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RESUMO

O céncer de mama € uma doenga heterogénea, com tumores morfologicamente
semelhantes apresentando respostas terapéuticas e progndsticos distintos. O subtipo
triplo-negativo (TNBC) representa cerca de 15% dos casos e tem como principal
abordagem terapéutica a quimioterapia. A resposta patolégica completa (pCR), avaliada
por meio do indice de carga residual tumoral (RCB), é alcangada por aproximadamente
um tergo das pacientes com TNBC, estando associada a sobrevida livre de doenga em 5
anos superior a 90%. Nesse cenario, alteracbes em genes de reparo do DNA, como
BRCA1, tém sido exploradas como biomarcadores para terapias dirigidas, incluindo
inibidores da PARP. Além disso, os microRNAs (miRNAs) tém se destacado como
potenciais biomarcadores para fins diagnésticos, progndsticos e terapéuticos, dada sua
capacidade de modular vias oncogénicas e supressoras tumorais. Este estudo avaliou a
expressao de miRNAs e PARP1 nas linhagens celulares de cancer de mama MCF-7
(Receptor Hormonal Positivo, HR+), MDA-MB-231 (TNBC, BRCA1 competente) e MDA-
MB-436 (TNBC, BRCA1 mutado). A expressao de miRNAs foi avaliada também em
amostras de bidpsias de pacientes com TNBC, além de analises de dados clinicos e
gendmicos provenientes do TCGA (The Cancer Genome Atlas). Nas analises in vitro,
foram identificadas diferengas significativas na expressao basal de miR-7, miR-21, miR-
671 e miR-146a entre linhagens hormoénio-positivas e triplo-negativas, além de
responsividade de miR-7, miR-21 e miR-146a ao paclitaxel. A expressdo de PARP1 foi
mais elevada nas linhagens triplo-negativas, indicando possivel associagdo com o subtipo
molecular. Nas bidpsias, identificamos miR-7, miR-21 e miR-146a com potencial preditivo
de pCR em pacientes com TNBC. Analises da expressao desses miRNAs em amostras
provenientes do banco de dados TCGA revelaram que miR-146a, isoladamente ou em
combinagdo com miR-21, apresentou associagéo significativa com os desfechos clinicos
PFl e DSS. Além disso, a baixa expressao combinada de miR-7, miR-21 e miR-146a foi
associada a maior risco de progressao da doenca. Os resultados reforgam a influéncia do
contexto molecular na resposta a quimioterapia, e indicam a viabilidade de assinaturas
baseadas em microRNAs como ferramentas preditivas e progndsticas no cancer de mama

triplo-negativo.

Palavras-chave: Céancer de mama triplo-negativo (TNBC); microRNAs; PARP1;

Biomarcadores; Resposta Patolégica Completa; paclitaxel; TCGA.



ABSTRACT

Breast cancer is a heterogeneous disease in which morphologically similar tumors may
exhibit distinct therapeutic responses and prognoses. The triple-negative subtype (TNBC)
accounts for approximately 15% of cases and is primarily treated with chemotherapy.
Pathological complete response (pCR), assessed through the Residual Cancer Burden
(RCB) index, is achieved in about one-third of TNBC patients and is associated with a five-
year disease-free survival rate exceeding 90%. In this context, alterations in DNA repair
genes, such as BRCA1, have been explored as biomarkers for targeted therapies,
including PARP inhibitors. Additionally, microRNAs (miRNAs) have emerged as potential
biomarkers for diagnostic, prognostic, and therapeutic applications, given their capacity to
modulate oncogenic and tumor suppressor pathways. This study evaluated the expression
of miRNAs and PARP1 in breast cancer cell lines MCF-7 (Hormone Receptor Positive,
HR+), MDA-MB-231 (TNBC, BRCAT1-proficient), and MDA-MB-436 (TNBC, BRCA1-
mutated). miRNA expression was also assessed in biopsy samples from TNBC patients,
along with analyses of clinical and genomic data obtained from The Cancer Genome Atlas
(TCGA). In vitro analyses revealed significant differences in the basal expression of miR-
7, miR-21, miR-671, and miR-146a between hormone receptor-positive and triple-negative
cell lines, as well as responsiveness of miR-7, miR-21, and miR-146a to paclitaxel. PARP1
expression was elevated in triple-negative cell lines, suggesting a possible association
with the molecular subtype. In biopsy samples, miR-7, miR-21, and miR-146a
demonstrated predictive potential for pCR in TNBC patients. Analyses of the expression
of these miRNAs in samples from the TCGA database showed that miR-146a, alone or in
combination with miR-21, was significantly associated with the clinical outcomes of
Progression-Free Interval (PFl) and Disease-Specific Survival (DSS). Furthermore, low
combined expression of miR-7, miR-21, and miR-146a was associated with a higher risk
of disease progression. These findings reinforce the influence of molecular context on
chemotherapy response and support the feasibility of miRNA-based signatures as

predictive and prognostic tools in triple-negative breast cancer.

Key words: Triple-negative breast cancer (TNBC); microRNAs; PARP1; Biomarkers;
Pathological Complete Response; paclitaxel; TCGA.
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1 INTRODUGAO

1.1 Cancer de mama

O cancer é um problema de saude publica mundial e figura entre as principais
causas de morte prematura, com uma estimativa de aumento de 12,6 milhdes de
novos casos diagnosticados até 2045. O cancer de mama ocupa a segunda posigao
entre os tipos mais prevalentes no mundo, com 2,3 milhdes de casos e mais de 660
mil mortes registradas em 2022 (1). Excluindo-se o cancer de pele ndao melanoma, o
cancer de mama também é a neoplasia mais frequente em mulheres no Brasil, com
estimativa de 73.610 casos para cada ano do triénio 2023-2025. Apesar dos avancos
cientificos e tecnoloégicos na area de oncologia, neoplasias malignas de mama ainda

representam a primeira causa de morte por cancer entre mulheres (2).

