em discriminar tumores hereditários da mama; 

 

▪ Identificar genes alvos putativos e vias biológicas reguladas por estes microRNAs que 

estejam associados ao processo de carcinogênese da mama através de análise bioinformática. 
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4 METODOLOGIA 

 

4.1 Delineamento do estudo 

 Trata-se de um estudo observacional retrospectivo envolvendo uma fase de 

exploratória para o rastreamento de microRNAs diferencialmente expressos em tumores da 

mama de pacientes portadores e não portadores de mutações patogênicas em BRCA1 e BRCA2 

a partir de amostras FFPE; e uma fase in silico para predição de genes alvos e vias biológicas 

potencialmente regulados por estes miRNAs. A Figura 9 apresenta um fluxograma 

sumarizando as etapas desenvolvidas durante o projeto.  

 

 

Figura 9 – Delineamento experimental. Todas as atividades estão descritas em detalhes nas 

próximas subseções da Metodologia. WT: wild-type. 
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4.2. População de estudo 

 

4.2.1  Descrição da casuística e critérios de elegibilidade 

 A população de estudo foi composta por uma amostragem de conveniência 

compreendendo o total de 74 pacientes do sexo feminino, maiores de 18 anos de idade, não-

relacionadas e admitidas no Hospital de Amor entre 2003 e 2017. Esta casuística consistiu de 

66 pacientes que foram diagnosticadas com câncer de mama d e 8 pacientes saudáveis, isto 

é, que não apresentavam história pessoal de câncer. Os casos selecionados foram classificados 

da seguinte forma: 

 

▪ 15 pacientes com história pessoal de câncer de mama e história familiar positiva de câncer 

de mama e/ou ovário, portadoras de mutações germinativas patogênicas confirmadas em 

BRCA1; 

 

▪ 14 pacientes com história pessoal de câncer de mama e história familiar positiva de câncer 

de mama e/ou ovário, portadoras de mutações germinativas patogênicas confirmadas em 

BRCA2; 

 

▪ 14 pacientes com história pessoal de câncer de mama e história familiar positiva de câncer 

de mama e/ou ovário, não-portadoras de mutações germinativas patogênicas confirmadas 

em BRCA1, BRCA2 ou em outros genes de alto risco conhecidos (TP53 e PTEN); 

 

▪ 23 pacientes com história pessoal positiva de câncer de mama e história familiar negativa de 

câncer de mama e/ou ovário; 

 

▪ 5 pacientes saudáveis com história familiar positiva de câncer de mama e/ou ovário, 

portadoras de mutações germinativas patogênicas confirmadas em BRCA1 (n = 3) ou BRCA2 

(n = 2) e que foram submetidas à mastectomia profilática; 

 

▪ 3 pacientes saudáveis com história familiar negativa de câncer de mama e/ou ovário e que 

foram submetidas à biópsia cirúrgica ou de fragmento de agulha da mama após receber 

resultados suspeitos de malignidade ao exame da mamografia (BI-RADS® 4). 
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O levantamento dos casos de câncer de mama hereditário associados a variantes 

patogênicas em BRCA1 e BRCA2 foi realizado a partir da casuística de 51 pacientes utilizada 

na dissertação de Mestrado da aluna Gabriela Carvalho Fernandes, que desenvolveu um 

estudo de caracterização clinicopatológica dos tumores da mama hereditários321. Quanto ao 

levantamento dos casos de câncer de mama hereditário sem mutações identificadas em 

BRCA1, BRCA2 e em outros genes de alto risco (portanto designados como BRCAX), foi 

realizado a partir de um banco de dados gentilmente cedido pela Dra. Edenir Inêz Palmero, 

responsável pelo setor de Oncogenética do Centro de Diagnóstico Molecular do Hospital de 

Amor e colaboradora do projeto. A Figura 10 apresenta o fluxograma de seleção das pacientes 

com câncer hereditário. Todas as pacientes pertencentes a famílias de alto risco para a 

síndrome HBOC e incluídas no presente estudo foram encaminhadas para o teste genético 

pelo Departamento de Oncogenética do Hospital de Amor após preencherem critérios clínicos 

para história pessoal e/ou familiar de HBOC definidos pela NCCN102. As variantes patogênicas 

foram rastreadas através do sequenciamento gênico e/ou por MPLA no Centro de Diagnóstico 

Molecular da mesma instituição. Todas as informações relacionadas ao aconselhamento, 

teste genético e manejo das famílias sob alto risco de câncer hereditário no Hospital de Amor 

estão descritas em detalhes em um artigo redigido pelos membros do Departamento de 

Oncogenética322. 

 

 

Figura 10 – Fluxograma do processo de seleção de pacientes com câncer hereditário. 

 

A seleção dos 23 casos de câncer de mama esporádico foi feita de forma sorteada a 

partir de uma extensa lista, fornecida pelo Departamento de Registro Hospitalar de Câncer, 

de pacientes do sexo feminino com câncer de mama invasivo (n = 4184), que foram atendidas 

e tratadas no Hospital de Amor entre 2009 e 2015. Na ocasião do diagnóstico, estas pacientes 
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não foram encaminhadas ao Departamento de Oncogenética por não apresentarem aspectos 

clínicos sugestivos de síndrome de predisposição genética ao câncer. Portanto, elas não foram 

elegíveis para a realização do teste genético para pesquisa de variantes em BRCA1 e BRCA2. A 

fim de garantir que estas pacientes possuíam baixo ou nenhum risco para mutações em ambos 

os genes, foram incluídas apenas aquelas que obtiveram scores <10% de acordo com os 

sistemas de predição Manchester, Myriad e Penn II201, 202, 323.  

As cinco pacientes saudáveis portadoras de mutações germinativas e patogênicas em 

BRCA1 ou BRCA2 foram selecionadas de forma aleatória a partir de uma lista de pacientes 

submetidas à mastectomia profilática entre 2012 e 2014, fornecida pelo Departamento de 

Mastologia e Reconstrução Mamária do Hospital de Amor. Estas pacientes haviam sido 

encaminhadas ao Departamento de Oncogenética após uma variante germinativa patogênica 

ter sido identificada em suas respectivas famílias e, portanto, foram convidadas a realizarem 

o teste genético preditivo para a mutação determinada. Quanto às três pacientes saudáveis 

sem história familiar sugestiva de síndrome de predisposição ao câncer hereditário, as 

mesmas foram selecionadas de forma aleatória a partir de listas de agendamento para 

biópsias cirúrgicas, fornecidas pelo Centro Cirúrgico de Pequenas Cirurgias do Hospital de 

Amor. Com o propósito de assegurar que estes casos fossem constituídos por mulheres com 

baixo risco para o desenvolvimento de câncer de mama, foram somente incluídas pacientes 

com scores de risco inferiores a 1.66% de acordo com o modelo de Gail e cujas biópsias não 

apresentaram lesões proliferativas e/ou atípicas. 

 Para o propósito do estudo, foram excluídos aqueles que apresentaram: (i) ausência do 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, ou quando o mesmo não estava devidamente 

datado e assinado; (ii) dados que indicavam tratamento prévio em outra instituição; (iii) 

ausência de dados associados ao diagnóstico, tratamento e/ou seguimento das pacientes; (iv) 

ausência de material parafinado suficiente para posterior análise molecular; (v) má qualidade 

do material obtido pós-extração do RNA total.  

 

4.2.2 Coleta de dados clínicos e patológicos 

Após a seleção dos casos e a distribuição das pacientes de acordo com grupos amostrais 

determinados, foram solicitados os respectivos prontuários médicos das pacientes junto ao 

Serviço de Arquivo Médico e Estatística (SAME) do Hospital de Amor para coleta de dados 

clínicos e patológicos. A revisão dos prontuários foi realizada seguindo protocolos 
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padronizados e previamente elaborados pelo Dr. René Aloisio da Costa Vieira, médico 

mastologista colaborador deste estudo. Nestes protocolos constam informações consideradas 

relevantes para o diagnóstico da paciente acometida pelo câncer de mama, bem como 

aspectos referentes às características clínicas e patológicas do tumor, ao tratamento e ao 

seguimento clínico da paciente (Anexo A).  

Durante a revisão dos prontuários, os tumores da mama das pacientes incluídas no 

estudo foram classificados de acordo com o grau histológico, estadiamento tumoral e subtipo 

molecular. O grau histológico tumoral foi avaliado pelo sistema modificado de Scarff-Bloom-

Richardson (SBR)324. Estadiamento tumoral foi realizado de acordo com sistema TNM 

proposto pela 7ª edição do American Joint Committee on Cancer (AJCC)325. A classificação em 

subtipo moleculares (luminal A; luminal B HER2-; luminal B HER2+; HER2+ e triplo negativo) 

foi realizado de acordo com o 13th St Gallen International Expert Consensus326 (Tabela 6).  

 

Tabela 6 – Classificação dos subtipos moleculares de acordo com a expressão de marcadores 

moleculares. 

Subtipo molecular 
  

RE*  RP* 
 Amplificação de 

HER2† 

 
Ki67‡ 

    

Luminal A   Positivo  Positivo  Negativo  Baixa expressão 

Luminal B HER2-   Positivo  Qualquer  Negativo  Alta expressão 

Luminal B HER2+   Positivo  Qualquer  Positivo  Qualquer 

HER2+   Negativo  Negativo  Positivo  Qualquer 

Triplo negativo   Negativo  Negativo  Negativo  Qualquer 

*: Cutoff de positividade (IHQ): >1% das células tumorais reativas. 

†: Cutoff de amplificação: IHQ score +3; ou razão de FISH ≥2.0. 

‡: Cutoff de expressão aumentada (IHQ): índice igual ou superior a 14%. 

RE: receptor de estrogênio; RP: receptor de progesterona; HER2: human epidermal growth factor 

receptor 2; IHQ: imuno-histoquímica; FISH: fluorescence in situ hybridization. 

A avaliação dos marcadores imunohistoquímicos e genômicos tem sido realizada rotina prática do 

Departamento de Patologia do Hospital de Amor para a avaliação clínica do câncer de mama de 

acordo com as diretrizes atuais327-329. 
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Ao final, os protocolos preenchidos foram numerados, a fim de manter em sigilo a 

identidade pessoal das pacientes, e em seguida armazenados em caixa-arquivo localizado no 

Centro de Pesquisa em Oncologia Molecular (CPOM) do Hospital de Amor.  Os dados coletados 

foram inseridos no software RedCap para manejo de banco de dados. 

 

4.3 Amostras teciduais 

 Para a obtenção das amostras teciduais foram solicitados blocos de parafina contendo 

tecido normal ou tumoral das pacientes incluídas no estudo junto ao Departamento de 

Anatomia Patológica do Hospital de Amor, bem como as lâminas coradas em hematoxilina-

eosina (HE) correspondentes de cada bloco. Nas ocasiões em que as lâminas estivessem 

ausentes ou inadequadas para avaliação e identificação da área de tecido normal ou tumoral, 

novas lâminas foram confeccionadas e coradas em HE.  

Com intuito de confirmar o diagnóstico de câncer de mama, bem como garantir a 

normalidade dos tecidos das pacientes saudáveis, todas as lâminas foram previamente 

submetidas à revisão cega (blind review) pelo Dr. Lucas Faria Abrahao Machado e pela Dra. 

Iara Viana Vidigal Santana, médicos patologistas vinculados ao Departamento de Patologia da 

instituição e colaboradores do estudo. Os blocos FFPE das respectivas lâminas selecionadas 

foram previamente avaliados quanto à integridade e qualidade do material. Na ocasião, foram 

realizadas as identificações das áreas normais ou tumorais (>60% de células tumorais) 

representativas por marcação direta nas lâminas coradas em HE e nos blocos FFPE 

selecionados. Para obtenção do material biológico, os blocos selecionados foram submetidos 

a microdissecções sequenciais, sendo obtidas 5 lâminas contendo 2 cortes histológicos de 10 

m de espessura para cada caso/bloco. As lâminas contendo as microdissecções foram então 

sobrepostas às suas correspondentes lâminas coradas em HE com áreas previamente 

marcadas. Dessa forma, as áreas de tecido tumoral foram sobremarcadas diretamente nas 

lâminas contendo as microdissecções e dissecadas manualmente com agulhas descartáveis 

estéreis e transferidas para tubos previamente autoclavados e identificados.  

 

4.4 Extração e quantificação do RNA total 

A etapa de extração do RNA total das amostras teciduais foi precedida por tratamento 

com o Deparaffinization Solution (QIAGEN, Hilden, Alemanha). Após o processo de 

desparafinização, a extração do RNA total foi realizada no sistema automatizado 
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QIASymphony SP (QIAGEN, Hilden, Alemanha), utilizando o QIASymphony RNA kit, conforme 

protocolo do fabricante (protocolo RNA_130_FFPE). Cada amostra foi submetida à 

determinação da qualidade (pureza) e concentração utilizando o espectrofotômero NanoDrop 

2000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) seguindo protocolo do fabricante. Ao 

final, as amostras obtidas após extração foram armazenadas em freezer à -80oC até o 

momento da análise molecular. 

 

4.5 Análise da expressão de microRNAs  

 

4.5.1 Ensaio nCounter da NanoString 

 Para análise dos perfis de expressão dos miRNAs, foi utilizado o painel nCounter® miRNA 

Expression Assays (NanoString Technologies, Seattle, WA, EUA), seguindo protocolo do 

fabricante. A tecnologia nCounter desenvolvida pela NanoString envolve a detecção digital de 

miRNAs através de contagens diretas e absolutas de barcordes.  

Inicialmente, 100 ng/L do RNA total das amostras foi submetido um tratamento prévio 

de preparação que envolveu etapas de anelamento e ligação de tags (do inglês, marcações) 

específicas para seus miRNAs alvos utilizando sequências bridge (do inglês, ponte), seguida de 

uma etapa de purificação para remoção de tags que não se ligaram. Após a preparação das 

amostras, estas foram hibridizadas com pares de probes (do inglês, sondas) de captura 

marcadas com biotina e probes reporters codificadas com combinações de quatro cores em 

seis posições (color-code). Este sistema barcode (do inglês, código de barras) garante a 

identificação multiplex específica de até 796 miRNAs-alvos previamente descritos na 

literatura e envolvidos na regulação de diversas patologias, inclusive no desenvolvimento e 

progressão do câncer (https://www.nanostring.com/download_file/view/301/3824). As 

etapas de preparação e hibridização demandaram a utilização do Veriti 96 Well Thermal Cycler 

(Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) para garantir o controle das temperaturas 

necessárias para as reações enzimáticas. 

As últimas etapas do ensaio consistiram em processos automatizados. Após a 

hibridização dos pares de probes, as amostras passaram por um processo de lavagem para 

remoção das probes que não hibridizaram utilizando beads magnéticas complementares às 

probes no equipamento nCounter Prep Station (NanoString Technologies, Seattle, WA, EUA). 

Depois deste processo de purificação, as amostras foram eluídas e imobilizadas em cartuchos 

https://www.nanostring.com/download_file/view/301/3824
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cobertos com streptavidina através da ligação entre a biotina presentes nas probes de captura 

e a streptavidina presente nos cartuchos. Ao final, os cartuchos foram transferidos para o 

equipamento nCounter Digital Analyzer (NanoString Technologies, Seattle, WA, EUA) para 

captação dos sinais de fluorescência emitidos pelos barcodes e consequente detecção dos 

alvos.  

 

4.5.2 Controle de qualidade 

Os dados gerados pelo ensaio nCounter foram obtidos utilizando o nSolverAnalysis 

Software v2.6® (NanoString Technologies, Seattle, WA, EUA), um programa integrado de 

análise para armazenamento e controle de qualidade. Primeiro, a performance geral do 

ensaio é avaliada por meio da análise da qualidade da captação das imagens digitalizadas e 

densidade de ligação. Depois, o desempenho dos controles positivos é avaliado por meio dos 

parâmetros de lineariedade dos controles positivos e de limite de detecção. Por fim, é feita 

uma avaliação geral dos dados em busca de possíveis flags: amostras que apresentaram baixa 

eficiência no ensaio. A seguir tem-se a descrição de cada uma destas etapas de acordo com o 

guideline fornecido pela NanoString330: 

 

Captação das imagens: Durante a detecção dos barcodes no sistema nCounter, cada 

lane/amostra é digitalizada e dividida em centenas de seções de imagens, denominas campos 

de visão (do inglês field of views – FOVs). O sistema quantifica o número de barcodes presentes 

em cada FOV separadamente e em seguida soma os valores obtidos para cada lane para definir 

a contagem final de cada um barcodes por amostra. Para avaliação da qualidade da captação 

das imagens, o sistema reporta a porcentagem de FOVs digitalizadas com sucesso: 

recomenda-se que ≥75% dos FOVs tenham sido captados. 

 

Densidade de ligação: Durante a detecção dos barcodes no sistema nCounter, o sistema 

pode digitalizar imagens contendo barcodes sobrepostos na superfície do cartucho, o que 

pode prejudicar a contagem específica dos mesmos, causando saturação da imagem e 

consequente perda de dados. Para determinar o nível de saturação, o sistema calcula a 

densidade de ligação para determinar se as imagens captadas foram comprometidas. Altos 

valores de densidade (>2.25) indicam números consideráveis de barcodes sobrepostos, o que 

afeta a quantificação e linearieadade do ensaio.  
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Lineariedade dos controles positivos: Os controles positivos presentes no ensaio são 

quantificados para avaliação da eficiência das reações de hibridização. Estes controles 

apresentam concentrações que variam de maneira linear, permitindo que o sistema verifique 

a linearidade dos controles positivos (POS_A a POS_F) por meio da análise de regressão linear 

da contagem dos controles positivos. Valores de R2 devem ser maiores de 0.95. 

 

Limite de detecção: O input padrão de RNA total (100 ng) no ensaio corresponderia a 

aproximadamente ao conteúdo de RNA em 10.000 células (assumindo que cada célula contém 

10 picogramas de RNA total). O sistema nCounter é capaz de detectar pelo menos 1 cópia de 

um transcrito por célula, isto é, 10.000 transcritos totais por ensaio. Portanto, a avaliação do 

limite de detecção é determinada pela capacidade de quantificação do controle positivo 

POS_E, cuja concentração corresponde a aproximadamente 10.000 cópias. Para avaliar se o 

POS_E é detectável, sua contagem é comparada à contagem de controles negativos, que 

foram desenvolvidos para não hibridizarem com nenhum alvo presente nas amostras. As 

contagens do POS_E devem ser maiores que duas vezes o desvio padrão acima da média dos 

controles negativos. 

 

Busca por flags: Mesmo após a aplicação das etapas supracitadas, podem haver 

amostras que não passem pelo controle de qualidade. Estas amostras são marcadas como 

flags pelo sistema, que remete uma baixa eficiência potencial do ensaio. Dessa forma, é 

preciso verificar as possíveis causa e determinar se será necessário descartar os dados das 

amostras.  

 

Ao final, todas as amostras utilizadas no presente estudo passaram pelo controle de 

qualidade e os dados brutos fornecidos pelo programa, isto é, as contagens absolutas dos 

miRNAs analisados em cada experimento, foram importados no ambiente estatístico R (R-

project v3.2.1; The R Foundation, Viena, Áustria) para o seguimento do processamento dos 

dados. 

 

4.5.3 Normalização dos dados 

Embora a plataforma NanoString seja considerada promissora, especialmente quando 

comparada a outras técnicas baseadas em hibridização (microarranjos) e em amplificação 
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(reação em cadeia da polimerase (polymerase chain reaction; PCR)), trata-se de uma 

tecnologia relativamente nova que ainda requer a definição de abordagens padronizadas para 

o processamento e análise dos dados. Para o processamento dos dados brutos obtidos no 

presente estudo foi utilizado o pacote do R “NanoStringNorm” (v. 1. 1. 21), que foi 

desenvolvido com intuito de implementar métodos que permitiriam uma análise reprodutível 

e robusta de dados obtidos a partir da plataforma NanoString331. 

Logo após os dados serem submetidos ao método de probe-level background correction, 

os mesmos foram submetidos a um conjunto de etapas de normalização para correção de 

variações técnicas e biológicas entre as amostras e na eficiência dos ensaios. Foram utilizados 

os seguintes parâmetros: code-count normalization, por meio da média geométrica da 

contagem dos controles positivos; e conteúdo da amostra (sample content), por meio dos top 

10 menores coeficientes de variação (low coefficient value – CV). Ao final, os dados 

normalizados foram transformados considerando log2, e então utilizados como input para 

análises posteriores. 

 

4.5.4 Análise de expressão diferencial e de acurácia 

A análise estatística de expressão diferencial no ambiente R foi realizado utilizando o 

pacote limma (linear models for microarray data) do Bioconductor, considerando valores de 

p < 0.05 e fold changes ≥ |2.0| entre os grupos avaliados. Os heatmaps apresentando os perfis 

de expressão dos miRNAs foram gerados utilizando o pacote ComplexHeatmaps. 

Para avaliação da performance dos miRNAs diferencialmente expressos discriminar os 

grupos analisados, a performance foi estimada baseada em valores de área sob a curva ROC 

(receiver-operating characteristic) obtidos através do pacote ROCR.  

 

4.6 Predição de alvos de microRNAs 

A fim de avaliar o papel biológico dos miRNAs apontados como potenciais 

biomarcadores na etapa anterior, inicialmente foi aplicada análise de bioinformática para 

predição de alvos destes miRNAs utilizando o programa gratuito e disponível online miRDIP 

(http://ophid.utoronto.ca/mirDIP/), focando somente nos Top 1% genes alvos preditos (score 

class very high). Este programa integra dezenas de ferramentas de predição de alvos de 

miRNAs, cada qual utilizando um determinado algoritmo, aumentando assim a acurácia da 

predição332. Das listas de genes geradas, foram selecionados alvos preditos por pelo menos 

http://ophid.utoronto.ca/mirDIP/
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três dos seguintes algoritmos de predição: DIANA, microrna.org, RNA22, RNAHybrid e 

TargetScan.  

Subsequentemente, considerando o mecanismo pelo qual os miRNAs regulam a 

expressão de seus genes alvos e o consequente impacto na carcinogênese e progressão 

tumoral, foram apenas selecionados genes anteriormentes descritos como supressores 

tumorais ou oncogenes de acordo com o Católogo de Mutações Somáticas em Câncer (do 

inglês: Catalogue of Somatic Mutations in Cancer, COSMIC). As listas obtidas após a aplicação 

de todos os filtros descritos foram usadas como dados de input para análises posteriores no 

Cytoscape (v. 3.6.1), um software gratuito para integração, visualização e análise de redes 

regulatórias333. 

 

4.7 Enriquecimento de vias biológicas 

 A fim de avaliar se os miRNAs evidenciados cooperariam entre si para afetar processos 

e vias biológicas associados ao câncer de mama, foram realizados análises de enriquecimento 

de vias utilizando o ReactomeFIViz (v. 7.0.1), um plugin do Cytoscape que fornece redes de 

interações regulatórias e vias biológicas curadas e derivadas do Reactome e outros banco de 

dados334. Para este fim, somente genes associados ao carcinoma mamário (breast carcinoma) 

de acordo com o Cancer Gene Index Annotations (fornecido pelo National Cancer Institute, 

NCI) foram selecionados para as análises através da função Load Cancer Index disponível no 

ReactomeFIViz. Com o propósito de aumentar a acurácia da análise, somente foram 

consideradas: (i) vias biológicas com valores de FDR ≤ 0.001; e (ii) vias biológicas com pelo 

menos três genes envolvidos. 

 

4.8 Análise estatística 

 Dados clínicos e patológicos da população de estudo foram representados por 

frequências e porcentagens para variáveis qualitativas, e por valores médios ± desvio padrão 

(DP) para variáveis contínuas. O teste de Qui-quadrado foi utilizado para comparação dos 

dados categóricos entre os grupos. Na avaliação de variáveis contínuas, cujas distribuições de 

normalidade foram confirmadas através do Teste Shapiro-Wilk, utilizou-se o Test T de Student 

para comparação dos valores médios. A significância estatística foi baseada em p valor <0.05. 

As análises estatísticas foram realizadas no software SPSS Statistics for Windows, v. 20.0 (IBM, 



48 
 

Armonk, Nova Iorque, EUA) e gráficos das curvas ROC foram construídos usando o GraphPad 

Prism, v. 7.00 (San Diego, CA, EUA).  

 

4.9 Aspectos éticos 

 Esse estudo foi submetido ao Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital de Câncer de 

Barretos / Fundação Pio XII, SP, Brasil (CEP) e se encontra aprovado (CEP processo: 950/2015; 

Anexo B). Não foi necessário a aquisição do termo de consentimento informado específico do 

projeto, pois o estudo foi realizado a partir de casos selecionados obtidos do arquivo de 

anatomia patológica do Departamento de Patologia do Hospital de Amor, não envolvendo 

experimentação ou entrevista com as pacientes. Os pesquisadores garantem sigilo de todas 

as pacientes, não divulgando publicamente o nome ou qualquer outra informação que possa 

identificar as mulheres envolvidas neste estudo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



49 
 

5 RESULTADOS 

 

5.1 Caracterização clinicopatológica da população de estudo 

 Para a análise global de expressão miRNAs, foram incluídas 43 pacientes diagnosticadas 

com câncer de mama hereditário, 23 com câncer esporádico e 8 pacientes saudáveis 

portadoras e não-portadoras de variantes patogênicas nos genes BRCA1 ou BRCA2.  A Tabela 

7 apresenta a descrição dos dados clinicopatológicos desta população de estudo. 

 

Tabela 7 – Características clinicopatológicas das pacientes incluídas no estudo. 

Características 
Hereditário  Esporádico  Tecidos normais 

BRCA1 BRCA2 BRCAX  n = 23  BRCA1/2 WT 

n = 15 n = 14 n = 14   n = 5 n = 3 

Clínica         

Idade ao diagnóstico               

    Média (DP) 43.73 (8.30) 44.57 (11.18) 41.78 (12.14)  48.73 (10.45)  41.80 (5.89) 58.00 (9.16) 

    Variação 29 - 59 26 - 67 25 - 66  30 - 77  35 - 51 50 - 68 

Patológicas*, n (%)         

Grau (SBR)           − − 

....1 1 (6,7) 0 1 (7.1)  0      

....2 4 (26.7) 5 (35.7) 6 (42.9)  3 (13)      

....3 10 (66.7) 9 (64.3) 7 (50)  20 (87)      

RE           − − 

    Negativo 12 (80) 4 (28.6) 5 (35.7)  17 (73.9)      

    Positivo 3 (20) 10 (71.4) 9 (64.3)  6 (26.1)      

RP           − − 

    Negativo 11 (73.3) 6 (42.9) 7 (50)  19 (82,6)      

    Positivo 4 (26.7) 8 (57.1) 7 (50)  4 (17.4)      

Amplificação de HER2           − − 

    Negativo 14 (93.3) 12 (85.7) 11 (78.6)  19 (82,6)      

    Positivo 1 (6.7) 2 (14.3) 3 (21.4)  4 (17.4)      

Subtipo molecular           − − 

    Luminal† 4 (26.7) 11 (78.6) 9 (64.3)  6 (26.1)      

    HER2+ 0 0 2 (14.3)  1 (4.3)      

    Triple-negativo 11 (73.3) 3 (21.4) 4 (21.4)  16 (69.6)      

TNM           − − 

    I 2 (13.3) 0 3 (21.4)  1 (4.3)      

    II 9 (60) 4 (28.6) 9 (64.3)  11 (47.8)      

    III 3 (20) 8 (57.1) 1 (7.1)  10 (43.5)      

    IV 1 (6.7) 2 (14.3) 1 (7.1)  1 (4.3)      

 *: Somente para tumores da mama. 

  

  

  

  

  

† Variável compreendendo os subtipos moleculares luminal A, luminal B HER2- e luminal HER2+.  

WT, wild-type; DP, desvio padrão; SBR, Scarff-Bloom-Richardson; RE, receptor de estrogênio; RP, receptor de progesterona; 

HER2, human epidermal growth factor receptor 2. 
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A idade média ao diagnóstico da população de estudo foi de 45.52 (DP: 10.63), variando 

entre 25 e 77 anos (dados não apontados na Tabela 7). A idade média pouco variou entre as 

pacientes com câncer de mama hereditário e esporádico, que apresentaram valores médios 

entre 41.78 (DP: 8.30) e 48.73 (10.45). Quando foi observado que uma paciente com câncer 

esporádico incluída no estudo possuía idade ao diagnóstico inferior a 35 anos, foi solicitado 

ao Departamento de Diagnóstico Molecular o rastreamento de variantes em BRCA1, BRCA2 e 

outros genes de alto risco desta paciente a partir de amostras de sangue disponíveis no 

Biobanco da instituição. Foi constatado que esta paciente não possuía variantes patogênicas 

em ambos os genes de acordo com o ClinVar (ANEXO C), eliminando, portanto, o viés de 

inclusão de um caso falso-negativo. Quanto às pacientes saudáveis, as portadoras de 

mutações em BRCA1 ou BRCA2 apresentaram idade média inferior quando comparadas às 

não-portadoras (41.80 e 58 anos, respectivamente).  

Em relação às características patológicas dos tumores, a casuística compreendeu, em 

sua maioria, tumores com grau histológico 3, ausência de amplificação do HER2 e 

estadiamento clínicos II e III. No entanto, foi observada maior prevalência de casos com 

receptores hormonais (RE e RP) negativos, bem como o subtipo molecular triplo-negativo, 

entre tumores com variantes patogênicas em BRCA1 (80% e 73.3%, respectivamente) e 

esporádicos (73.9% e 69.7%, respectivamente). Por outro lado, os tumores BRCA2 e BRCAX 

foram majoritariamente representados pela positividade dos receptores hormonais e dos 

subtipos luminais. 

 

5.2 Determinação de assinaturas de expressão de microRNAs  

 

5.2.1 Perfis de expressão diferencial entre tumores esporádicos e tecidos normais 

Com intuito de estabelecer assinaturas de expressão de miRNAs específicas para o 

câncer de mama hereditário, o primeiro passo foi a identificação de miRNAs diferencialmente 

expressos em amostras de tumores da mama esporádicos (n = 23) em relação aos tecidos 

normais da mama (n = 8) pelo ensaio nCounter. Foram identificados 48 miRNAs com 

expressões aumentadas (miR-610; miR-429; miR-202-3p; miR-593-3p; miR-4488; miR-575; 

miR-4516; miR-663a; miR-326; miR-652-3p; miR-664b-3p; miR-539-3p; miR-365b-5p; miR-

1469; miR-219a-1-3p; miR-545-3p; miR-125a-3p; miR-99b-5p; miR-1180-3p; miR-331-3p; miR-

193a-3p; miR-551a; miR-539-5p; miR-128-1-5p; miR-874-5p; miR-24-3p; miR-450a-1-3p; miR-
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615-5p; miR-487b-3p; miR-627-3p; miR-137; miR-887-5p; miR-934; miR-5001-3p; miR-379-5p; 

miR-485-3p; miR-513a-3p; miR-362-3p; miR-487b-5p; miR-2053; miR-1260b; miR-3150b-3p; 

miR-3179; miR-3202; miR-4284; miR-4792; miR-606; miR-337-5p), e 1 miRNA com expressão 

reduzida nos tumores esporádicos (miR-145-5p). A Figura 11 apresenta o gráfico de cores 

(heatmap) gerado após o agrupamento supervisionado destes miRNAs diferencialmente 

expressos.  

 

 

Figura 11 – Heat map do agrupamento supervisionado dos miRNAs diferencialmente 

expressos entre tumores esporádicos e tecidos normais da mama. Cada coluna indica uma 

amostra e cada linha, um miRNA. Cor vermelha indica expressão aumentada e verde, 

expressão reduzida. WT: wild-type (remete à ausência de variantes patogênicas em BRCA1 e 

BRCA2). Normal_BRCA: presença de variantes patogênicas em BRCA1 ou BRCA2. 

 

5.2.2 Perfis de expressão diferencial entre tumores hereditários e tecidos normais 

O próximo passo foi identificar miRNAs diferencialmente expressos em amostras de 

tumores hereditários (n = 43) em relação aos tecidos normais da mama (n = 8). Foram 

identificados 28 miRNAs com expressões significativamente aumentadas nos tumores 

hereditários (miR-135b-5p; miR-4454 + miR-7975; miR-539-5p; miR-196a-5p; miR-141-3p; 

miR-200b-3p; miR-200c-3p; miR-342-3p; miR-99b-5p; miR-125a-5p; miR-191-5p; miR-181a-

5p; miR-20a-5p + miR-20b-5p; miR-22-3p; miR-24-3p; miR-25-3p; miR-93-5p; miR-15b-5p; let-
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7d-5p; miR-19b-3p; miR-106a-5p + miR-17-5p; miR-29b-3p; miR-106b-5p; miR-142-3p; miR-

32-5p; miR-21-5p; miR-15a-5p; and miR-16-5p), mas nenhum miRNA com expressão reduzida. 

Como apresentado no heatmap gerado a partir da análise de agrupamento 

supervisionado (Figura 12), foi possível observar perfis de expressão distintos entre os grupos 

analisados, onde o grupo de tumores hereditários apresentaram majoritariamente uma 

assinatura molecular de miRNAs com expressão aumentada. Interessantemente, também foi 

observado que as amostras de tecidos normais de portadoras de variantes patogênicas em 

BRCA1 e BRCA2, em relação aos demais tecidos normais da mama de pacientes não-

portadoras, apresentaram expressão aberrante para alguns miRNAs específicos, sugerindo 

possíveis diferenças biológicas entre estes tecidos. 