Localizacao Primaria Casos %
Mulheres Mama feminina 73.610 30,1%

Colon e reto 23.660 9,7%
Colo do Utero 17.010 7,0%
Traqueia, bronquio e puimao  14.540 6,0%
Glandula tireoide 14.160 5,8%
Estdmago 8.140 3,3%
Corpo do Utero 7.840 3,2%
Ovario 7.310 3,0%
Pancreas 5.690 2,3%
Linfoma nao Hodgkin 0.620 2,3%

Figura 1. Estimativa de incidéncia de cancer entre mulheres no Brasil. Distribuicdo proporcional dos

dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2023, exceto cancer de pele ndo melanoma (2).

O cancer de mama é uma doenca complexa, caracterizada por um elevado
grau de heterogeneidade, tanto inter quanto intratumoral, motivo pelo qual tumores
morfologicamente semelhantes podem apresentar prognésticos e respostas
terapéuticas diversas. Essa heterogeneidade reflete as variagdes genéticas,
epigenéticas e ambientais que influenciam a progressao do tumor e a resposta ao

tratamento (3-6).
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O tipo histoldgico de cancer de mama é determinado com base em diversos
critérios, incluindo o tipo celular tumoral, aspectos arquiteturais do tecido neoplasico
e o perfil imuno-histoquimico. O carcinoma ductal invasivo representa o tipo mais
prevalente, correspondendo a aproximadamente 50% a 80% dos casos
diagnosticados. Em seguida, destaca-se o carcinoma Ilobular invasivo, que
corresponde a cerca de 5% a 15% dos diagndsticos. Os carcinomas invasivos da
mama sado classificados em trés graus histologicos distintos, com base em uma
andlise integrada de aspectos morfologicos e citologicos. Essa classificacédo €
realizada por meio de um sistema de pontuagdo padronizado, sendo os tumores
categorizados em grau 1 (bem diferenciados), grau 2 (moderadamente diferenciados)
e grau 3 (pouco diferenciados) (7-10).

A caracterizagdo molecular dos tumores de mama, fundamentada na analise
de perfis de expressao génica, tem possibilitado a estratificagcao clinica da doenca em
subtipos distintos. A partir da avaliagdo de biomarcadores classicos, como o0s
receptores hormonais de estrogénio (RE) e de progesterona (RP), o receptor tipo 2 do
fator de crescimento epidérmico humano (HERZ2) e o indice de proliferagcéo celular Ki-
67, foi estabelecida a classificacdo de quatro subtipos moleculares com implicagdes
prognosticas e terapéuticas relevantes: luminal A, luminal B, HER2+ (ou HER2-
enriquecido) e basal-like. O cancer de mama triplo-negativo é frequentemente
agrupado ao subtipo basal-like, com uma sobreposi¢cao média dos perfis de expresséo
génica estimada em 56%, podendo essa taxa de sobreposi¢ao atingir entre 60% e
90% (10-12).

1.1.1 Cancer de mama triplo-negativo

O cancer de mama triplo-negativo (Triple-negative Breast Cancer — TNBC) é
considerado um dos principais subtipos de cancer de mama, caracterizado pela
auséncia dos receptores hormonais de estrogénio e de progesterona, bem como
auséncia do receptor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico humano (HER2).
Ocorre, predominantemente, em mulheres jovens na pré-menopausa e representa
cerca de 15% de todos os casos de cancer de mama. Apresenta um progndstico
desfavoravel em comparacao a outros subtipos, refletido em uma menor sobrevida
global das pacientes, com indice de mortalidade atingindo cerca de 40% nos primeiros

cinco anos apo6s o diagndstico. O subtipo TNBC possui sua propria heterogeneidade,
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caracterizada por maiores taxas de mutagées somaticas do que as identificadas em
outros subtipos, manifestando-se ndo apenas nas variagdes biolégicas entre os
tumores, mas também nas diferentes respostas terapéuticas observadas entre as
pacientes (11,13-17).

Apos a classificacdo geral dos tumores de mama, diversas propostas de
reclassificacdo dos subtipos foram desenvolvidas, refletindo a complexidade bioldgica
da doenga. Estudos tém demonstrado que o subtipo triplo-negativo constitui um grupo
heterogéneo em niveis genéticos e moleculares (16,18). Uma das classificagbes mais
utilizadas atualmente foi proposta por Lehmann et al., dividindo os TNBCs em quatro
subtipos tumorais especificos: Basal-like 1 (BL1), Basal-like 2 (BL2), Mesenquimal (M)
e Luminal Androgénico Receptor (LAR), cada um caracterizado por diferengas na
idade ao diagnéstico, grau histoldgico, progressédo local e a distancia, além de
particularidades histopatolégicas (19,20).

Devido a escassez de terapias direcionados para este tipo de céncer, a
quimioterapia permanece como opg¢ao primaria de tratamento. Entretanto, grande
parte das pacientes ainda sofre com recidiva precoce e disseminagao metastatica,
evidenciando a necessidade de identificar novos alvos moleculares e estratégias
terapéuticas capazes de prolongar a sobrevida e melhorar o progndstico dessas

pacientes (21,22).
1.2 OPCOES TERAPEUTICAS PARA O CANCER DE MAMA

As opc¢des de tratamento para o cancer de mama podem combinar terapias
locais, como intervengdes cirurgicas e radioterapia, com abordagens sistémicas
abrangendo uma ampla gama de agentes farmacoldgicos, que podem ser
administrados isoladamente ou utilizados em regimes de multiplos farmacos. A
escolha e a combinacdo dessas modalidades terapéuticas dependem de fatores
clinicos, patolégicos e moleculares do tumor, bem como das condi¢des clinicas da
paciente, visando maximizar a eficacia e minimizar a toxicidade (18,23).

Entre os quimioterapicos mais utilizados estdo as antraciclinas, como
doxorrubicina e epirrubicina, os taxanos, como paclitaxel e docetaxel, os agentes
alquilantes, como a ciclofosfamida, bem como os agentes da platina, como cisplatina
e carboplatina. Dentre os taxanos, o paclitaxel permanece amplamente empregado

no tratamento do TNBC, além de ser frequentemente utilizado em ensaios clinicos
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voltados a avaliacdo de terapias multidrogas. A avaliagcdo da sensibilidade dos
tumores aos farmacos e a predigao de resposta terapéutica sdo essenciais para a
selecdo do regime ideal para cada paciente (24-31).

Quando associada a um tratamento local, como cirurgia ou radioterapia, a
quimioterapia pode ser empregada antes, denominada de neoadjuvante, ou apos
estes procedimentos, denominada de adjuvante. A terapia neoadjuvante é mais
frequentemente empregada no cancer de mama triplo-negativo do que em outros
subtipos, tendo como objetivo primario a redugado do volume tumoral para viabilizar a
ressecgao cirurgica, resultando em procedimentos menos extensos. Adicionalmente,
a resposta ao tratamento neoadjuvante possui valor prognostico relevante, pois
pacientes que alcangam resposta patoldgica completa apresentam menores taxas de
recidiva, enquanto a presenga de doencga residual significativa ou progressiva esta
associada a maior risco de recorréncia (30,31).

O advento da medicina de precisdo inaugurou uma nova era terapéutica, com
foco em intervengdes personalizadas direcionadas as caracteristicas moleculares
especificas de cada tumor. Em relagdo aos tumores triplo-negativos, a eficacia da
quimioterapia convencional parece ter alcangado um platé. No entanto, avangos nos
diagndsticos moleculares tém possibilitado novas estratégias terapéuticas que, em
associagdo a quimioterapia, tém contribuido para melhorias significativas nos
desfechos clinicos das pacientes (10,18).

Em pacientes com TNBC portadoras de mutagées germinativas ou somaticas
em BRCA1 ou BRCAZ2, a inibigao da poli(ADP-ribose) polimerase (PARP) pode induzir
a letalidade sintética tumoral. Embora os inibidores de PARP tenham demonstrado
eficacia clinica expressiva no tratamento de cancer de ovario associado a mutagdes
em BRCA, sua aplicagdo no contexto do TNBC tem resultado em desfechos clinicos

heterogéneos (30).

1.2.1 Paclitaxel

O paclitaxel (PTX) é um quimioterapico integrante da classe dos taxanos, cuja
atividade antineoplasica decorre de sua atuagdo como agente antimicrotubulo. Esse
composto promove a polimerizacdo dos microtubulos a partir dos dimeros de tubulina
e exerce efeito estabilizador sobre essas estruturas, impedindo sua despolimerizagao.

Como consequéncia, ha interrupcdo da dindmica normal de reorganizacado da rede
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microtubular, processo essencial para diversas fungbes celulares, especialmente
durante a fase G2/M do ciclo celular. O paclitaxel também induz alteragdes estruturais
significativas, como a formagado anémala de feixes de microtubulos ao longo do ciclo
celular e o surgimento de multiplos asteres durante a mitose, culminando na ativagao

de vias de apoptose e consequente morte celular (32-35) (Figura 2).
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Figura 2. Mecanismo de agédo dos taxanos. O paclitaxel liga-se a B-tubulina na face interna dos
microtubulos, estabilizando os protofilamentos e inibindo a despolimerizagdo, comprometendo a mitose

e o transporte intracelular. Adaptado de Chmielewski, et al, 2022 (35).

O paclitaxel foi isolado e caracterizado pela primeira vez em 1967, a partir da
casca do Teixo-do-Pacifico (Taxus brevifolia), por pesquisadores do Instituto Nacional
do Cancer dos Estados Unidos, que buscavam extratos vegetais com potencial
atividade antineoplasica. Posteriormente, em 1994, esse agente foi aprovado pela
agéncia regulatéria norte-americana FDA (Food and Drug Administration) para o
tratamento do cancer de mama, consolidando-se nas décadas seguintes como uma
das principais opg¢des terapéuticas utilizadas no manejo de diversos tipos de
neoplasias humanas (33,36,37).

Uma das limitagdes associadas ao uso do paclitaxel refere-se a sua baixa
solubilidade em meio aquoso, o que requer a utilizacdo de veiculos contendo
substancias que podem causar efeitos colaterais indesejaveis, exigindo o uso de pré-

medicacdo com corticosterdides, anticolinérgicos e anti-histaminicos. Os eventos
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adversos mais frequentemente observados durante o tratamento com paclitaxel estao
relacionados a neutropenia, fadiga e a neuropatia periférica (maos e pés), com
sintomas como parestesia, dor, sensagcdo de queimagdo, formigamento e
hipersensibilidade térmica ao frio ou ao calor, impactando significativamente na
qualidade de vida dos pacientes (32,34,38,39).