 

 

Figura 12 – Heat map do agrupamento supervisionado dos miRNAs diferencialmente 

expressos entre tumores hereditários e tecidos normais da mama. Cada coluna indica uma 

amostra e cada linha, um miRNA. Cor vermelha indica expressão aumentada e verde, 

expressão reduzida. WT: wild-type (remete à ausência de variantes patogênicas em BRCA1 e 

BRCA2). Normal_BRCA: presença de variantes patogênicas em BRCA1 ou BRCA2. TH: tumores 

hereditários. 

 

5.2.3 Identificação de microRNAs comuns e específicos entre tumores hereditários e 

esporádicos. 

Com o propósito de evidenciar miRNAs envolvidos especificamente no contexto do 

câncer de mama hereditário, foi construído um diagrama de Venn para auxiliar na 

identificação de miRNAs diferencialmente expressos que fossem exclusivos e compartilhados 
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entre os tumores da mama hereditários e esporádicos quando comparados aos tecidos 

normais (Figura 13). Foram identificados o total de 3 miRNAs (miR-99b-5p; miR-539-5p; e miR-

24-3p) comumente desregulados entre os grupos avaliados. Além disso, foram identificados 

25 miRNAs que apresentaram expressão diferencial exclusiva para os tumores hereditários. 

Uma vez que um dos objetivos do presente estudo foi avaliar o potencial papel biológico dos 

miRNAs como biomarcadores no câncer de mama hereditário, estes 3 miRNAs compartilhados 

entre os tumores hereditários e esporádicos foram excluídos das análises posteriores para 

identificação de potenciais biomarcadores de diagnóstico. 

 

 

Figura 13 – Diagrama de Venn contendo a lista dos miRNAs diferencialmente expressos 

compartilhados e exclusivos entre tumores hereditários e esporádicos da mama. Ao todo, 

25 miRNAs estavam especificamente desregulados em tumores hereditários, e 47 em tumores 

esporádicos. 

 

5.2.4 Avaliação da acurácia dos miRNAs diferencialmente expressos entre tumores 

hereditários e tecidos normais da mama. 

 A análise da curva ROC foi realizada para avaliação da acurácia dos miRNAs 

exclusivamente expressos para discriminar tumores da mama hereditários dos tecidos 

normais. A Tabela 8 apresenta as taxas de sensibilidade, especificidade e acurácia de cada 

miRNA.  
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Tabela 8 – Performance diagnóstica dos miRNAs diferencialmente expressos entre tumores 

da mama hereditários e tecidos normais da mama. 

microRNA   Sensibilidade Especificidade AUC Cutoff 

miR-200b-3p   72% 87% 0.81 6.07 

miR-25-3p  65% 87% 0.82 5.55 

miR-29b-3p  70% 87% 0.82 6.84 

miR-135b-5p  79% 75% 0.84 2.29 

miR-342-3p  70% 87% 0.84 5.72 

miR-106a-5p + miR-17-5p  67% 87% 0.84 4.45 

miR-125a-5p  86% 75% 0.86 4.75 

miR-200c-3p  72% 100% 0.87 7.75 

miR-181a-5p  74% 87% 0.87 6.31 

miR-20a-5p + miR-20b-5p  79% 87% 0.87 4.99 

miR-19b-3p  74% 87% 0.87 4.35 

let-7d-5p  76% 100% 0.88 6.35 

miR-15a-5p  77% 100% 0.88 4.99 

miR-4454 + miR-7975  79% 100% 0.90 13.59 

miR-15b-5p  81% 87% 0.90 4.79 

miR-21-5p  81% 100% 0.90 7.09 

miR-16-5p  84% 87% 0.90 5.99 

miR-141-3p  84% 100% 0.91 5.39 

miR-22-3p  84% 100% 0.91 3.79 

miR-142-3p  83% 100% 0.91 6.04 

miR-196a-5p  84% 100% 0.93 4.07 

miR-191-5p  86% 100% 0.93 5.84 

miR-106b-5p   91% 87% 0.93 3.49 

miR-32-5p  84% 100% 0.93 3.09 

miR-93-5p  91% 100% 0.95 4.88 

 

Foi observado que todos os miRNAs avaliados apresentaram alta performance 

diagnóstica, com valores de AUC variando entre 0.81-0.95. Estes achados sugerem que estes 

miRNAs podem atuar como potenciais biomarcadores uma vez que exibiram altas taxas de 

sensibilidade (65-91%) e especificidade (75-100%) para determinação do câncer de mama 

hereditário em relação aos tecidos normais da mama. A análise de curva ROC também foi 

empregada para determinar a acurácia destes mesmos miRNAs para discriminar, 

separadamente, os tumores BRCA1, BRCA2 e BRCAX dos tecidos normais (Tabela 9). 

Confirmando os achados anteriores de quando os grupos foram avaliados em conjunto, foram 

observadas taxas satisfatórias de acurácia para determinação específica de tumores BRCA1 

(AUC: 0.70-0.94), BRCA2 (AUC: 0.76-0.94), e BRCAX (AUC: 0.85-1.0). 
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Tabela 9 – Performance diagnóstica dos miRNAs diferencialmente expressos entre os tipos 

de tumores hereditários (BRCA1, BRCA2 ou BRCAX) e tecidos normais da mama. 

  

microRNA 

  Normal vs. BRCA1   Normal vs. BRCA2   Normal vs. BRCAX 

  Sen Esp AUC Cutoff   Sen Esp AUC Cutoff   Sen Esp AUC Cutoff 

miR-200b   80% 62% 0.72 4.82  78% 87% 0.83 6.07  85% 87% 0.87 6.18 

miR-25-3p   86% 62% 0.75 3.59  71% 87% 0.83 5.62  71% 100% 0.90 6.05 

miR-29b-3p   86% 50% 0.70 5.15  71% 87% 0.78 6.85  92% 100% 0.97 7.69 

miR-135b-5p   80% 75% 0.83 2.30  78% 62% 0.76 2.25  85% 87% 0.91 2.80 

miR-342-3p   66% 62% 0.70 5.09  78% 87% 0.84 5.75  85% 100% 0.96 6.23 

miR-106a-5p +  

miR-17-5p 
  60% 100% 0.80 4.90  64% 100% 0.80 4.75  78% 87% 0.91 4.45 

miR-125a-5p   80% 75% 0.79 4.75  71% 100% 0.86 6.22  85% 87% 0.93 5.46 

miR-200c   86% 75% 0.88 7.05  71% 100% 0.86 8.03  78% 100% 0.85 7.75 

miR-181a-5p   73% 75% 0.77 6.07  85% 75% 0.85 5.65  92% 100% 0.99 6.84 

miR-20a-5p + 
miR-20b-5p 

  66% 87% 0.80 5.16  71% 100% 0.83 5.78  92% 100% 0.99 5.38 

miR-19b   60% 87% 0.80 4.53  71% 87% 0.84 4.35  92% 87% 0.96 4.44 

let-7d-5p   73% 75% 0.83 5.94  71% 100% 0.82 6.35  100% 100% 1.0 6.62 

miR-15a-5p   60% 100% 0.80 4.99  71% 100% 0.83 5.40  100% 100% 1.0 6.07 

miR-4454 + 
miR-7975 

  73% 100% 0.87 13.66  71% 87% 0.82 13.34  100% 100% 1.0 13.86 

miR-15b-5p   93% 75% 0.88 4.32  71% 100% 0.83 6.47  100% 100% 1.0 6.05 

miR-21-5p   60% 100% 0.80 7.23  85% 100% 0.90 7.09  100% 100% 1.0 7.95 

miR-16-5p   73% 87% 0.86 6.01  78% 87% 0.84 5.99  100% 100% 1.0 6.62 

miR-141-3p   80% 100% 0.91 5.39  78% 100% 0.89 6.07  92% 100% 0.92 5.75 

miR-22-3p   86% 87% 0.91 3.44  78% 100% 0.82 4.13  100% 100% 1.0 4.17 

miR-142-3p   86% 100% 0.94 6.04  71% 100% 0.82 7.36  92% 100% 0.98 6.95 

miR-196a-5p   73% 100% 0.87 4.27  85% 100% 0.94 4.22  92% 100% 0.98 4.07 

miR-191-5p   80% 87% 0.85 5.62  92% 100% 0.94 5.86  100% 100% 1.0 5.89 

miR-106b-5p    93% 87% 0.91 3.49  78% 87% 0.88 3.67  92% 100% 0.99 4.73 

miR-32-5p   60% 100% 0.80 7.23  85% 100% 0.90 7.09  100% 100% 1.0 7.95 

miR-93-5p   86% 100% 0.94 4.88  85% 100% 0.90 4.90  100% 100% 1.0 5.88 

Sen, sensibilidade; Esp, especificidade; AUC, area under the curve. 

 

 



56 
 

5.2.5 Perfis de expressão diferencial entre tumores da mama hereditários associados ao 

BRCA1, BRCA2 e BRCAX. 

 Com intuito de investigar se determinados miRNAs também poderiam classificar os 

tumores hereditários associados ao BRCA1, BRCA2 e BRCAX, foi realizado o teste de ANOVA 

para identificação de miRNAs diferencialmente expressos entre estes tumores. A Figura 14A 

apresenta no heatmap gerado a partir do agrupamento supervisionado miRNAs evidenciados 

na análise. 

 

 

 

Figura 14 – Perfis de expressão de miRNAs entre tumores hereditários associados ao BRCA1, 

BRCA2 e BRCAX. (A) Heat map do agrupamento supervisionado dos miRNAs diferencialmente 

expressos entre os grupos. Cada coluna indica uma amostra e cada linha, um miRNA. Cor 

vermelha indica expressão aumentada e verde, expressão reduzida. MiRNAs com expressão 

aumentada foram classificados como Cluster 1 e com expressão reduzida, Cluster 2. (B) Box 

plots indicando os valores médios de fold-change obtidos de cada amostra para o Cluster 1, e 

(C) para o Cluster 2. 
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Foram evidenciados 19 miRNAs diferencialmente expressos entre os grupos: 17 com 

expressão aumentada (miR-140-5p; miR-99a-5p; miR-199a-5p; miR-100-5p; miR-30a-5p; miR-

199a-3p+miR-199b-3p; miR-199b-5p; let-7c-5p; miR-23a-3p; miR-29c-3p; miR-424-5p; miR-

15a-5p; miR-125b-5p; let-7g-5p; miR-126-3p; miR-451a;  miR-148a-3p); e 2 com expressão 

reduzida (miR-3065-5p; miR-122-5p). Como observado no heatmap (Figura 14A), o grupo de 

tumores BRCAX apresentou um padrão de expressão homogêneo tanto para os miRNAs com 

expressão aumentada (Cluster 1) e com expressão reduzida (Cluster 2). Além disso, também 

foi observado que a maioria dos tumores BRCA2 apresentaram perfis de expressão similares 

aos apresentados pelos tumores BRCAX, especialmente em relação aos miRNAs com 

expressão aumentada. No entanto, importa mencionar que estes miRNAs exibiram maiores 

valores médios de fold change entre as amostras de tumores da mama BRCAX quando 

comparado aos tumores BRCA1 e BRCA2 (Figura 14B), enquanto que os miRNAs pouco 

expressos apresentaram menores valores (Figura 14C). Estes achados sugerem que estes 

perfis de expressão de miRNAs poderiam representar uma assinatura molecular específica dos 

tumores BRCAX e distinta dos tumores BRCA2 e, especialmente, dos tumores BRCA1.  

Considerando que na análise de caracterização clinicopatológica (seção 5.1) da 

população de estudo foi evidenciado que os tumores da mama associados ao BRCA2 e BRCAX 

eram majoritariamente representados pelos subtipos luminais, enquanto grande parte dos 

tumores BRCA1 foram classificados como triplo negativos. Embora os tumores BRCAX tenham 

apresentado valores de fold change significativamente maiores ou menores em relação ao 

apresentado pelos tumores BRCA1 e BRCA2, surgiu a hipótese de que os perfis de expressão 

dos miRNAs evidenciados poderiam ser influenciados ou dependentes do subtipo molecular. 

Com o propósito de investigar esta questão, foi realizada uma análise de associação entre o 

status de expressão cada miRNA e o subtipo triplo negativo (Tabela 10). Foi observada 

associação positiva e significativa entre o subtipo molecular triplo-negativo e o padrão de 

expressão de 10 miRNAs (miR-199a-5p; miR-30a-5p; miR-199a-3p+miR-199b-3p; miR-199b-

5p; let-7c-5p; miR-29c-3p; miR-125b-5p; let-7g-5p; e miR-126-3p) dos 19 evidenciados como 

diferencialmente expressos. Uma vez que um dos objetivos seria determinar assinaturas 

moleculares capazes de discriminar tumores hereditários independente das suas 

características fenotípicas, estes miRNAs foram excluídos da análise de acurácia e 

identificação de potenciais biomarcadores.  
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Tabela 10 – Associação entre a expressão diferencial dos miRNAs diferencialmente 

expressos entre os tumores BRCA1, BRCA2 e BRCAx e o subtipo molecular triplo-negativo. 

 microRNA 
   Triplo negativo n (%)   

  Expressão (N total) Não Sim   p valor* 

miR-140-5p 
  Aumentada (18) 13 (72.2) 5 (27.5)  

0.181 
 Reduzida (25) 13 (52) 12 (48)  

miR-99a-5p 
  Aumentada (19) 14 (73.7) 5 (26.3)  

0.115 
 Reduzida (24) 12 (50) 12 (50)  

miR-199a-5p 
 Aumentada (17) 14 (82.4) 3 (17.6)  

0.018 
 Reduzida (26) 12 (46.2) 14 (53.8)  

miR-100-5p 
  Aumentada (20) 15 (75) 5 (25)  

0.069 
  Reduzida (23) 11 (47.8) 12 (52.2)  

miR-30a-5p 
  Aumentada (17) 14 (82.4) 3 (17.6)  

0.018 
 Reduzida (26) 12 (46.2) 14 (53.8)  

miR-199a-3p+ 

miR-199b-3p 

 Aumentada (20) 16 (80.0) 4 (20)  
0.015 

 Reduzida (23) 10 (43.5) 13 (56.5)  

miR-199b-5p 
 Aumentada (17) 14 (82.4) 3 (17.6)  

0.018 
 Reduzida (26) 12 (46.2) 14 (53.8)  

let-7c-5p 
  Aumentada (20) 16 (80) 4 (20)  

0.015 
  Reduzida (23) 10 (43.5) 13 (56.5)  

miR-23a-3p 
  Aumentada (22) 16 (72.7) 6 (27.3)  

0.092 
  Reduzida (21) 10 (47.6) 11 (52.4)  

miR-29c-3p 
  Aumentada (20) 16 (80) 4 (20)  

0.015 
 Reduzida (23) 10 (43.5) 13 (56.5)  

miR-424-5p 
 Aumentada (22) 14 (63.6) 8 (36.4)  

0.663 
 Reduzida (21) 12 (57.1) 9 (42.9)  

miR-15a-5p 
 Aumentada (25) 17 (68) 8 (32)  

0.234 
  Reduzida (18) 9 (50) 9 (50)  

miR-125b-5p 
  Aumentada (21) 16 (76.2) 5 (23.8)  

0.039 
  Reduzida (22) 10 (45.5) 12 (54.5)  

let-7g-5p 
  Aumentada (23) 17 (73.9) 6 (26.1)  

0.053 
 Reduzida (20) 9 (45) 11 (55)  

miR-126-3p 
 Aumentada (23) 17 (73.9) 6 (26.1)  

0.053 
 Reduzida (20) 9 (45) 11 (55)  

miR-148a-3p 
  Aumentada (19) 12 (63.2) 7 (36.8)  

0.748 
  Reduzida (24) 14 (58.3) 10 (41.7)  

miR-451a 
 Aumentada (18) 13 (72.2) 5 (27.8)  

0.181 
 Reduzida (25) 13 (52) 12 (48)  

Continua na próxima página. 
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Tabela 10 (Continuação) - Associação entre a expressão diferencial dos miRNAs 

diferencialmente expressos entre os tumores BRCA1, BRCA2 e BRCAx e o subtipo molecular 

triplo-negativo 

 microRNA 
   Triplo negativo n (%)   

  Expressão (N total) Não Sim   p valor 

miR-3065-5p 
  Aumentada (20) 12 (60) 8 (40)  

0.954 
  Reduzida (23) 14 (60.9) 9 (39.1)  

miR-122-5p 
 Aumentada (20) 12 (60) 8 (40)  

0.954 
 Reduzida (23) 14 (60.9) 9 (39.1)  

Teste de Qui-quadrado. 