A resisténcia multipla a farmacos constitui um obstaculo adicional relevante no
contexto da terapéutica oncolégica, comprometendo a eficacia do tratamento mesmo

em pacientes inicialmente responsivos (37,40).

1.3 RESPOSTA PATOLOGICA COMPLETA

O critério de avaliagao da resposta patologica completa (Pathological Complete
Response — pCR) pela carga residual de cancer (Residual Cancer Burden — RCB) foi
desenvolvido por pesquisadores do Hospital MD Anderson, localizado no Texas —
EUA. O sistema de estratificacdo € fundamentado na classificacdo da resposta
tumoral em pecgas cirurgicas apos o tratamento sistémico neoadjuvante, utilizando
férmula patenteada com base em critérios da American Joint Committee on Cancer
(AJCC) e do Food and Drug Administration (FDA). Os resultados numéricos sao
estratificados em pCR (resposta completa), RCB-I (doenca residual minima), RCB-II
(resposta parcial) ou RCB-III (resisténcia a quimioterapia), sendo aceita a presencga
de carcinoma in situ residual, sem prejuizo para a classificagdo de resposta completa
(41-46).

Em pacientes com cancer de mama submetidas a terapia neoadjuvante, a
resposta patoldgica completa apresenta associacédo significativa com desfechos
clinicos favoraveis, como o aumento da Sobrevida Livre de Doenca e da Sobrevida
Global. Essa correlacao é particularmente consistente em pacientes diagnosticadas
com TNBC, reforcando o papel da resposta terapéutica como um marcador
prognoéstico robusto para essa populacédo. Entretanto, cerca de dois tergos das
pacientes com tumores triplo-negativos n&do atingem a pCR apds o tratamento,
apresentando pior prognostico a longo prazo (28,29,31,41,42,47).

Neste cenario, a utilizacdo de biomarcadores moleculares tem se destacado
como ferramenta estratégica na identificagdo precoce de pacientes com potencial
beneficio frente a abordagens terapéuticas alternativas ou esquemas combinados de

tratamento.
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1.4 BIOMARCADORES

Biomarcadores, no contexto clinico, sdo moléculas que apresentam fungao
informativa sobre doengas ou mudangas fisiologicas dificeis de serem observadas
diretamente no 6rgao afetado. Podem ser aplicados na caracterizagao, diagnéstico e
monitoramento de doengas, como indicadores de prognostico, bem como no
desenvolvimento de terapias personalizadas. Com base na crescente compreensao
sobre alteragbes génicas em doengas complexas, como o cancer, a busca por
biomarcadores moleculares mais acurados tornou-se um tema prioritario na pesquisa
oncolégica (48-52).

Com os avangos da medicina personalizada, diversas pesquisas tém buscado
identificar e validar biomarcadores moleculares com valor progndstico e preditivo.
Alteracbes na expressao génica e nos perfis de microRNAs tém sido investigadas
como potenciais biomarcadores no cancer de mama, tanto em amostras de tecido
tumoral, como em bidpsias liquidas com amostras de sangue periférico, por meio da
analise de DNA tumoral circulante (ctDNA) e células tumorais circulantes (CTCs).
Entretanto, painéis multigénicos ainda apresentam custos elevados e, em muitos
paises, sdo financeiramente inviaveis. Por esse motivo, novos estudos buscam
desenvolver testes diagnosticos e preditivos mais simples e acessiveis, enquanto
bases de dados tém sido exploradas como ferramentas complementares para a

identificacdo de potenciais biomarcadores (53-55).

1.41 BRCA1/2

A instabilidade gendmica é uma caracteristica presente na maioria dos tipos de
cancer. E desencadeada, principalmente, por alteragdes cromossémicas e mudangas
na estrutura do DNA, sendo considerada um dos principais fatores que contribuem
para a sobrevivéncia, proliferacéo e disseminagao das células tumorais (56,57).

A resposta a danos ao DNA (DNA Damage Response — DDR) constitui um dos
principais mecanismos celulares para a manutencdo da integridade gendmica,
composta por vias distintas, definidas pelo tipo de lesdo processada, porém
funcionalmente interligadas. Essas vias atuam de maneira complexa e coordenada,
possibilitando o reparo de danos de origem enddgena ou exogena (58,59).

As principais vias de reparo do DNA incluem o reparo por excisdo de bases
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(Base Excision Repair — BER), responsavel pela corregao de quebras de fita simples;
o reparo por excisdo de nucleotideos (Nucleotide Excision Repair — NER), que atua
sobre nucleotideos modificados; o reparo de bases mal pareadas ou mismatch
(Mismatch Repair— MMR), que corrige erros de replicacéo; e o reparo de quebras de
dupla fita (Double-Strand Break — DSB), subdividido em reparo por recombinagao
homologa (Homologous Recombination Repair— HRR) e jungéo de extremidades nao-
homologas (Nonhomologous End-Joining — NHEJ) (60—-65).

Os genes BRCA1 e BRCAZ2 atuam como supressores tumorais fundamentais
para a manutencgdo da estabilidade gendémica, participando ativamente do reparo de
quebras de dupla fita de DNA por meio da via de recombinagdo homologa. No contexto
do cancer de mama triplo-negativo, estima-se que aproximadamente 50% dos
tumores apresentem deficiéncia nessa via de reparo, independentemente da presenca
de mutacdes patogénicas nos genes BRCA1/2 (61-67).