 

5.2.6 Identificação de potenciais biomarcadores para classificação de tumores BRCA1, 

BRCA2 e BRCAX. 

Para identificação de potenciais biomarcadores capazes de classificar de forma acurada 

os tumores da mama hereditários, foi realizada a análise da curva ROC para avaliação das taxas 

de sensibilidade, especificidade e acurácia de cada miRNA diferencialmente expresso entre os 

tumores BRCA1, BRCA2 e BRCAX (Tabela 11). Foi observado que os miRNAs avaliados 

apresentaram alta performance diagnóstica para distinguir os tumores BRCAX dos tumores 

BRCA1 (AUC: 0.80-0.99) e dos tumores BRCA2 (0.76-0.95). Por outro lado, os mesmos miRNAs 

não apresentaram performance satisfatória para a discriminação entre tumroes BRCA1 e 

BRCA2 (AUC: 0.51-0.72), sugerindo que estes miRNAs possuem um papel potencial de 

biomarcadores de tumores BRCAX. 

 

Tabela 11 – Performance diagnóstica dos miRNAs diferencialmente expressos entre tumores 

BRCA1, BRCA2 e BRCAX. 

microRNA 
  BRCA1 vs. BRCA2   BRCA1 vs. BRCAX   BRCA2 vs. BRCAX 

  Sen Esp AUC Cutoff   Sen Esp AUC Cutoff   Sen Esp AUC Cutoff 

miR-140-5p   71% 66% 0.57 3.72  100% 86% 0.97 4.64  100% 85% 0.95 4.64 

miR-99a-5p   64% 93% 0.72 5.56  100% 93% 0.99 5.69  78% 78% 0.82 6.40 

miR-100-5p   71% 66% 0.63 4.09  85% 93% 0.93 5.55  85% 92% 0.89 5.55 

miR-23a-3p   64% 73% 0.67 8.41  85% 86% 0.89 8.68  78% 71% 0.77 9.32 

miR-424-5p   57% 73% 0.65 4.26  85% 86% 0.89 4.98  78% 68% 0.76 5.25 

miR-15a-5p   64% 73% 0.61 6.61  78% 86% 0.91 6.96  71% 78% 0.77 7.14 

miR-148a-3p   64% 60% 0.56 5.49  100% 66% 0.85 5.83  85% 64% 0.76 6.05 

miR-451a   42% 73% 0.52 6.23  78% 80% 0.80 6.57  78% 64% 0.77 6.57 

miR-3065-5p   71% 46% 0.54 4.10  66% 100% 0.83 2.71  71% 100% 0.85 4.10 

miR-122-5p   57% 60% 0.51 4.59  73% 85% 0.80 2.16  71% 85% 0.79 1.21 

Sen, sensibilidade; Esp, especificidade; AUC, area under the curve. 
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5.3 Predição de genes alvos e enriquecimento de vias biológicas 

Dado que o principal papel dos miRNAs reside na regulação da expressão pós-

transcricional de múltiplos genes, a desregulação da expressão destas moléculas pode afetar 

a função de vários processos e vias biológicas. Portanto, para avaliação do possível impacto 

biológico dos miRNAs considerados como potenciais biomarcadores nas análises anteriores, 

foram realizadas análises de predição de genes alvos e, subsequentemente, análises de 

enriquecimento de vias biológicas para identificação de possíveis processos e vias biológicos 

afetados pela ação coletiva destes miRNAs. 

 

5.3.1 Alvos putativos e vias potencialmente reguladas por microRNAs em tumores da mama 

hereditários 

Com o propósito de obter melhor entendimento da carcinogênese dos tumores da 

mama hereditários, inicialmente foi realizada a predição de genes alvos dos 25 miRNAs 

diferencialmente expressos entre os tumores da hereditários e os tecidos normais da mama 

(miR-200b-3p; miR-25-3p; miR-29b-3p; miR-135b-5p; miR-342-3p; miR-106a-5p + miR-17-5p; 

miR-125a-5p; miR-200c-3p; miR-181a-5p; miR-20a-5p + miR-20b-5p; miR-19b-3p; let-7d-5p; 

miR-15a-5p; miR-4454 + miR-7975; miR-15b-5p; miR-21-5p; miR-16-5p; miR-141-3p; miR-22-

3p; miR-142-3p; miR-196a-5p; miR-191-5p; miR-106b-5p; miR-32-5p; miR-93-5p). Durante a 

análise, não foram encontrados alvos preditos para o miR-4454 e o miR-7975. Logo, a análise 

de enriquecimento de vias biológicas rendeu o total 263 vias com significância estatística, 401 

processos biológicos significativos (p value: <0,0001), envolvendo o total de 1402 genes alvos 

putativos para os demais miRNAs.  

A Tabela 12 apresenta as cinco vias biológicas que obtiveram maior significância 

estatística e os números de genes alvos preditos contidos em cada uma. Uma vez que todos 

os miRNAs avaliados apresentaram altos níveis de expressão, a tabela também lista os genes 

alvos preditos de cada via biológica que são classificados como supressores tumorais, bem 

como o número de miRNAs potencialmente envolvidos na regulação da expressão dos 

mesmos.   
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Tabela 12 – Enriquecimento de vias biológicas de miRNAs diferencialmente expressos entre 

tumores hereditários e tecidos normais da mama. 

Rank Vias biológicas 
N° de genes 
preditos 

Lista dos genes supressores tumorais Nº de miRNAs  

1 ErbB signaling pathway(K) 46 
NRG1, STAT5B, CBL, CDKN1A, CDKN1B, 
MAP2K4, ERBB4. 

14 

2 MAPK signaling pathway(K) 100 
TP53, MAP3K1, MAP2K4, NF1, FAS, 
CASP3, TGFBR2, ERBB4. 

21 

3 
RNA Polymerase II 
Transcription(R) 

176 

CREBBP, EZH2, FBXW7, MSH2, FOXO3, 
FOXO1, PTEN, CDC73, CCNC, TP63, TP53, 
SMARCA4, BRCA1, EP300, ZFHX3, RB1, 
BARD1, CDKN1A, CDKN1B, NCOR1, 
NOTCH2, NOTCH1, CBFB, KLF4, RUNX1, 
ATM, FAS, TSC1, SMAD2, SMAD4, SMAD3, 
BAX. 

23 

4 
AP-1 transcription factor 
network(N) 

35 PTEN, TP53, CDKN1B, CBFB 20 

5 
Signaling events mediated 
by VEGFR1 and VEGFR2(N) 

34 RHOA 2 

K: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG); R: Reactome; N: National Cancer Institute (NCI). 

 

Foi observado que a desregulação da expressão destes miRNAs pode afetar a expressão 

de múltiplos alvos que participam de processos biológicos relacionados com à proliferação 

celular (ErbB signaling pathway; MAPK signaling pathway), angiogênese (signaling events 

mediated by VEGFR1 and VEGFR2) e regulação da expressão gênica (RNA Polymerase II 

Transcription; AP-1 transcription factor network). Também foi constatado que a maior parte 

dos miRNAs avaliados possivelmente cooperam na repressão de genes que codificam diversas 

proteínas de ligação, fosfatases e fatores de transcrição, além de genes pró-apoptóticos e 

mediadores da inativação das propriedades proliferativas da via de sinalização das MAPKs. 

 

5.3.2 Alvos putativos e vias potencialmente reguladas por microRNAs em tumores da mama 

BRCAX. 

Considerando que foram observados perfis de expressão de miRNAs altamente sensíveis 

e específicos para tumores da mama associados ao BRCAX, também foram realizados a 

predição de genes alvos dos miRNAs apontados como potenciais biomarcadores para 

classificação destes tumores (miR-140-5p; miR-99a-5p; miR-100-5p; miR-23a-3p; miR-424-5p; 

miR-15a-5p; miR-148a-3p; miR-451a; miR-3065-5p; miR-122-5p) e, subsequentemente, 

análises de enriquecimento de vias biológicas possivelmente afetadas pela expressão 

aberrante destas moléculas.  
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Primeiro, a análise foi realizada para os 8 miRNAs que apresentaram expressão 

aumentada com significância estatística (miR-140-5p; miR-99a-5p; miR-100-5p; miR-23a-3p; 

miR-424-5p; miR-15a-5p; miR-148a-3p; miR-451a). A análise de enriquecimento de vias 

biológicas revelou o total 269 vias biológicas significativas (p valor: <0,0001), envolvendo o 

total de 578 genes alvos putativos.  A Tabela 13 apresenta a lista das cinco vias biológicas que 

obtiveram maior significância estatística. Uma vez que estes miRNAs avaliados apresentaram 

altos níveis de expressão, a tabela também lista os genes alvos preditos de cada via biológica 

que são classificados como supressores tumorais, bem como o número de miRNAs 

potencialmente envolvidos na regulação da expressão dos mesmos.   

 

Tabela 13 – Enriquecimento de vias biológicas para os miRNAs com expressão aumentada e 

apontados como biomarcadores para tumores da mama BRCAX. 

Rank Vias biológicas 
N° de genes 
preditos 

Lista dos genes supressores tumorais Nº de miRNAs  

1 MAPK signaling pathway(K) 63 
NF1, MAP3K1, FAS, CASP3, TGFBR2, 
ERBB4. 

4 

2 
RNA Polymerase II 
Transcription(R) 

103 

RB1, GATA3, CREBBP, RAD17, CDKN1B, 
NCOR2, FBXW7, NOTCH2, CBFB, FOXO3, 
FOXO1, PTEN, KLF4, TP63, RUNX1, FAS, 
TSC1, SMAD2, ZFHX3, SMAD4, SMAD3, 
ESR1 

6 

3 FoxO signaling pathway(K) 39 
CREBBP, CDKN1B, FOXO3, FOXO1, PTEN, 
EP300, SMAD2, SMAD4, SMAD3, TGFBR2 

5 

4 Cellular senescence(K) 42 
RB1, FOXO3, FOXO1, PTEN, TSC1, SMAD2, 
SMAD3, TGFBR2 

5 

5 Hepatitis B(K) 41 
RB1, CREBBP, CDKN1B, JAK1, PTEN, 
STAT5B, MAP3K1, FAS, SMAD4, SMAD3, 
DDX3X, CASP3 

5 
 

K: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG); R: Reactome. 

 

Foi observado que a desregulação da expressão destes miRNAs pode afetar a expressão 

de múltiplos alvos que participam de vias relacionadas com proliferação celular (MAPK 

signaling pathway), regulação do ciclo celular, apoptose, resposta a danos no DNA e 

resistência ao estresse oxidativo (FoxO signaling pathway), e senescência celular (Cellular 

senescence). Estes miRNAs também aparentam cooperar na regulação da expressão de várias 

proteínas de ligação e fatores de transcrição.  

Segundo, novas análises funcionais foram realizadas, mas dessa vez para os miRNAs que 

apresentaram expressão reduzida com significância estatística (miR-3065-5p; miR-122-5p). A 

análise de enriquecimento de vias rendeu o total de 33 vias biológicas significativas (p valor: 
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<0.001), envolvendo o total de 73 genes alvos putativos. A Tabela 14 apresenta a lista das 

cinco vias biológicas que obtiveram maior significância estatística. Uma vez que estes miRNAs 

avaliados apresentaram baixos níveis de expressão, a tabela também lista os genes alvos 

preditos de cada via biológica que são classificados como oncogenes, bem como o número de 

miRNAs potencialmente envolvidos na regulação da expressão dos mesmos. 

 

Tabela 14 – Enriquecimento de vias biológicas para os miRNAs com expressão reduzida e 

apontados como biomarcadores para tumores da mama BRCAX. 

Rank Vias biológicas 
N° de genes 
preditos 

Lista dos genes supressores tumorais Nº de miRNAs  

1 
PI3K-Akt signaling 
pathway(K) 

 MYB, AKT3, MET, FOXO3,  2 

2 FGF signaling pathway(N)  CBL miR-122-5p 

3 Proteoglycans in cancer(K)  AKT3, MET, CBL, ESR1 miR-122-5p 

4 Pathways in cancer(K)  AKT3, IL6ST, MET, CBL, ESR1 2 

5 MAPK signaling pathway(K)  AKT3, MET miR-122-5p 

K: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG); N: National Cancer Institute (NCI). 

 

Foi observado que a expressão reduzida destes miRNAs afetar a expressão de múltiplos 

alvos que participam de processos biológicos relacionados com a cascata das MAPKs (MAPK 

signaling pathway), e outras vias de proliferação celular (PI3K-Akt signaling pathway; 

Proteoglycans in cancer; FGF signaling pathway) (Tabela 14).
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6 DISCUSSÃO 

 

Embora a prevalência do câncer de mama hereditário seja significativamente inferior à 

prevalência dos casos esporádicos, são tumores causados por mutações germinativas em 

genes de predisposição ao câncer – isto é, indivíduos e familiares afetados apresentam maior 

risco de desenvolvimento de câncer ao longo da vida quando comparados à população em 

geral. Portanto, identificar e fornecer aconselhamento genético àqueles sob alto risco para a 

síndrome HBOC é essencial para avaliação de risco, estimação da probabilidade da presença 

de variantes patogênicas nos genes BRCA1 e BRCA2 e consequente indicação do teste 

genético184. Indivíduos e famílias portadoras destas variantes podem se beneficiar da 

intensificação de medidas para a detecção precoce, bem como de possíveis intervenções 

profiláticas para redução do risco, de suporte psicológico e de tratamento personalizado com 

drogas mais específicas (por exemplo, drogas platina e inibidores de PARP)189-191. Uma vez que 

o teste genético para o rastreamento de mutações em ambos os genes ainda é considerado 

caro e complexo do ponto de vista técnico, vários modelos de predição foram desenvolvidos 

para estimar previamente a probabilidade de um indivíduo ser portador de uma variante 

patogênica198-203. Contudo, a performance dos modelos atualmente disponíveis é 

substancialmente limitada por subestimar indivíduos portadores de mutações que possuem 

dados insuficientes ou ausentes de história familiar. Além disso, estes modelos também têm 

apresentado baixas taxas de especificidade por considerar todos os casos sugestivos de HBOC 

como potenciais candidatos à pesquisa por mutações germinativas em BRCA1 e BRCA2, o que 

incluiria uma parcela significativa de pacientes BRCAX207-213. Dessa forma, um dos esforços 

direcionados a melhorar este panorama tem sido a busca por biomarcadores para 

complementar os critérios de seleção adotados pelos modelos de predição, auxiliando na 

determinação acurada de portadores de mutações.  

Biomarcadores de diagnóstico têm sido propostos para identificação de algumas 

síndromes de predisposição hereditária ao câncer, como os testes moleculares de 

instabilidade de microssatélites e de deficiência no reparo de mal pareamento do DNA (do 

inglês, DNA mismatch repair) para o câncer colorretal hereditário não-poliposo na síndrome 

de Lynch335, mas nenhum biomarcador efetivo tem sido indicado para a predição da síndrome 

HBOC associada ao BRCA1 ou BRCA2. Muitos estudos têm investigado o papel dos miRNAs 
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como biomarcadores de diagnóstico no câncer de mama esporádico, mas pouco foi reportado 

no câncer de mama hereditário. Portanto, a proposta do presente estudo foi analisar os perfis 

de expressão de miRNAs em tumores e tecidos normais da mama de portadoras e não-

portadoras de variantes patogênicas nos genes BRCA1 e BRCA2, com o propósito de investigar 

se miRNAs diferencialmente expressos poderiam discriminar os tumores hereditários. 

Como esperado, as pacientes com câncer de mama pertencentes a famílias de alto risco 

para a síndrome HBOC incluídas no estudo apresentaram valores de idade média ao 

diagnóstico inferiores a 45 anos, que é um aspecto clínico típico de pacientes com câncer 

hereditário101,102. Devido à inclusão de uma paciente com idade inferior a 35 anos, a idade 

média do grupo de tumores esporádicos foi menor do que o esperado (48 anos). Carraro e 

colaboradores reportaram em uma casuística brasileira envolvendo 54 pacientes muito jovens 

(<35 anos) com câncer de mama, que 37.5% eram portadoras de mutações germinativas em 

BRCA1 ou BRCA2, sendo 8.6% sem história familiar sugestiva de síndrome HBOC316. 

Considerando este achado na população brasileira, houve a preocupação de garantir que a 

paciente muito jovem incluída no grupo de tumores esporádicos não possuísse variantes 

patogênicas em BRCA1, BRCA2 ou em outros genes de alto risco. Como foi constatado através 

do teste genético que a mesma não era portadora destas alterações genéticas, não foi 

considerado que a paciente poderia enviesar de forma significativa as análises moleculares. 