As mutagdes no gene BRCA1T representam frequentemente o principal fator
determinante de mutagdes germinativas, conferindo um risco aumentado de
desenvolvimento de cancer de mama, estimado entre 50% e 85%, com destaque para
a forma triplo-negativa. Esse fendtipo também inclui pacientes com mutagdes
esporadicas em BRCA1/2, como aquelas decorrentes de inativagdo epigenética
associada a deficiéncia nos mecanismos de reparo do DNA, especialmente falhas no
processo de recombinacdo homodloga, o que reforca a complexidade molecular

subjacente aos tumores triplo-negativos (63,68).

1.4.2 Poli(ADP-ribose) polimerase-1 (PARP1)

A familia de poli(ADP-ribose) polimerase humanas (PARPs) € composta por
pelo menos 17 proteinas que compartiham um dominio catalitico conservado,
responsavel pela transferéncia de unidades de ADP-ribose para proteinas-alvo.
Dentre essas, destacam-se as enzimas PARP1 e PARP2, sendo a PARP1 a principal
representante funcional, responsavel por aproximadamente 85% a 90% da atividade
enzimatica total dessa familia (69-71).

As enzimas PARP desempenham funcées importantes em diversos processos
celulares. No mecanismo de reparo do DNA, sdo fundamentais na deteccao de lesbes
de fita simples e no recrutamento das maquinarias de reparo por excisao de bases.

Em células deficientes em BRCA, as PARPs, especialmente a PARP1, assumem um
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papel compensatério como via alternativa de reparo, além de uma estratégia
terapéutica, explorando a vulnerabilidade dessas células e potencialmente levando a
sua eliminagéo seletiva (63,67,72—-74).

A inibicdo da PARP impede a correg¢ao de lesdes no DNA, levando a apoptose
celular em virtude da instabilidade gendmica caracteristica do ambiente tumoral,
fenbmeno conhecido como letalidade sintética. No entanto, a resisténcia a essa
estratégia é frequente, com relatos indicando que 30-70% dos pacientes com
mutagdes em genes de reparo do DNA ndo respondem aos inibidores de PARP
(75,76).

1.4.3 miRNAs

MicroRNAs (miRNAs) constituem uma classe de pequenas moléculas de RNA
de fita simples, nao codificantes, comumente compreendendo entre 18 e 25
nucleotideos de comprimento, que desempenham um papel fundamental na
regulagcédo pods-transcricional da expressédo génica. Atuam por meio da ligagao direta
as regides nao traduzidas localizadas na extremidade 3' (3' UTRs) dos RNAs
mensageiros (MRNAs) alvo, promovendo, consequentemente, a degradacao do
MRNA ou a inibicdo da traducao. Tal mecanismo de regulacao refinada da sintese
proteica confere aos miRNAs a fungdo de moduladores da expresséo génica, ao inves
de atuarem como silenciadores completos (77,78).

Em animais, os microRNAs (miRNAs) sao transcritos pela RNA polimerase I
(Pol 1) como transcritos primarios denominados microRNAs primarios (pri-miRNAs),
0s quais adotam uma estrutura caracteristica em forma de grampo de cabelo (hairpin).
Esses pri-miRNAs sdo processados no nucleo pelas enzimas Drosha e DGCRS,
resultando na formacdo de microRNAs precursores (pre-miRNAs), que sao
subsequentemente transportados para o citoplasma pela proteina Exportina-5. No
citoplasma, ocorre uma segunda etapa de processamento mediada pela enzima Dicer,
em associagdo com proteinas ligantes de RNA fita dupla, como TRBP ou PACT,
culminando na geracdo de um duplex de miRNA com aproximadamente 18 a 25
nucleotideos de comprimento. Em seguida, a fita passageira (sentido) é degradada,
enquanto a fita guia (antisenso), correspondente ao miRNA maduro, é incorporada ao
complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC, do inglés RNA-induced silencing

complex). Dentro do RISC, as proteinas Argonauta desempenham um papel central
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na orientagdo do complexo para os RNAs mensageiros (MRNAs) alvo que contém
sequéncias parcialmente complementares nas regides néo traduzidas de extremidade
3' (3' UTRs). Essa interagdo promove o silenciamento génico por meio da repressao

traducional ou da desestabilizacdo do mRNA (79-82).
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Figura 3. Biogénese dos microRNAs. Adaptado de Kalkusova, K. et al (2022) (83).

Evolutivamente conservados em uma ampla variedade de organismos, o0s
miRNAs correspondem a aproximadamente 1% do genoma humano e exercem
controle pds-transcricional sobre mais de um terco dos genes codificadores de
proteinas. Sua expressao desregulada tem sido amplamente associada a patogénese
de diversas doencgas, especialmente no cancer, contribuindo para carcinogénese,
progressao tumoral, morte celular e resisténcia a quimioterapicos (80,84,85).

Os miRNAs tém se destacado como potenciais biomarcadores diagndsticos e
progndsticos no cancer de mama. A desregulagdo de sua expressdo no contexto
tumoral sustenta seu uso na deteccao precoce, na classificagcdo molecular e no

direcionamento terapéutico. Perfis especificos de miRNAs tém demonstrado
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capacidade de distinguir, de forma consistente, tecidos neoplasicos de seus
equivalentes normais (82,86,87). A compreensdo detalhada dos mecanismos
regulatorios dos microRNAs €& essencial para a identificagdo de novos alvos

diagnosticos e terapéuticos.

1.4.3.1 miR-7

O microRNA miR-7 é altamente conservado ao longo da evolugédo, sendo
codificado por trés genes distintos no genoma humano: miR-7-1, miR-7-2 e miR-7-3,
localizados nas regides cromossdmicas 9q21, 15926 e 19q13, respectivamente.
Embora apresentem diferencas nas sequéncias precursoras, todos esses loci
originam a mesma sequéncia madura funcional, predominantemente na forma de miR-
7-5p, considerada a principal fita guia. Essa conservagao estrutural reforga sua
importancia funcional nos processos celulares regulados por microRNAs (77,88,89).