Em relação às características fenotípicas, foi observado os tumores associados ao BRCA1 

foram majoritariamente representados pelo status negativo dos receptores hormonais (RE e 

RP), e, consequentemente, pelo subtipo molecular triplo-negativo. Por outro lado, a maior 

parte dos tumores associados ao BRCA2 e BRCAX foram classificados como luminais. Estes 

achados corroboram com os dados da literatura, que sugerem que os tumores da mama 

BRCA1 apresentam aspectos patológicos distintos dos tumores BRCA2 e BRCAX – que, por sua 

vez, são mais similares entre si124, 127-129, 131, 137-140. Todavia, considerando o impacto dos 

subtipos moleculares do câncer de mama sobre a expressão dos miRNAs307, 336, surgiu a 

hipótese de que estas diferenças entre os tumores hereditários poderiam enviesar a 

determinação dos biomarcadores. Assim, foi realizada uma análise de associação entre a 

expressão diferencial dos miRNAs evidenciados e o subtipo triplo negativo a fim de avaliar se 

a desregulação de cada miRNA seria um fator dependente do subtipo molecular. Ao final, foi 

decidido que aqueles miRNAs diferencialmente expressos que apresentaram associação 
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significativa fossem excluídos das análises de determinação de potenciais biomarcadores para 

reduzir o viés induzido diferentes subtipos moleculares. 

Inicialmente, foi realizada a análise expressão diferencial de miRNAs em tumores da 

mama de pacientes pertencentes a famílias HBOC em relação aos tecidos normais da mama. 

Foram identificados o total 28 miRNAs diferencialmente expressos entre os grupos analisados 

(miR-135b-5p; miR-4454 + miR-7975; miR-539-5p; miR-196a-5p; miR-141-3p; miR-200b-3p; 

miR-200c-3p; miR-342-3p; miR-99b-5p; miR-125a-5p; miR-191-5p; miR-181a-5p; miR-20a-5p 

+ miR-20b-5p; miR-22-3p; miR-24-3p; miR-25-3p; miR-93-5p; miR-15b-5p; let-7d-5p; miR-19b-

3p; miR-106a-5p + miR-17-5p; miR-29b-3p; miR-106b-5p; miR-142-3p; miR-32-5p; miR-21-5p; 

miR-15a-5p; and miR-16-5p). Alguns destes miRNAs com expressão aumentada já foram 

consistentemente reportados em estudos prévios como desregulados em tumores 

esporádicos, especialmente o miR-21-5p, miRNA oncogênico cuja superexpressão tem sido 

associada com progressão da doença e mau prognóstico em pacientes com câncer de 

mama337. Interessantemente, também importa mencionar que a maior parte dos tecidos 

normais de pacientes portadoras de mutações em BRCA1 ou BRCA2 apresentaram alteração 

na expressão de alguns miRNAs quando comparado aos demais tecidos normais da mama. Em 

estudo publicado em 2006, Weber e colaboradores demonstraram que tecidos normais da 

mama de pacientes com história familiar sugestiva de HBOC (famílias BRCA1, BRCA2 e BRCAX) 

apresentam alterações genômicas em células epiteliais e estromais que potencialmente 

determinam a patogênese do câncer de mama hereditário338. Outros estudos também 

indicaram que tecidos normais da mama de mulheres saudáveis pertencentes a famílias de 

alto risco exibem mais alterações que tecidos normais de mulheres com baixo risco, com 

alterações genômicas, ampla desregulação da expressão gênica e proliferação aumentada339. 

Estes achados corroboram com a nossa observação, sugerindo que tecidos normais da mama 

de mulheres saudáveis portadoras de mutações podem apresentar alterações biológicas, 

mesmo antes de uma transformação neoplásica, provavelmente devido à instabilidade 

genômica provocada pela disfunção das proteínas BRCA1 e BRCA2. 

Em seguida, foi realizada a análise global de expressão de miRNAs em tumores da mama 

esporádicos em relação aos tecidos normais da mama. O principal propósito desta análise foi 

identificar perfis de expressão específicos do câncer de mama esporádico para, 

posteriormente, investigar se algum miRNA evidenciado também possuía expressão alterada 
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no câncer de mama hereditário. Foram evidenciados 49 miRNAs diferencialmente expressos, 

dentre os quais alguns com expressão alterada já reportada na literatura, como a expressão 

reduzida do miR-145-5p e expressão aumentada do miR-24-3p295, 340. Quando os perfis de 

expressão dos tumores hereditários com os dos tumores esporádicos em relação aos tecidos 

normais da mama foram comparados, foram constatados três miRNAs comumente alterados: 

miR-99b-5p; miR-539-5p; e miR-24-3p. Similar ao que foi reportado por Tanic et al e Vos et 

al317, 318, a evidência de que existam miRNAs comumente desregulados em tumores 

esporádicos e hereditários sugere que, provavelmente, estas moléculas desempenham um 

papel relevante no câncer de mama de modo geral, independente da origem esporádica ou 

hereditária, atuando na regulação da expressão de oncogenes e genes supressores tumorais 

relevantes para o processo da carcinogênese e progressão tumoral341, 342. 

Após a análise de acurácia, foi constatado que todos os miRNAs especificamente 

desregulados em tumores hereditários (miR-200b-3p; miR-25-3p; miR-29b-3p; miR-135b-5p; 

miR-342-3p; miR-106a-5p + miR-17-5p; miR-125a-5p; miR-200c-3p; miR-181a-5p; miR-20a-5p 

+ miR-20b-5p; miR-19b-3p; let-7d-5p; miR-15a-5p; miR-4454 + miR-7975; miR-15b-5p; miR-

21-5p; miR-16-5p; miR-141-3p; miR-22-3p; miR-142-3p; miR-196a-5p; miR-191-5p; miR-106b-

5p; miR-32-5p; miR-93-5p) apresentavam boa performance para determinação de tumores 

hereditários BRCA1, BRCA2 e BRCAX. Nenhum destes miRNAs foi anteriormente reportado 

como superexpresso por estudos anteriores que investigaram o mesmo tipo de amostra e 

casuística317, 318. Uma das possíveis razões seria a respeito das diferentes tecnologias 

empregadas para o rastreamento de miRNAs diferencialmente expressos. Por exemplo, estes 

estudos se basearam primariamente na tecnologia dos microarranjos, que, embora ainda 

bastante utilizada na pesquisa, a técnica de microarranjos é considerada laboriosa e 

desvantajosa. especialmente por utilizar na análise DNA complementar sintetizado a partir de 

RNAm altamente íntegros (o que não é facilmente obtido a partir de tecidos FFPE ou outras 

amostras de baixa qualidade)289. No presente estudo, os perfis de expressão de miRNAs foram 

avaliados em amostras FFPE utilizando a tecnologia nCounter da NanoString, uma plataforma 

rápida, reprodutível, sensível para quantificação molecular em larga escala343-345. 

Tem sido reportado que cerca de 10% dos tumores da mama esporádicos podem ser 

atribuídos a variantes germinativas patogênicas em genes de predisposição ao câncer de 

mama, incluindo mutações nos genes BRCA1 e BRCA2215. Além disso, acredita-se que algumas 
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pacientes com câncer de mama sem história famíliar com mutações de novo têm sido 

subestimadas pelos modelos de predição atualmente disponíveis e poderiam se beneficiar da 

realização do teste genético346. Embora limitado em termos de números de espécimes 

utilizadas para a análise de expressão de miRNAs, Murria-Estal e colaboradores identificaram 

e validaram dois miRNAs (miR-4417 e miR-423-3p) que poderiam discriminar tumores da 

mama hereditários (BRCA1, BRCA2, and BRCAX) dos tumors esporádicos (70.1% de 

acurácia)319. No presente estudo, os miRNAs apontados como potenciais biomarcadores 

atingiram valores ótimos de acurácia para determinação de tumores hereditários. Estes 

miRNAs poderiam ter um papel relevante para identificação de tumores da mama 

desenvolvidos a partir de mutações germinativas em BRCA1 ou BRCA2, e ainda por mutações 

ainda não identificadas (BRCAX), permitindo que pacientes esporádicos possam se beneficiar 

do teste genético, aconselhamento e tratamentos personalizados.  

Dado o fato que um único miRNA pode interagir com múltiplos transcritos alvos, e vários 

podem cooperar na regulação de um único transcrito, a expressão aumentada destes miRNAs 

evidenciados poderia resultar na repressão de genes supressores tumorais envolvidos em 

diversos processos biológicos e propiciar a tumorigênese e progressão tumoral. Considerando 

este contexto, foram realizadas a identificação de genes alvos e enriquecimento de vias 

biológicas potencialmente reguladas por estes miRNAs com intuito de compreender suas 

possíveis funções biológicas no desenvolvimento tumoral do câncer de mama hereditário. A 

análise sugeriu que a expressão destes miRNAs possivelmente afeta várias vias de sinalização 

associadas ao câncer, à regulação da proliferação celular e da expressão gênica. A via de 

sinalização do ErbB foi a que obteve o maior nível de significância, seguida da via de sinalização 

das MAPKs. Ambas as vias desempenham funções importantes na regulação da proliferação 

celular, sobrevida e metastização, sendo, portanto, potenciais alvos terapêuticos em 

pacientes com câncer de mama347, 348. De acordo com a análise de predição, diversos genes 

com atividade anti-tumoral são alvos preditos dos 25 miRNAs evidenciados como potenciais 

biomarcadores de tumores hereditários, por exemplo, p21, p27, p53, CBL, STAT5B, CASP3, e 

TGFBR2. Este achado sugere que a identificação destes miRNAs pode contribuir para o melhor 

entendimento da carcinogênese de tumores hereditários e o desenvolvimento de novas 

estratégias terapêuticas. No entanto, uma vez que tumores BRCAX também foram incluídos 

entre os casos de câncer de mama hereditário, seriam necessários mais estudos para 
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investigar os genes alvos e vias de sinalização especificamente desregulados em tumores da 

mama com variantes patogênicas em BRCA1 e BRCA2. 

A análise de expressão de miRNAs entre os tumores hereditários evidenciou 19 miRNAs 

diferencialmente expressos. A literatura tem demonstrado que os tumores da mama BRCAX 

tendem a ser bastante heterogêneos à nível de expressão gênica e que poderiam ser 

subclassificados em pelo menos dois grupos com diferentes assinaturas moleculares349, 350. 

Corroborando com estes achados, Tanic e colaboradores reportaram em outro estudo que 

perfis de expressão de miRNAs poderiam subclassificar os tumores BRCAX em quatro grupos 

distintos351. Interessantemente, foi observado no presente estudo um perfil de expressão de 

miRNAs homogêneo no grupo de tumores BRCAX e distinto em relação aos tumores BRCA1 e 

BRCA2, sugerindo que estes miRNAs poderiam representar uma assinatura molecular 

específica dos tumores BRCAX. Tanic e colaboradores desenvolveram um painel de 

biomarcadores capazes de discriminar tumores BRCA1 e BRCA2 de tumores não-mutados com 

alta acurácia (92%) a partir do ensaio de RT-PCR320. Após a filtragem dos miRNAs cuja 

expressão diferencial era dependente do subtipo molecular, foi observado que os 8 miRNAs 

selecionados (miR-140-5p; miR-99a-5p; miR-100-5p; miR-23a-3p; miR-424-5p; miR-15a-5p; 

miR-148a-3p; miR-451a; miR-3065-5p; miR-122-5p) foram capazes de discriminar tumores 

BRCAX dos tumores BRCA1 e BRCA2 com alta acurácia, mas não discriminar tumores BRCA1 

de tumores BRCA2. No entanto, importa considerar que Tanic e colaboradores também não 

distinguiram tumores da mama BRCA1 e BRCA2 com base na análise de expressão de 

miRNAs320, sugerindo que mais estudos incluindo grandes casuísticas são necessárias para 

analisar as diferenças moleculares sutis entre estes grupos. 

A fim de fornecer um melhor entendimento da biologia dos tumores hereditários que 

possuem origem genética desconhecida, também foram aplicadas análises de predição de 

alvos e enriquecimento de vias biológicas para os 8 miRNAs diferencialmente expressos em 

tumores BRCAX. As análises sugeriram que estes miRNAs podem afetar a expressão de 

dezenas de genes envolvidos em processos biológicos associados com proliferação celular, 

regulação do ciclo celular, apoptose, resposta a danos no DNA e resistência ao estresse 

oxidativo. As vias de sinalização das MAPK e PI3K-Akt foram as mais significativas para os 

miRNAs com expressão aumentada e reduzida, respectivamente. Ambas as vias estão 

comumente desreguladas no câncer de mama352, o que sugere que a ativação das mesmas 
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pode representar um processo essencial da carcinogênese da mama. Por outro lado, grande 

parte dos genes alvos preditos atuam na via de sinalização dos FoxOs, uma família de fatores 

de transcrição que regulam a expressão de genes envolvidos na regulação do ciclo celular, 

apoptose, metabolismo de glicose e reparo de danos no DNA353. O mecanismo regulatório 

principal destas proteínas envolve sua fosforilação pela via PI3K-Akt em resposta a fatores de 

crescimento e insulina, resultando na exportação das FoxOs do núcleo para o citoplasma e 

reduzindo a expressão de seus genes alvos354, 355. Por outro lado, a via de sinalização JNK, 

ativada por fatores de estresse oxidativo, estimula a ativação das proteínas Foxos356. Diversos 

estudos têm demonstrado o papel dos FoxOs na tumorigênese, sendo sugerido que estes 

fatores de transcrição possuem papel de supressores tumorais em vários tipos de tumores, 

incluindo o câncer de mama357. Considerando que os dados apresentados no presente estudos 

sugerem que esta via pode estar especialmente desregulada em tumores BRCAX em relação 

aos tumores BRCA1 e BRCA2, alvos terapêuticos que visem a restauração desta via podem ser 

explorados como possíveis estratégias de tratamento para tumores BRCAX. 
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7 CONCLUSÕES 

 

I. Foram identificados três miRNAs diferencialmente expressos (miR-99b-5p; miR-

539-5p; e miR-24-3p) e compartilhados entre tumores da mama hereditários e esporádicos por 

meio do ensaio nCounter da NanoString, sugerindo a importância destes miRNAs na 

carcinogênese e progressão tumoral do câncer de mama independente da origem genética. 

 

II. Tecidos normais da mama de portadoras de variantes patogênicas em BRCA1 ou 

BRCA2 apresentaram alteração nos perfis de expressão de miRNAs quando comparados aos 

tecidos normais de não-portadoras, observação que sugere que alterações biológicas podem 

ser apresentadas mesmo antes de uma provável transformação maligna devido à instabilidade 

genômica causada pela disfunção de BRCA1 e BRCA2. 

 

III. Foram evidenciados 25 miRNAs específicos e diferencialmente expressos entre 

tumores hereditários e tecidos normais (miR-200b-3p; miR-25-3p; miR-29b-3p; miR-135b-5p; 

miR-342-3p; miR-106a-5p + miR-17-5p; miR-125a-5p; miR-200c-3p; miR-181a-5p; miR-20a-5p + 

miR-20b-5p; miR-19b-3p; let-7d-5p; miR-15a-5p; miR-4454 + miR-7975; miR-15b-5p; miR-21-

5p; miR-16-5p; miR-141-3p; miR-22-3p; miR-142-3p; miR-196a-5p; miR-191-5p; miR-106b-5p; 

miR-32-5p; miR-93-5p). Por meio da análise de performance diagnóstica, todos os miRNAs 

demonstraram alta acurácia para discriminação de tumores hereditários (BRCA1, BRCA2 e 

BRCAX) dos tecidos normais da mama, sugerindo o papeis de possíveis biomarcadores a estes 

miRNAs. 

 

IV. Foram evidenciados 8 miRNAs diferenciamente expressos entre os tumores mama 

hereditário independentes do subtipo molecular (miR-140-5p; miR-99a-5p; miR-100-5p; miR-

23a-3p; miR-424-5p; miR-15a-5p; miR-148a-3p; miR-451a), e cujos perfis de expressão se 

apresentaram marcadamente específicos para tumores BRCAX. Por meio da análise de 

performance diagnóstica, todos os miRNAs demonstraram alta acurácia para discriminação de 

tumores BRCAX dos tumores BRCA1/2. No entanto, a performance não se demonstrou eficaz 

para discriminação de tumores BRCA1 de tumores BRCA2, sugerindo um provável papel de 

biomarcadores específicos para tumores da mama BRCAX. 
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V. Por meio de análises com ferramentas de bioinformática, foi possível observar que 

os 25 miRNAs diferencialmente expressos entre tumores hereditários e tecidos normais da 

mama podem afetar a expressão de dezenas de genes especialmente envolvidos em processos 

biológicos associados à proliferação celular. Contudo, considerando que tumores BRCAX 

também foram incluídos na análise de expressão diferencial, acredita-se que seriam necessários 

mais estudos para investigar os genes alvos e vias de sinalização especificamente desregulados 

em tumores da mama com variantes patogênicas em BRCA1 e BRCA2. 