Inicialmente identificado por Lagos-Quintana e Tuschl em 2001 e, desde entéo,
sua fungdo como regulador negativo da tumorigénese tem sido amplamente estudada.
No contexto do cancer de mama, o miR-7 tem sido descrito como um importante
supressor tumoral, inibindo a capacidade invasiva e o potencial tumorigénico por meio
da regulacdo negativa da quinase ativada por p21 (PAK). Além disso, sua atuacgao
envolve a inducado de apoptose, a inibicdo da proliferacdo celular e a supressao da
transigéo epitelial-mesenquimal (EMT), um processo fundamental para a aquisigao de
caracteristicas invasivas e metastaticas pelas células tumorais (90-92).

O miR-7 tem sido amplamente investigado como potencial biomarcador
prognéstico no cancer de mama, com base na avaliagdo de sua expressao
intratumoral. Apesar das evidéncias que apontam para uma fungdo supressora de
miR-7, sua aplicabilidade clinica enquanto marcador progndstico permanece incerta e
frequentemente controversa, o que reflete a complexidade dos mecanismos

moleculares que modulam a resposta terapéutica e a progressao tumoral (89,93-95).

1.4.3.2 miR-21

O microRNA miR-21 possui relevancia funcional na regulagao de diversas vias

de sinalizacao celular, atuando como modulador em processos inflamatérios e na

resposta imune. A expressao aberrante de miR-21 tem sido frequentemente relatada
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em multiplos tipos de cancer, incluindo tumores de pulmao, mama e colorretal. Sua
superexpressao esta associada a promog¢ao do crescimento tumoral, a infiltragao dos
tecidos adjacentes e a disseminagdo metastatica, contribuindo assim para a
progressao e agressividade da doenga (96,97).

No contexto do cancer de mama, o miR-21 destaca-se como um dos miRNAs
mais amplamente investigados, estando correlacionado com caracteristicas tumorais
agressivas, como estagio clinico avangado e elevado grau histolégico. Sua expresséo
€ positivamente regulada pelo Fator de Crescimento Transformador Beta (TGF-B) e
frequentemente encontrado superexpresso em tecidos tumorais de mama. Além
disso, miR-21 regula negativamente o gene supressor tumoral PTEN, cuja inibigao
resulta na ativacao da via PISK/AKT, favorecendo a sobrevivéncia celular, proliferacao
e resisténcia terapéutica. Essa desregulagdo contribui significativamente para a
progressao tumoral e pior progndstico clinico (86,98—-101). Sua agcao multifuncional
reflete a complexa interacdo entre reguladores moleculares e a fisiologia do cancer,

com efeitos que variam conforme o contexto bioldgico.

1.4.3.3 miR-146a

O cancer de mama destaca-se entre os diversos tipos de cancer por apresentar
0 maior numero de publica¢des cientificas que evidenciam a participacéo funcional do
miR-146a. Entretanto, os achados sdo contraditérios quanto aos mecanismos
moleculares mediados por esse miRNA. O miR-146a é frequentemente citado como
superexpresso em tumores triplo-negativos, estando essa superexpressao associada
a caracteristicas fenotipicas mais agressivas, como aumento da capacidade de
invasdo e migragao celular (102). Do ponto de vista mecanistico, o miR-146a parece
regular negativamente genes supressores tumorais, como o BRCA71, a0 mesmo
tempo em que induz a expressao de genes pro-metastaticos, incluindo MMP2, MMP9
e CXCRA4. Esse padrao de regulagao é particularmente observado em células MDA-
MB-231, contribuindo para o fendtipo agressivo associado a essa linhagem tumoral
(103,104).

Por outro lado, evidéncias indicam que, em pacientes com cancer de mama
triplo-negativo, a baixa expressdo de miR-146a constitui um preditor eficaz de pior
progndstico, estando associada a redugdo da sobrevida, ao aumento do risco de

recorréncia tumoral e a maior incidéncia de metastases (105,106).
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Apesar do potencial biolégico promissor, a aplicabilidade clinica do miR-146a

no cancer de mama triplo-negativo ainda permanece insuficientemente explorada.

1.5 DESFECHOS CLINICOS

Desfechos clinicos constituem variaveis ou eventos mensuraveis empregados
para avaliar os efeitos de uma intervengao em saude, seja ela de natureza preventiva,
diagnostica ou terapéutica. Esses desfechos refletem o impacto direto de uma
condicdo clinica ou de um tratamento sobre a saude do paciente, abrangendo
indicadores como mortalidade, progressao da doencga, incidéncia de eventos adversos
e qualidade de vida (107-109).

A Sobrevida Especifica da Doencga (Disease-Specific Survival — DSS) é definida
como o intervalo de tempo entre o diagndstico e o ébito causado especificamente pela
doenca em estudo, desconsiderando mortes por outras causas. Em pesquisas
relacionada ao cancer de mama, também é denominada por alguns autores de
Sobrevida Especifica do Cancer de Mama (Breast Cancer-Specific Survival — BCSS).
Por refletir exclusivamente os ébitos relacionados ao cancer de mama, esse desfecho
pode ser mais sensivel e informativo do que a Sobrevida Global (Overall Survival —
OS) em estudos voltados a identificagao de biomarcadores progndsticos e de resposta
terapéutica (108,110-112).

O Intervalo Livre de Progressédo (Progression-Free Interval — PFl) é um
desfecho clinico que se refere ao tempo decorrido entre o diagndstico inicial da doenca
em estudo, ou do final do tratamento primario, até a ocorréncia de recidiva, progressao
ou morte relacionada a doencga. Diferente da Sobrevida Livre de Progresséo
(Progression-Free Survival — PFS), o PFI exclui mortes por causas n&o relacionadas
a doenca em estudo, sendo especialmente utili em estudos que avaliam o
comportamento biolégico do tumor e a eficacia de biomarcadores progndsticos
(113,114).
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2 OBJETIVOS

2.1.0BJETIVO GERAL

Avaliar a expressao de miRNAs e PARP1 em linhagens celulares de cancer de mama
e amostras de pacientes com cancer de mama triplo-negativo, como biomarcadores

preditivos de resposta terapéutica.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) ldentificar miRNAs diferencialmente expressos entre linhagens celulares de

cancer de mama hormdénio-positiva e triplo-negativas;

b) Avaliar se o perfil de expressao dos miRNAs selecionados sofre alteragao em

resposta ao tratamento com o quimioterapico paclitaxel;

c) Avaliar se a modulagdo do conteudo de miR-7 nas linhagens celulares € capaz

de regular a expressao génica de PARPT,

d) Analisar a expressao de miRNAs em bidpsias de pacientes diagnosticadas com
cancer de mama triplo-negativo e sua associacdo com a Resposta Patologica
Completa (pCR);

e) Realizar analises in silico de dados de pacientes com cancer de mama triplo-
negativo para identificar associacées entre caracteristicas moleculares e

desfechos clinicos.
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3 METODOS

3.1LINHAGENS CELULARES E CONDICOES DE CULTIVO

Foram utilizadas trés linhagens celulares de adenocarcinoma mamario
humano: i) MCF-7 (ATCC® HTB-22), subtipo Luminal - positiva para receptores
hormonais (RH+); ii) MDA-MB-231 (ATCC® HTB-26), subtipo triplo-negativa, BRCA1
competente; MDA-MB-436 (ATCC® HTB-130), subtipo triplo-negativa, BRCA1 mutado
(Figura 1). As células MCF-7 e MDA-MB-231 foram adquiridas do Banco de Células
do Rio de Janeiro e a MDA-MB-436 foi aquirida da American Type Culture Collection —
ATCC.

A linhagem MCF-7 foi cultivada em meio RPMI-1640 (Gibco) suplementado
com HEPES (10 mM); D-glicose (2,5 g/L); Bicarbonato de Sédio (2 g/L); Piruvato de
Sodio (1 mM); 10% de Soro Fetal Bovino (Gibco) e 1% de solugdo de
antibidtico/antimicotico (Sigma-Aldrich), mantida em estufa com atmosfera umida a
37° C e 5% de COz2. A linhagem MDA-MB-231 foi cultivada em meio L-15 (Leibovitz)
(Sigma-Aldrich), suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (Gibco) e 1% de
solugao de antibidtico/antimicético (Sigma-Aldrich), mantida em estufa com atmosfera
umida a 37° C, na auséncia de CO:2. A linhagem MDA-MB-436 foi cultivada em meio
L-15 (Leibovitz) (Sigma-Aldrich), suplementado insulina (10 pg/mL); glutationa (16
pg/mL); com 10% de Soro Fetal Bovino (Gibco) e 1% de solugdo de

antibidtico/antimicético (Sigma-Aldrich), mantida em estufa com atmosfera umida a

37° C, na auséncia de CO..

Figura 4. Micrografias das linhagens celulares de cancer de mama utilizadas no estudo. A) MCF-7; B)
MDA-MB231; C) MDA-MB-436. Imagens capturadas em microscopio optico (Nikon Eclipse TS100),
com aumento de 20X.
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As células foram previamente cultivadas em frascos de 25 cm? ou 75 cm? até a
confluéncia de 70-90%. No inicio de cada ensaio, as células foram lavadas com
tampao PBS (Phosfate Buffer Saline) (Laborclin Ltda.) e desaderidas dos frascos de
cultivo com o auxilio de Tripsina/EDTA 0,25% (Gibco) para as linhagens MCF-7 e
MDA-MB-231 ou de um cell scraper, para a linhagem MDA-MB-436. Foram
transferidas para tubos de polipropileno, centrifugadas a 1500 RPM por 3 minutos,
ressuspendidas em PBS e contadas na Camara de Neubauer. O numero de células

viaveis orientou o calculo da quantidade de células utilizada em cada ensaio.

3.2 TRATAMENTO COM O QUIMIOTERAPICO PACLITAXEL

No presente estudo foi utilizado o medicamento Ontax (Libbs Farmacéutica
Ltda.) para os ensaios funcionais com linhagens celulares de cancer de mama. Trata-
se de solucgao injetavel, contendo 6,0 mg/mL de paclitaxel (PTX) e os excipientes 6leo
de ricino etoxilado, acido citrico e alcool etilico.

A partir da solugao original, na concentragédo de 7 mM, foram feitas diluicées
seriadas em agua ultrapura no momento da utilizagao, resultando em uma solugao de
trabalho na concentragao de 7 uM. Por fim, a solugao de trabalho foi diluida, em meio
de cultura especifico para cada linhagem, na concentragao especificada para cada
ensaio.