 

VI. A análise de predição de alvos e enriquecimento de vias biológicas dos 8 miRNAs 

diferencialmente expressos entre tumores BRCAX e tumores BRCA1/2 demonstrou, além de 

vias de proliferação celular tipicamente alteradas no câncer de mama esporádico (vias de 

sinalização das MAPK e PI3K-Akt), que a desregulação destes miRNAs pode afetar a expressão 

de genes envolvidos na via de sinalização dos Foxos, supressores tumorais comumente 

associados com processos de regulação do ciclo celular, apoptose, resposta a danos no DNA e 

resistência ao estresse oxidativo. Estes achados sugerem a possibilidade de investigação de 

novos alvos terapêuticos que poderiam ser direcionados à pacientes de famílias BRCAX. 
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ANEXOS 

ANEXO A – Ficha de coleta de dados clínicos e patológicos. 

 

Ficha 1  

AVALIAÇÃO DOS PAPEL DOS MICRORNAS NA PREDIÇÃO DO CÂNCER DE MAMA HEREDITÁRIO  

Márcia Maria Chiquitelli Marques Silveira / Danielle Pessôa Pereira  

Identificação  

1  
ID NAP  

  
1  

  

2  
Iniciais do paciente  

  
2  

  

3  
RH  

_ _ - _ _ _ _ _  
3  

  

4  
Data de Nascimento  

DD/MM/AAAA  
4  ____/____/________  

5  
Grupo de estudo  

1- Mutação BRCA1; 2- Mutação BRCA2; 3- Controle; 99- Ignorado  
5    

CARACTERÍSTICAS SOCIODEMOGRÁFICAS E FATORES DE RISCO  

6  
Data de admissão hospitalar  

DD/MM/AAAA  
6  ____/____/________  

7  
Idade da menarca  

Em anos; 99- Ignorado  
7  

  

8  
Já teve alguma gravidez  

0- Não; 1- Sim; 99- Ignorado  
8  

  

9  
Se sim, qual a idade da primeira gravidez  

Em anos; 99- Ignorado  
9    

10  
Biópsia prévia da mama  

0- Não; 1- Sim; 99- Ignorado    
10    

11  
Achado de hiperplasia atípica  

0- Não; 1- Sim; 88- Não se aplica; 99- Ignorado  
11  

  

12  
Achado de hiperplasia lobular  

0- Não; 1- Sim; 88- Não se aplica; 99- Ignorado  
12  

  

13  
Número de familiares de primeiro grau com câncer de mama  

Número; 888- Não se aplica; 999- Ignorado  
13  

  

14  
Biópsia do diagnóstico realizada no HCB?  

0- Não; 1- Sim; 99- Ignorado    
14  

  

15  
Número do anatomopatológico da biópsia  

Número; 888- Não se aplica; 999- Ignorado  
15  
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16  
Data da biópsia do diagnóstico  

DD/MM/AAAA  
16  ____/____/________  

ASPECTOS CLINICOS E PATOLÓGICOS  

17  
Câncer de mama bilateral  

0- Ausente; 1- Presente; 99- Ignorado  
17    

18  
Data da cirurgia  

DD/MM/AAAA  
18  ____/____/________  

19  
Tratamento cirúrgico na mama  

0- Não; 1- Quadrantectomia; 2- Mastectomia; 99- Ignorado  
19  

  

20  

Tratamento cirúrgico na axila  

  

                            0- Não; 1- LS; 2- LS + Axilar; 3- Esvaziamento axilar; 99- Ignorado  

20  

  

21  
Número de linfonodos dissecados  

Em números; 888- Não se aplica; 999- Ignorado  
21  

  

22  
Número de linfonodos positivos  

Em números; 888- Não se aplica; 999- Ignorado  
22  

  

23  
Tipo histológico  

1- Ductal Invasivo; 2- Lobular Invasivo; 99- Ignorado  
23  

  

24  
Número do anatomopatológico da cirurgia  

888- Não se aplica; 999- Ignorado  
24  

  

25  
Grau histológico de Nottingham  

1- Grau 1; 2- Grau 2; 3- Grau 3; 99- Ignorado  
25  

  

26  
Grau nuclear   

1- Grau 1; 2- Grau 2; 3- Grau 3; 99- Ignorado  
26  

  

27  
RE  

0- Negativo; 1- Positivo; 99- Ignorado  
27  

  

28  
RP  

0- Negativo; 1- Positivo; 99- Ignorado  
28  

  

29  
Ki67  

Em %; 99- Ignorado  
29  

  

30  

Her 2 Imunohistoquimica    

  

1- +/3; 2- ++/3; 3- +++/3; 99- Ignorado  

30  

  

31  
Her 2 FISH/DISH       

0- Negativo; 1- Positivo; 2- ++/Não realizado; 99- Ignorado  
31  

  

32  
Her2 conclusão  

0- Negativo; 1- Positivo; 99- Ignorado  
32  

  

33  
CK5/6    

0- Negativo; 1- Positivo; 99- Ignorado  
33  
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34  
CK 14  

0- Negativo; 1- Positivo; 99- Ignorado  
34  

  

35  

Subtipo molecular  

1- Luminal A; 2- Luminal B HER-; 3- Luminal B HER+; 4- HER superexpresso; 5- Basal-like; 6- Triplo negativo; 

7Outro; 88- Não se aplica; 99- Ignorado   

35  

  

36  
pT  

0- Tis; 1- T1; 2- T2; 3- T3; 4- T4; 5- T5; 99- Tx  
36  

  

37  
pN  

0- N0; 1- N1; 2- N2; 3- N3; 99- Nx  
37  

  

38  
pM  

0- M0; 1- M1; 99- Ignorado   
38  

  

39  
Estadiamento patológico   

1- I; 2- II; 3- III; 4- IV; 99- Ignorado  
39  

  

SEGUNDO TUMOR PRIMARIO  

40  
Segundo tumor primário  

0- Não; 1- Sim; 99- Ignorado  
40  

  

41  
Tratamento cirúrgico na mama  

0- Não; 1- Quadrantectomia; 2- Mastectomia; 99- Ignorado  
41  

  

42  

Tratamento cirúrgico na axila  

  

                            0- Não; 1- LS; 2- LS+ Axilar; 3- Esvaziamento axilar; 99- Ignorado  

42  

  

43  
Número de linfonodos dissecados  

Número; 888- Não se aplica; 999- Ignorado  
43  

  

44  
Número de linfonodos positivos  

Número; 888- Não se aplica; 999- Ignorado  
44  

  

45  
Tipo histológico  

1- Ductal Invasivo; 2- Lobular Invasivo; 99- Ignorado  
45  

  

46  
Número do anatomopatológico da cirurgia  

Número; 888- Não se aplica; 999- Ignorado  
46  

  

47  
Grau histológico de Nottingham  

1- Grau 1; 2- Grau 2; 3- Grau 3; 99- Ignorado  
47  

  

48  
Grau nuclear   

1- Grau 1; 2- Grau 2; 3- Grau 3; 99- Ignorado  
48  

  

49  
RE  

0- Negativo; 1- Positivo; 99- Ignorado  
49  

  

50  
RP  

0- Negativo; 1- Positivo; 99- Ignorado  
50  

  

51  
Ki67  

Em %; 99- Ignorado  
51  
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52  

Her 2 Imunohistoquimica    

  

1- +/3; 2- ++/3; 3- +++/3; 99- Ignorado  

52  

  

53  
Her 2 FISH/DISH       

0- Negativo; 1- Positivo; 2- ++/Não realizado; 99- Ignorado  
53    

54  
Her2 conclusão  

0- Negativo; 1- Positivo; 99- Ignorado  
54  

  

55  
CK5/6    

0- Negativo; 1- Positivo; 99- Ignorado  
55  

  

56  
CK 14  

0- Negativo; 1- Positivo; 99- Ignorado  
56  

  

57  

Subtipo molecular  

1- Luminal A; 2- Luminal B HER-; 3- Luminal B HER+; 4- HER superexpresso; 5- Basal-like; 6- Triplo negativo; 

7Outro; 88- Não se aplica; 99- Ignorado   

57  

  

58  
pT  

0- Tis; 1- T1; 2- T2; 3- T3; 4- T4; 5- T5; 99- Tx  
58  

  

59  
pN  

0- N0; 1- N1; 2- N2; 3- N3; 99- Nx  
59  

  

60  
pM  

0- M0; 1- M1; 99- Ignorado   
60  

  

61  
Estadiamento patológico   

1- I; 2- II; 3- III; 4- IV; 99- Ignorado  
61  

  

QUIMIOTERAPIA  

62  
Tratamento quimioterápico  

0- Não; 1- Sim; 99- Ignorado  
62  

  

63  
Tipo de quimioterapia  

1- Neoadjuvante; 2- Adjuvante; 99- Ignorado  
63  

  

 

64  
Esquema de QT  

1- AC; 2- ACT; 3- CMF; 4- Outro; 88- Não se aplica; 99- Ignorado  
64  

  

65  
Se outro esquema descreva  

Descrever; 88- Não se aplica; 99- Ignorado  
65  

  

66  
Data de início do tratamento quimioterápico  

DD/MM/AAAA  
66  ____/____/________  

67  
Data de término do tratamento quimioterápico  

DD/MM/AAAA  
67  ____/____/________  

HORMONIOTERAPIA  

68  
Tratamento hormonioterápico  

0- Não; 1- Sim; 99- Ignorado  
68  
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69  
Data de início do tratamento hormonioterápico  

DD/MM/AAAA  
69  ____/____/________  

70  
Data de finalização do tratamento hormonioterápico  

DD/MM/AAAA  
70  ____/____/________  

71  
Tipo de hormonioterapia  

1- TMX; 2- Anastrozol; 3- Outro; 4- Outros 88- Não se aplica; 99- Ignorado  
71  

  

72  
Se outro tipo de hormonioterapia, descreva  

Descrever; 88- Não se aplica; 99- Ignorado  
72  

  

TERAPIA ALVO  

73  
Trastzumab  

0- Não HER+; 1- Neoadjuvante; 2-Adjuvante; 3- Não realizado; 88- Não se aplica; 99- Ignorado  
73  

  

RADIOTERAPIA  

74  
Radioterapia  

0- Ausente; 1- Presente; 99- Ignorado  
74  

  

75  
Radioterapia local (plastrão)  

0- Ausente; 1- Presente; 99- Ignorado  
75  

  

76  
Radioterapia de fossa supraclavicular  

0- Ausente; 1- Presente; 99- Ignorado  
76  

  

RECIDIVA  

77  
Recidiva local  

0- Não; 1- Sim; 99- Ignorado  
77  

  

78  

Local da recidiva local    

  

 1- Plastrão; 2- Mesma mama; 3- Esternal; 4- Outro; 88- Não se aplica; 99- Ignorado  

78  

  

79  
Recidiva locorregional  

0- Não; 1- Sim; 99- Ignorado  
79  

  

80  

Local da recidiva locorregional    

  

1- Fossa Supraclavicular; 2- axila homolateral; 3- axilar oposta; 4- mama oposta 5- outro; 88- Não se aplica;  

99- Ignorado  

80  

  

81  
Data da recidiva locorregional  

DD/MM/AAAA  
81  ____/____/________  

82  
Metástase à distância  

0- Não; 1- Sim; 99- Ignorado  
82  

  

83  
Data da recidiva à distância  

DD/MM/AAAA  
83  ____/____/________  

84  
Local metástase à distância – Cerebral                                

0- Não; 1- Sim; 88 - Não se aplica; 99- Ignorado  
84  

  

85  Local metástase à distância – Hepática                                      85    
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                                                                          0- Não 1- Sim; 88 - Não se aplica; 99- Ignorado  

86  
Local metástase à distância – Óssea                                           

                                                                          0- Não 1- Sim; 88 - Não se aplica; 99- Ignorado  
86  

  

87  
Local metástase à distância – Pulmonar                                   

                                                                          0- Não 1- Sim; 88 - Não se aplica; 99- Ignorado  
87  

  

88  
Local metástase à distância - Outras  

Descrever; 88- Não se aplica; 99- Ignorado  
88  

  

89  
Segundo tumor primário  

0- Não; 1- Sim; 99- Ignorado  
89  

  

90  
Local segundo tumor primário                    

 0- Ausente; 1- Ovário; 2- Trompa de falópio; 3- Cólon/reto; 4- Pâncreas; 5- Outro; 88- Não se aplica; 99- Ignorado  
90  

  

91  
Se outro local, descreva  

Descrever; 88- Não se aplica; 99- Ignorado  
91  

  

92  
Estadio clínico segundo primário   

0-0; 1- I; 2- II; 3- III; 4- IV; 88- Não se aplica; 99- Ignorado  
92  

  

DESFECHO CLÍNICO  

93  

Estado atual da paciente  

1- Vivo sem doença; 2- Vivo com doença; 3- Óbito por CA; 4- Óbito por outra causa; 5-Óbito sem especificação; 

99- Ignorado  

93  

  

94  Perda de seguimento  
0- Não; 1- Sim; 99- Ignorado  94    

95  Data da última informação (consulta ou óbito)                           
                     DD/MM/AAAA  95  ____/____/________  

96  Data do levantamento  
DD/MM/AAAA  96  ____/____/________  
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ANEXO B – Parecer consubstanciado do Comitê de Ética 
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ANEXO C – Resultado sumarizado da pesquisa por variantes de nucleotídeo único em genes 

de alto risco para o câncer de mama a partir de amostra de uma paciente jovem com idade 

inferior a <35 anos e sem história familiar sugestiva de síndrome HBOC.   

 

Locus Ref. Genótipo Gene Localização Função Alteração ClinVAr 

chr13:32899388 A A/C BRCA2 Intrônico Desconhecida c.425+67A>C Benigna 

chr13:32906480 A A/C BRCA2 Exônico Missense c.865A>C Benigna 

chr13:32906729 A A/C BRCA2 Exônico Missense c.1114A>C 
Benigna: 
significado incerto 

chr13:32906980 A A/G BRCA2 Exônico Sinonímia c.1365A>G Benigna 

chr13:32910351 G G/T BRCA2 Intrônico Desconhecida c.1910-51G>T Benigna 

chr13:32910721 T T/C BRCA2 Exônico Sinonímia c.2229T>C Benigna 

chr13:32911463 A A/G BRCA2 Exônico Missense c.2971A>G Benigna 

chr13:32913055 A G/G BRCA2 Exônico Sinonímia c.4563A>G Benigna 

chr13:32915005 G C/C BRCA2 Exônico Sinonímia c.6513G>C Benigna 

chr13:32929387 T C/C BRCA2 Exônico Missense c.7397T>C 
Benigna: 
significado incerto 

chr13:32936646 T T/C BRCA2 
Sítio de 
splicing Desconhecida c.7806-14T>C Benigna 

chr13:32953388 T T/C BRCA2 Intrônico Desconhecida c.8755-66T>C Benigna 

chr13:32953550 G G/A BRCA2 Exônico Missense c.8851G>A 

Benigna: 
provavelmente 
benigna 

chr17:7578115 T C/C TP53 Intrônico Desconhecida c.672+62A>G Benigna 

chr17:7578645 C T/T TP53 Intrônico Desconhecida c.376-91G>A Benigna 

chr17:7579472 G C/C TP53 Exônico Missense c.215C>G 
Benigna: 
significado incerto 

Não foram evidenciadas variantes relevantes nos genes BRCA1 e PTEN.  

Ref.: referência. 
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ABSTRACT 27 

Background: MicroRNAs (miRNAs) are small non-coding RNAs involved in post-28 

transcriptional gene expression regulation and have been described as key regulators of 29 

carcinogenesis. Aberrant miRNA expression has been frequently reported in sporadic 30 

breast cancers, but few studies have focused on profiling hereditary breast cancers. In 31 

this study, we aimed to identify specific miRNA signatures in hereditary breast tumors 32 

and to compare with sporadic breast cancer and normal breast tissues. 33 

Methods: Global miRNA expression profiling using NanoString technology was 34 

performed on 43 hereditary breast tumors (15 BRCA1, 14 BRCA2, and 14 BRCAX), 23 35 

sporadic breast tumors and 8 normal breast tissues. These normal breast tissues derived 36 

from BRCA1- and BRCA2- mutation carriers (n=5) and non-mutation carriers (n=3). 37 

Subsequently, we performed receiver operating characteristic (ROC) curve analyses to 38 

evaluate the diagnostic performance of differentially expressed miRNAs. Putative target 39 

genes of each miRNAs considered as potential biomarkers were identified using miRDIP 40 

platform and used for pathway enrichment analysis. 41 

Results: miRNA expression analyses identified several profiles that were specific to 42 

hereditary breast cancers. A total of 25 miRNAs were found to be differentially 43 

expressed (fold change: >2.0 and p<0.05) and considered as potential biomarkers (area 44 

under the curve >0.75) in hereditary breast tumors compared to normal breast tissues, 45 

with an expressive upregulation among BRCAX cases. Furthermore, bioinformatic 46 

analysis revealed that these miRNAs shared target genes involved in ErbB, FoxO, and 47 

PI3K-Akt signaling pathways.  48 

Conclusions: Our results showed that miRNA expression profiling can differentiate 49 

hereditary from sporadic breast tumors and normal breast tissues. These miRNAs were 50 

remarkably deregulated in BRCAX hereditary breast cancers. Therefore, miRNA 51 

signatures can be used as potential novel diagnostic biomarkers for the prediction of 52 

BRCA1/2- germline mutations and may be useful for future clinical management. 53 

 54 

Keywords: microRNA; biomarker; NanoString; hereditary breast tumors 55 
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BACKGROUND 56 

Breast cancer is the most commonly diagnosed cancer among women worldwide 57 

after non-melanoma skin cancer and the leading cause of cancer-related deaths in 58 

developing countries [1,2]. Although most breast tumors arise due to acquired 59 

mutations caused mainly by lifestyle and environmental factors, approximately 5% to 60 

10% are attributable to inherited pathogenic variants in cancer-predisposing genes [3,4]. 61 

Indeed, breast tumors have been reported within the tumor spectrum of many 62 

hereditary cancer syndromes [5]. However, the most common entity linked to inherited 63 

breast cancer is the hereditary breast and ovarian cancer (HBOC) predisposition 64 

syndrome, which is a highly penetrant, autosomal dominant condition primarily caused 65 

by germline pathogenic variants in breast cancer type 1 and 2 susceptibility genes 66 

(BRCA1 and BRCA2) [3-6]. Although 50% of suggested HBOC cases are of unknown 67 

genetic origin (also termed ‘BRCAX’), pathogenic variants in BRCA1/2 are more frequent 68 

(9-29%) than pathogenic variants in other high-penetrance genes (4-11%) [7,8]. 69 

BRCA1 and BRCA2 are well-known tumor suppressor genes (TSGs) involved in 70 

many cellular processes implicated in the maintenance of genome integrity. Therefore, 71 

pathogenic variants in BRCA1 or BRCA2 can disrupt important biological functions, 72 

allowing the accumulation of genetic alterations and consequently increasing cancer 73 

susceptibility [9,10]. Indeed, female individuals who carry a BRCA1/2-germline variant 74 

have a lifetime risk of developing breast cancer of up to 87% [11]. This may present a 75 

high histologic grade and, in particular for BRCA1-mutation carriers, a high mitotic index 76 

and triple-negative phenotype [12]. The identification of BRCA1/2-pathogenic variants 77 

is imperative and could directly impact on prevention, early cancer diagnosis, and clinical 78 

management of patients. 79 

Genetic counseling and testing for BRCA1/2-germline mutations are currently 80 

available; however, screening of these mutations is still expensive and time-consuming 81 

because both genes do not present mutational hotspot regions; thus, such genetic 82 

alterations can occur throughout all the coding sequences [13]. Accordingly, many 83 

prediction models have been developed and are widely used to estimate the pre-test 84 

likelihood of identifying individuals and families at high risk for carrying these mutations 85 

[14-18]. Some studies that have evaluated the performance of the breast cancer genetic 86 
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risk models reported low specificity rates for predicting BRCA1/2-germline mutations 87 

[19-22]. Therefore, there is a need to define additional parameters that could 88 

complement the current criteria adopted by the available prediction models to provide 89 

an accurate and effective selection of patients that should proceed to BRCA1/2 genetic 90 

testing. 91 

MicroRNA (miRNA) are small non-coding RNAs that could promote tumor 92 

development and/or progression by disturbing oncogenes and tumor suppression 93 

expression patterns [23-25]. Several studies have found distinctive miRNA expression 94 

profiles in a wide range of human tumors, suggesting that miRNA profiling could be used 95 

for diagnostic purposes [26-29]. An advantage of miRNAs is that they are more resistant 96 

to degradation caused by the formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) tissue processing 97 

[30]. However, little is known about miRNA expression in hereditary breast cancers 98 

(HBC) [31-33]. Moreover, it remains unclear whether miRNA profiling could be useful to 99 

distinguish BRCA1/2-mutation carriers from non-carriers. 100 

In order to identify miRNA signatures that could serve as potential biomarkers to 101 

discriminate HBC, we evaluate the expression profiles of miRNAs in HBC tumors, 102 

sporadic breast cancer (SBC), and normal breast tissues (NBT) from carriers and non-103 

carriers of BRCA1 or BRCA2 pathogenic germline mutations using NanoString 104 

technology. We demonstrate that miRNA expression profiles can discriminate HBC from 105 

SBC and BRCAX breast cancer. Therefore, these miRNAs could be useful as potential 106 

diagnostic biomarkers to improve the performance of the BRCA1/2-mutation prediction 107 

models and impact on the clinical management of breast cancer patients who may 108 

benefit from platinum-based chemotherapy and PARP inhibitors, such as olaparib [34].  109 

 110 

METHODS 111 

Study population and clinicopathological features 112 

A retrospective cohort study was performed in a total of 74 unrelated female 113 

patients admitted at Barretos Cancer Hospital between 2003 and 2017, including 66 114 

patients with primary invasive breast cancer and 8 patients attended for reasons other 115 

than personal history of malignancy. Our cohort comprised 29 HBC patients harboring a 116 
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confirmed BRCA1 (n=15) or BRCA2 (n=14) pathogenic germline mutation (a subset of 117 

cases derived from a larger population [35]); 14 HBC patients who did not harbor 118 

pathogenic germline mutations in BRCA1, BRCA2 or other known high-risk genes (TP53 119 

and PTEN) – therefore considered as BRCAX; 23 SBC patients with no family history of 120 

breast and/or ovarian cancer; five healthy individuals harboring a BRCA1 (n=3) or BRCA2 121 

(n=2) pathogenic germline mutation who had undergone prophylactic mastectomies; 122 

and three healthy patients with no family history of breast and/or ovarian cancer.  123 

All patients belonging to high-risk HBOC families were referred by the 124 

Department of Oncogenetics of Barretos Cancer Hospital for genetic testing after 125 

fulfilling the clinical criteria defined by the National Comprehensive Cancer Network for 126 

a personal and/or family history of HBOC. Healthy BRCA1/2-mutation carriers were 127 

referred after a pathogenic germline mutation was identified in their families and were 128 

invited to undergo a mutation-specific predictive genetic test. All information regarding 129 

genetic counseling, genetic testing, and the management of the families at risk for 130 

hereditary cancer in our institution have been described in detail elsewhere [36]. 131 

 132 

Pathological evaluation 133 

All clinical and pathological data were collected from medical records. Histologic 134 

tumor grade was assessed by the modified Scarff-Bloom-Richardson grading system. 135 

Tumor staging was performed according to the seventh edition of the American Joint 136 

Committee on Cancer TNM system. Breast cancers were also classified into three 137 

intrinsic molecular subtypes (luminal, human epidermal growth factor receptor 2 138 

(HER2)+, and triple-negative) based on the combined evaluation of estrogen receptor 139 

(ER), progesterone receptor (PR), and HER2 expression status according to the 13th St 140 

Gallen International Expert Consensus [37]. Evaluation of ER, PR, and HER2 status was 141 

done using FFPE sections as part of routine practice at the Pathology Department for 142 

breast cancer clinical assessment defined according to current guidelines [38-40]. 143 

 144 

Sample collection and RNA isolation 145 
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FFPE breast tissue samples were obtained from the archives at the Department 146 

of Pathology of the Barretos Cancer Hospital. FFPE samples underwent total RNA 147 

isolation using the QIASymphony SP automated system based on magnetic-bead 148 

technology (QIAGEN, Hilden, Germany) according to the manufacturer’s protocol (RNA 149 

130 FFPE). Quantification and RNA quality assessment were performed using a 150 

Nanodrop 2000 spectrophotometer (NanoDrop Products, Wilmington, DE, USA). 151 

 152 

NanoString nCounter miRNA assay 153 

miRNA expression profiling was performed using the nCounter Human v3 miRNA 154 

Expression Assay Kit (NanoString Technologies, Seattle, WA, USA), according to the 155 

manufacturer’s protocol. Briefly, 100 ng of total RNA from each sample underwent 156 

sample preparation involving multiplexed annealing of specific tags onto the 3' end of 157 

each mature miRNA, followed by a ligation reaction and an enzymatic purification to 158 

remove non-ligated tags. Next, miRNAs were hybridized with probe pairs which 159 

comprised biotin-labeled capture probes and fluorescent color-barcoded reporter 160 

probes for 21 h at 65°C. For sample preparation and hybridization steps, a Veriti 96-Well 161 

Thermal Cycler (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) was used to ensure the 162 

temperature control required for the enzymatic reactions. Unhybridized probes were 163 

washed away using magnetic bead-based purification on the nCounter Prep Station 164 

(NanoString Technologies, Seattle, WA, USA). Purified target-probe complexes were 165 

subsequently eluted from the beads and immobilized on cartridges with streptavidin-166 

covered surfaces. Finally, the cartridges were transferred into the nCounter Digital 167 

Analyzer (NanoString Technologies, Seattle, WA, USA) for data collection consisting of 168 

digital imaging and direct quantification of the individual fluorescent barcodes. 169 

 170 

NanoString data analysis 171 

NanoString raw data were submitted to R version 3.6.1 (R Foundation, Vienna, 172 

Austria) and analyzed using the NanoStringNorm R package (version 1.1.21) [41]. Briefly, 173 

the following normalization steps were applied after probe-level background correction 174 

by code-count normalization using geometric mean parameter and sample content was 175 
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normalized using the top 10 low Coefficient Vallue (CV) probes’ values. Normalized data 176 

were log2-based transformed and subsequently used as input for the differential 177 

expression analyses. Statistical analysis of differential expression in R was performed 178 

using the Linear Models for Microarray Data (limma) package from Bioconductor, 179 

considering a p-value less than 0.05 and a two-fold change difference in the expression 180 

levels between the groups evaluated. The miRNAs differentially expressed were further 181 

filtered according to (i) the presence in normal vs. sporadic group comparisons, and (ii) 182 

miRNAs presenting an AUC-ROC ≤0.75 were excluded. ROC curve analyses were 183 

performed using the ROCR R package. Heatmaps of miRNA expression were generated 184 

using the ComplexHeatmaps R package. 185 

 186 

Target prediction and pathway enrichment analysis 187 

We identified putative target genes of all differentially expressed miRNAs 188 

through the microRNA Data Integration Portal (mirDIP) 189 

(http://ophid.utoronto.ca/mirDIP/), a web-based computational database that 190 

integrates dozens of bioinformatic tools for miRNA target prediction. We restricted our 191 

search by considering predicted miRNA-target interactions under very high confidence 192 

(top 1%). From the obtained gene lists, we selected targets predicted by at least three 193 

of the following five prediction tools: DIANA, microrna.org, RNA22, RNAHybrid, and 194 

TargetScan. Considering the mechanism by which miRNAs downregulate their target 195 

genes and may impact on carcinogenesis and tumor progression, we only focused on 196 

genes previously described as TSGs or oncogenes in human cancers according to the 197 

Catalogue of Somatic Mutations in Cancer (COSMIC) 198 

(https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic). The gene lists generated after applying all these 199 

selection criteria were used as input data for further analysis in Cytoscape (version 200 

3.6.1), software for integration, visualization, and investigation of regulatory networks 201 

(https://cytoscape.org/). To evaluate whether co-expressed miRNAs could 202 

cooperatively affect breast cancer-related biological processes and pathways, we 203 

performed Gene Ontology (GO) enrichment analysis using the ReactomeFIViz app 204 

(version 7.0.1), a Cytoscape plugin that provides networks of functional regulatory 205 

interactions and curated biological pathways derived from Reactome and other 206 
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databases [42]. For this purpose, only breast neoplasm-associated genes according to 207 

the Cancer Gene Index Annotations provided by the National Cancer Institute were 208 

selected for pathway enrichment and GO analyses through the Load Cancer Index 209 

function available in ReactomeFIViz. Only the process presenting at least three genes 210 

and an FDR-corrected p-value ≤0.05 was considered. 211 

 212 

Statistical analysis 213 

 Patient data were presented as frequencies and percentages for qualitative 214 

variables and mean values ± standard deviation (SD) for continuous variables. An 215 

independent t-test was used to compare mean values and a chi-square test or Fisher's 216 

exact test to compare frequencies. The statistical significance was based on a p-value 217 

≤0.05. All statistical analyses were performed using SPSS Statistics for Windows, version 218 

20.0 (IBM, Armonk, NY, USA). 219 

 220 

RESULTS 221 

MiRNA expression profiling was performed on a total of 74 FFPE samples, which 222 

comprised 43 HBC (15 BRCA1; 14 BRCA2; 14 BRCAX), 23 SBC and 8 NBT from 3 BRCA1-223 

mutation carriers, 2 BRCA2-mutation carriers and 3 non-carriers. Main demographics 224 

and clinicopathological characteristics of the population are showed in Table 1. 225 

 226 

miRNA signatures of sporadic breast tumors  227 

First, we investigated which miRNAs were significantly altered in SBC samples 228 

compared with normal tissues. We found a total of 49 miRNAs significantly upregulated 229 

(fold change values: ≥2.0; p value: <0.05) in sporadic breast tumors as compared to NBT 230 

groups, yet no downregulated miRNAs were found (Figure 1). This first analysis allowed 231 

us to identify whether any miRNAs are shared between the SBC and HBC groups. 232 

 233 

miRNA expression profiling of hereditary breast cancer and normal breast tissues 234 
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In order to explore whether miRNA expression profiling could also discriminate 235 

BRCA1, BRCA2, and BRCAX breast tumors, we performed an analysis of variance 236 

(ANOVA) test to identify a miRNA signature among HBC. We found a total of 73 237 

differentially expressed miRNAs, which comprised 70 upregulated and 3 downregulated 238 

miRNAs. After a supervised hierarchical clustering analysis, we confirmed that 239 

hereditary breast tumors mainly exhibited an upregulated miRNA expression profile as 240 

compared to NBT (Figure 2). We also observed that most BRCA2 breast tumors had 241 

expression patterns similar to BRCAX, especially in the upregulated miRNAs cluster, 242 

whereas most BRCAX breast tumors exhibited a specific expression pattern in the 243 

downregulated miRNAs cluster. Interestingly, we found that some BRCA1/2-mutated 244 

NBT samples did not present homogenous expression among the NBT groups for specific 245 

miRNAs. 246 

 Finally, we verified that 8 miRNAs significantly expressed in HBC were commonly 247 

deregulated in SBC as compared to NBT (hsa-miR-627-3p, hsa-miR-99b-5p, hsa-miR-539-248 

5p, hsa-miR-24-3p, hsa-miR-331-3p, hsa-miR-663a, hsa-miR-362-3p and hsa-miR-145-249 

5p). Therefore, those miRNAs were excluded from the subsequent analysis. 250 

 251 

miRNAs as biomarkers for hereditary breast tumors 252 

Next, we aimed to identify miRNAs that could be potential diagnostic 253 

biomarkers. We identified 25 upregulated miRNAs as potential biomarkers using 254 

receiver operating characteristic (ROC) curve analysis. Our results showed higher 255 

accuracy in distinguishing HBC from NBT (area under the curve [AUC] >0.75) in all groups 256 

(Table 2). We also observed that these miRNAs achieved slightly higher AUC values in 257 

BRCAX breast tumors compared to BRCA1 and BRCA2 breast tumors, suggesting that 258 

these miRNAs have higher specificity and specificity rates for hereditary BRCAX as 259 

compared to BRCA1/2-mutated breast tumors. 260 

Subsequently, we generated a heatmap illustrating the expression patterns of 261 

these potential biomarkers across the samples based on a supervised hierarchical 262 

clustering analysis (Figure 3A). Even though most BRCA2 breast tumors presented 263 

similar miRNA expression profiles to BRCAX tumors as previously mentioned, we 264 
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observed that these potential biomarkers had significantly higher mean fold change 265 

values among BRCAX samples as compared to BRCA1 and BRCA2 breast tumors (Figure 266 

3B). Therefore, our findings suggest that these miRNAs could be suitable in 267 

discriminating hereditary BRCAX breast tumors from BRCA1/2-mutated breast tumors. 268 

 269 

Functional in silico analysis 270 

We further investigated the association of these 25 miRNAs with biological 271 

pathways related to carcinogenesis. Previously described genes in breast cancer, such 272 

as TP53, PTEN, and FOXO1, were identified as target genes in five main pathways, 273 

including ErbB and FoxO signaling, the PI3K-Akt signaling pathway, and miRNAs in cancer 274 

and breast cancer. The most significant pathways of the targets associated with breast 275 

neoplasm and those with putative roles as oncogenes and TSGs are shown in Table 3. 276 

 277 

DISCUSSION 278 

In the present study, miRNA expression profiles were analyzed in a series of 279 

hereditary breast tumors (BRCA1/2 and BRCAX-associated breast tumors), sporadic 280 

breast tumors and NBT from BRCA1/2-germline mutation carriers and non-carriers using 281 

NanoString nCounter Technology. Initially, we identified differentially expressed 282 

miRNAs that could determine a specific signature of SBC vs. NBT that are related to 283 

miRNAs identified in previous studies about sporadic breast tumors (i.e., hsa-miR-145-284 

5p, hsa-miR-429, hsa-miR-137, and hsa-miR-551a) [43-46]. Furthermore, this analysis 285 

was important to identify a specific miRNA signature for SBC and to investigate if any 286 

miRNAs are shared between SBC and HBC. Thus, we found eight miRNAs (hsa-miR-627-287 

3p, hsa-miR-99b-5p, hsa-miR-539-5p, hsa-miR-24-3p, hsa-miR-331-3p, hsa-miR-663a, 288 

hsa-miR-362-3p, and hsa-miR-145-5p) that were also differentially expressed in HBC. 289 

These miRNAs were used as a filter to our next analysis with hereditary breast tumors 290 

and excluded to allow that we would have a specific miRNA expression profiles of HBC. 291 

We found several differentially expressed miRNAs in HBC compared to NBT with 292 

an expressive signature for BRCAX breast tumors. Some of these have been previously 293 
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described as deregulated in BRCA1/2-germline mutation carriers, such as hsa-miR-141-294 

3p; hsa-miR-20a-5p; hsa-miR-21-5p; and hsa-miR-106b-5p [33, 47]. Those miRNAs have 295 

also been reported to be deregulated in sporadic breast tumors [33], supporting the 296 

hypothesis that some miRNAs could have a relevant role in for both sporadic and 297 

hereditary breast cancer carcinogenesis. Furthermore, some of the differentially 298 

expressed miRNAs were also found to be deregulated in some BRCA1/2-mutated NBT 299 

cases, suggesting that NBTs from healthy BRCA1/2-germline mutations carriers might 300 

display biological alterations due to genomic instability caused by impaired BRCA1 and 301 

BRCA2 functions.  302 

We also proposed to investigate whether those differentially expressed miRNAs 303 

could be considered as potential biomarkers for discriminate patients harboring 304 

BRCA1/2-germline mutations from non-carriers. Indeed, many studies investigated the 305 

role of miRNAs as diagnostic biomarkers in SBC, but little has been reported in hereditary 306 

breast tumors. Although limited in terms of the number of specimens used for miRNA 307 

expression profiling, Murria-Estal et al. identified 15 DE miRNAs that could classify 308 

BRCA1, BRCA2, BRCAX and sporadic breast tumors with 75% accuracy. However, miRNAs 309 

validated by quantitative polymerase chain reaction (qPCR) (miR-4417 and miR-423-3p) 310 

could only discriminate hereditary (BRCA1, BRCA2, and BRCAX) from non-hereditary 311 

breast tumors (70.1% accuracy) [31]. On the other hand, Tanic et al. established a 312 

biomarker classifier based on six miRNAs that could distinguish BRCA1/2-mutated from 313 

non-mutated breast tumors with 92% accuracy [32]. Both studies were primarily based 314 

on microarray technology for the screening of differentially expressed miRNAs, a 315 

laborious technique that requires complementary DNA (cDNA) synthetized from highly 316 

stable messenger RNAs (mRNA) – which are rarely obtained from FFPE tissues and other 317 

low-quality samples – and experimental validation by qPCR. In the present study, we 318 

assessed miRNA expression profiles in FFPE samples using NanoString technology – a 319 

high throughput, rapid, reproducible and sensitive platform for molecular quantification 320 

that does not require target sequence amplification and technical replicates [48-51]. All 321 

samples have accurate results using NanoString technology. We found 25 upregulated 322 

miRNAs that could classify HBC (especially BRCAX breast tumors) with high accuracy 323 

rates according to ROC curve analysis (AUC: ≥0.80).  Because BRCAX patients have been 324 

 1 
 2 
 3 
 4 
 5 
 6 
 7 
 8 
 9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 
31 
32 
33 
34 
35 
36 
37 
38 
39 
40 
41 
42 
43 
44 
45 
46 
47 
48 
49 
50 
51 
52 
53 
54 
55 
56 
57 
58 
59 
60 
61 
62 
63 
64 
65 



12 
 

unnecessarily referred to BRCA1/2-germline mutation testing [19-22], we assume that 325 

these miRNAs could identify those patients that might not benefit from genetic testing 326 

and personalized therapies, such as platinum-based chemotherapy and PARP inhibitors 327 

[34]. 328 

Finally, in silico pathway analysis identified several common target genes 329 

involved in breast cancer carcinogenesis of the 25 miRNAs identified as potential 330 

biomarkers for BRCA1/2-germline mutation carriers and BRCAX patients using 331 

ReactomeFIViz. These genes are associated with important pathways, including ErbB 332 

and FoxO signaling, the PI3K-Akt signaling pathway, and miRNAs in cancer and breast 333 

cancer. However, because BRCAX breast tumors were also included in the HBC group, 334 

we believe that further studies are needed to investigate target genes and signaling 335 

pathways specifically deregulated in BRCA1/2-mutated breast tumors. 336 

 337 

CONCLUSIONS 338 

In conclusion, this work provides the first evidence of a molecular profile of 339 

miRNAs that could discriminate with high accuracy BRCA1/2-germline mutation carriers 340 

and BRCAX from NBT in Brazilian women using NanoString technology. Furthermore, 341 

these miRNAs could have potential value as a complementary clinical diagnostic tool to 342 

identify breast cancer patients that could benefit from BRCA1/2-mutations genetic 343 

testing and personalized clinical management. However, further larger prospective 344 

studies are required to validate these profiles. 345 

 346 

LIST OF ABBREVIATIONS 347 

ANOVA: analysis of variance; AUC: area under the curve; ER: estrogen receptor; FDR: 348 

false discovery rate; FFPE: formalin-fixed paraffin-embedded; HBC: hereditary breast 349 

cancer; HBOC: hereditary breast and ovarian cancer syndrome; HER2: human epidermal 350 

growth factor receptor 2; miRNA: microRNA; NBT: normal breast tissue; PR: 351 

progesterone receptor; qPCR: quantitative polymerase chain reaction; ROC: receiver 352 
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operating characteristic; SBC: sporadic breast cancer; TSG: tumor suppressor gene; WT: 353 

wild type.  354 
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FIGURE TITLES 588 

 589 

Figure 1. Heat map showing a supervised clustering of differentially expressed miRNAs 590 

between NBT and SBC. Each column indicates a sample and each row, a microRNA. Red 591 

color indicates upregulation and green, downregulation. NBT: normal breast tissues; 592 

SBC; sporadic breast cancers. 593 

 594 

Figure 2. Heat map showing a supervised clustering of differentially expressed miRNAs 595 

between NBT and HBC. Each column indicates a sample and each row, a miRNA. Red 596 

color indicates upregulation and green, downregulation. NBT: normal breast tissues; 597 

HBC: hereditary breast cancers. 598 

 599 

Figure 3. Expression patterns of the best biomarkers according to ROC curve analysis 600 

between NBT and HBC. A) Heat map showing supervised clustering of the best 601 

biomarkers. Each column indicates a sample and each row, a miRNA. Red color indicates 602 

upregulation and green, downregulation. B) Expressive upregulated cluster of miRNAs 603 

in hereditary breast cancer (especially BRCAX) vs normal breast tissues. NBT: normal 604 

breast tissues; HBC: hereditary breast cancers. 605 
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TABLES 614 

 615 

Table 1. Clinicopathological features of the patients included in the differential expression analyses. 

Characteristics 

  HBC   SBC   NBT 

  BRCA1   BRCA2   BRCAX   

n = 23 

  BRCA1/2   WT 

  n = 15   n = 14   n = 14     n = 5   n = 3 

Clinical  

Age at diagnosis, y 

                        

    Mean (SD)   43.73 (8.30)   44.57 (11.18)   41.78 (12.14)   48.73 (10.45)   41.80 (5.89)   58.00 (9.16) 

    Range   29 - 59   26 - 67   25 - 66   30 - 77   35 - 51   50 - 68 

Pathological, n (%)             

Grade (SBR)*                   −   − 

....1   1 (6,7)   0   1 (7.1)   0         

....2   4 (26.7)   5 (35.7)   6 (42.9)   3 (13)         

....3   10 (66.7)   9 (64.3)   7 (50)   20 (87)         

ER*                   −   − 

    Negative   12 (80)   4 (28.6)   5 (35.7)   17 (73.9)         

    Positive   3 (20)   10 (71.4)   9 (64.3)   30 (26.1)         

PR*                   −   − 

    Negative   11 (73.3)   6 (42.9)   7 (50)   19 (82,6)         

    Positive   4 (26.7)   8 (57.1)   7 (50)   4 (17.4)         

HER2 amplification*                   −   − 

    Negative   14 (93.3)   12 (85.7)   11 (78.6)   19 (82,6)         

    Positive   1 (6.7)   2 (14.3)   3 (21.4)   4 (17.4)         

Molecular subtype*                   −   − 

    Luminal   4 (26.7)   11 (78.6)   9 (64.3)   6 (26.1)         

    HER2+   0   0   2 (14.3)   1 (4.3)         
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    Triple-negative   11 (73.3)   3 (21.4)   4 (21.4)   16 (69.6)         

TNM*                   −   − 

    I   2 (13.3)   0   3 (21.4)   1 (4.3)         

    II   9 (60)   4 (28.6)   9 (64.3)   11 (47.8)         

    III   3 (20)   8 (57.1)   1 (7.1)   10 (43.5)         

    IV   1 (6.7)   2 (14.3)   2 (7.1)   1 (4.3)         

(*) For breast tumors only.                     

HBC, hereditary breast cancer; SBC, sporadic breast cancer; NBT, normal breast tissue; WT, wild-type; y, years; SD, standard 
deviation; SBR, Scarff-Bloom-Richardson; ER, estrogen receptor; PR, progesterone receptor; HER2, human epidermal growth 
factor receptor 2. 
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Table 2. ROC curve analysis for miRNAs as potential biomarkers in hereditary breast cancer.  

    Normal vs. BRCA1   Normal vs. BRCA2   Normal vs. BRCAX 

microRNA   Sen  Spe AUC Cutoff   Sen Spe AUC Cutoff   Sen Spe AUC Cutoff 

hsa-miR-28-5p   87% 88% 0.91 4.07   78% 88% 0.84 4.49   100% 100% 1.00 5.37 

hsa-miR-361-3p   93% 75% 0.88 2.49   71% 100% 0.89 3.35   100% 100% 1.00 3.38 

hsa-miR-93-5p   87% 100% 0.93 4.94   86% 100% 0.90 4.97   100% 100% 1.00 5.91 

hsa-miR-32-5p   93% 75% 0.88 2.64   93% 100% 0.93 3.14   100% 100% 1.00 4.24 

hsa-miR-191-5p   80% 88% 0.85 5.61   86% 100% 0.94 6.20   93% 100% 0.99 6.11 

hsa-miR-27b-3p   87% 75% 0.88 3.48   71% 88% 0.82 4.02   100% 100% 1.00 4.74 

hsa-miR-21-5p   60% 100% 0.81 7.20   86% 100% 0.89 7.11   100% 100% 1.00 7.88 

hsa-miR-16-5p   73% 88% 0.87 6.07   78% 88% 0.85 5.92   100% 100% 1.00 6.54 

hsa-miR-340-5p   67% 88% 0.83 3.55   78% 88% 0.87 3.55   93% 100% 0.99 4.16 

hsa-miR-194-5p   100% 63% 0.81 1.71   78% 88% 0.86 2.78   93% 88% 0.95 2.69 

hsa-miR-142-3p   80% 100% 0.93 6.10   71% 100% 0.82 7.39   93% 100% 0.98 6.92 

hsa-miR-22-3p   80% 88% 0.91 3.50   78% 100% 0.84 4.13   100% 100% 1.00 4.10 

hsa-miR-15b-5p   87% 75% 0.88 4.50   71% 100% 0.84 6.47   100% 100% 1.00 6.05 

hsa-miR-141-3p   80% 100% 0.92 5.36   78% 100% 0.89 5.99   93% 100% 0.93 5.77 

hsa-miR-106b-5p   87% 88% 0.92 3.80   93% 75% 0.88 3.21   100% 100% 1.00 4.49 

hsa-miR-425-5p   93% 75% 0.85 1.66   86% 88% 0.95 2.21   93% 88% 0.96 2.43 

hsa-miR-4454 + 
hsa-miR-7975   73% 100% 0.88 13.72   71% 88% 0.82 13.33   100% 100% 1.00 13.88 

hsa-miR-196a-5p   73% 100% 0.87 4.24   86% 100% 0.96 4.29   100% 88% 0.99 4.07 

hsa-miR-324-5p   80% 88% 0.88 3.07   86% 88% 0.84 3.29   86% 100% 0.95 3.62 

hsa-miR-20a-5p 
+ hsa-miR-20b-
5p   67% 88% 0.80 5.06   71% 100% 0.83 5.79   100% 88% 0.98 5.01 

hsa-let-7d-5p   73% 75% 0.83 5.90   71% 88% 0.81 6.36   100% 100% 1.00 6.64 

hsa-miR-19a-3p   67% 100% 0.81 3.21   71% 88% 0.80 3.02   93% 100% 0.99 3.43 

hsa-miR-146a-5p   100% 75% 0.89 3.78   71% 88% 0.85 4.42   86% 88% 0.95 4.43 

hsa-miR-200c-3p   87% 75% 0.88 7.11   71% 100% 0.87 7.95   78% 100% 0.86 7.78 

hsa-miR-106a-5p 
+ hsa-miR-17-5p   60% 100% 0.81 4.79   64% 100% 0.80 4.84   78% 88% 0.92 4.47 

Sen, sensitivity; spe, specificity; AUC, area under the curve.                 
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Table 3. Top five pathways related to the best target candidates of miRNAs differentially expressed between 
normal tissues and BRCA1/2-germline mutation carriers and BRCAX cases. 

Pathway Genes (targets) FDR-corrected Pvalue 

ErbB signaling pathway 
AKT2, AKT3, PRKCB, PLCG1, STAT5B, JUN, CDKN1A, 
CDKN1B, EGFR, NRAS, MAP2K4, MAP2K1, ABL1, PIK3CB, 
NRG1, PIK3CA, SRC, CBL, ERBB3, ERBB4, MAPK1, KRAS 

2,89E-15 

FoxO signaling pathway 

AKT2, AKT3, CREBBP, ATM, CDKN1A, CDKN1B, IKBKB, 
SGK1, EGFR, NRAS, STAT3, STK11, CCND2, CCND1, 
EP300, MAP2K1, FOXO3, FOXO1, SMAD2, SMAD4, 
SMAD3, BCL6, MDM2, PTEN, PIK3CB, TGFBR2, PIK3CA, 
MAPK1, KRAS 

2,89E-15 

MicroRNAs in cancer 

TP63, PRKCB, TP53, PLCG1, CREBBP, ATM, EZH2, 
CDKN1A, CDKN1B, BRCA1, IKBKB, RHOA, EGFR, NRAS, 
CDKN2A, STAT3, TNC, CCND2, CCND1, PIM1, EP300, 
MAP2K1, FOXP1, CCNE1, NOTCH2, NOTCH1, SOCS1, 
ABL1, HMGA2, CDK6, MDM2, BCL2, MDM4, FGFR3, 
PTEN, CASP3, PIK3CA, MET, ERBB3, MAPK1, APC, KRAS 

2,89E-15 

PI3K-Akt signaling pathway 

PPP2R1A, AKT2, MYB, AKT3, KDR, TP53, CDKN1A, 
CDKN1B, BRCA1, IKBKB, RAC1, JAK1, KIT, SGK1, EGFR, 
NRAS, TNC, STK11, CCND3, CCND2, CCND1, MAP2K1, 
TSC1, CCNE1, CSF1R, FOXO3, CDK6, MDM2, BCL2, 
FGFR3, FGFR2, FGFR1, PTEN, PIK3CB, ITGAV, PIK3CA, 
MET, MAPK1, KRAS 

2,89E-15 

Breast cancer 

RB1, AKT2, AKT3, TP53, JUN, CDKN1A, BRCA1, NCOA1, 
KIT, EGFR, NRAS, CTNNB1, CCND1, MAP2K1, NOTCH2, 
NOTCH1, ESR1, CDK6, FGFR1, PTEN, PIK3CB, AXIN2, 
PIK3CA, MAPK1, TCF7L2, APC, KRAS 

2,89E-15 

FDR, false discovery rate.     
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