Os ensaios de viabilidade celular em placas de 96 pocgos foram executados com
volume final de 200 ulL/pocgo, enquanto os ensaios de expressao génica foram
realizados em placas de 06 pogcos com volume final de 3 mL/pogo. Volumes idénticos
de meio de cultura foram adicionados aos pogos dos grupos que néo receberam o
tratamento com PTX. Para ensaios de gPCR, os pellets das células foram recolhidos
24h ou 48h apds o tratamento com PTX e o RNA total ou miRNA foram extraidos, de

acordo com a necessidade de cada ensaio.

3.3 CURVA DOSE-RESPOSTA DE PACLITAXEL PELO METODO DE MTT

Nos ensaios de dose-resposta para determinagao da concentracdo inibitoria do
quimioterapico paclitaxel, a viabilidade celular foi determinada pelo método
colorimétrico de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina), com

base na habilidade das células metabolicamente ativas de reduzirem os sais de
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tetrazolium (amarelo) ao produto formazan (purpura), pela acdo de desidrogenases
mitocondriais.

Em placas de poliestireno de 96 pocos, foram plaqueadas de 5x10%a 7x103
células por po¢o, mantendo-se as condi¢cdes de cultivo por 24 horas. Apos aderéncia
das células, foi realizado o tratamento com paclitaxel a 100 nM. Transcorridas 24 ou
48 horas do tratamento, o conteudo dos pogos foi substituido por 150 yL de meio de
cultura contendo 0,5 mg/mL de MTT. Apds incubagdo por 2 a 3 horas em estufa
umidificada a 37°C, a solucdo de MTT foi removida e os cristais de formazan foram
solubilizados em 150 pyL de Dimetilsulfoxido (DMSO). Os valores de absorbancia
foram determinados com o auxilio de um leitor de placas (Varioskan LUX Multimode
Microplate Reader, Thermo Scientific), utilizando o comprimento de onda de 595 nm
e convertidos em porcentagem de viabilidade em relagdo ao valor obtido no grupo

controle sem tratamento (NT).

3.4 TRANSFECCAO CELULAR COM IMITADORES SINTETICOS DE MIRNAS

Os ensaios funcionais com imitadores sintéticos de miRNAs (mimics), avaliados
isoladamente ou em associagao com o paclitaxel, foram conduzidos com base nos

grupos experimentais detalhados na tabela 1.

Tabela 1 — Grupos experimentais dos ensaios funcionais com transfeccdo de miRNA mimic e

tratamento com paclitaxel

Grupo Sigla Condigoes experimentais
| cv Controle Veiculo. Meio de cultura + reagente de transfecgéo
| miR-7 Transfecgdo com miR-7 mimic 1 nM ou 10 nM

1] miR-7 + PTX  Transfecgdo com miR-7 mimic 1 nM ou 10 nM + tratamento com paclitaxel 100 nM

v SCRB Transfecgdo com mimic controle negativo - scramble 1 nM ou10 nM
\% SCRB + PTX  Transfecgdo com mimic scramble 1 nM ou 10 nM + tratamento com paclitaxel 100 nM
Vi PTX Tratamento com paclitaxel 100 nM

A transfecgao foi realizada com as células em confluéncia de 30-50%, conforme
recomendagdes do fabricante do reagente de transfeccdo INTERFERIn (Polyplus-

transfection), que consiste em um polimero catibnico em solu¢do hidroalcoolica,
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desenvolvido para oferecer alta eficiéncia de transfecgdo com baixas concentragdes
de miRNA. Os oligonucleotideos utilizados foram miR-7 mimic (hsa-miR-7-5p
miRCURY LNA miRNA Mimic, Qiagen) e mimic Controle Negativo - Scramble
(Negative Control miRCURY LNA miRNA Mimic), conforme tabela 2. Os produtos
liofilizados foram dissolvidos em agua nuclease-free e aliquotados na concentragao

estoque de 10 pM.

Tabela 2 — Imitadores sintéticos de miRNAs utilizados no estudo

Imitador sintético Sequéncia da fita guia (guide strand) Fabricante
hsa-miR-7a-5p 5-UGGAAGACUAGUGAUUUUGUUGU-3 Qiagen
Scramble 5-UCACCGGGUGUAAAUCAGCUUG-3 Qiagen

Em placas de poliestireno de 06 pogos, foram plaqueadas de 5x10%a 7x103
células por po¢o, mantendo-se as condi¢gdes de cultivo por 24 horas. Apds aderéncia
das células, foram realizadas as transfecgcbes com miR-7 ou Scramble mimic na
concentracdo de 1nM ou 10 nM e, 24 horas apds a transfecgao, realizou-se o
tratamento com paclitaxel a 100 nM. Transcorridas 24 ou 48 horas do tratamento, as
células foram tripsinizadas, centrifugadas e os pellets encaminhados imediatamente

para extracdo de miRNAs ou RNA total.

3.5 AMOSTRAS CLINICAS

3.5.1 Selecgao de pacientes

Para analise do perfil de miRNAs como potencial preditor de resposta
terapéutica, foram utilizadas amostras de bidpsias fixadas em formol e emblocadas
em parafina (FFPE) de pacientes do sexo feminino com diagnédstico de cancer de
mama, subtipo molecular triplo-negativo, atendidas no Hospital de Base do Distrito
Federal (HBDF) e no Centro de Cancer de Brasilia (CETTRO). Foram formados dois
grupos para avaliagdo comparativa dos resultados: Grupo | (pCR) — Pacientes que
alcangaram a resposta patoldgica completa apds quimioterapia neoadjuvante; Grupo
Il (NpCR) — Pacientes que nao alcangaram a resposta patolégica completa apos

quimioterapia neoadjuvante.
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Como critério de inclusao, foram selecionadas pacientes com cancer de mama
triplo-negativo, identificadas por exame imunohistoquimico em seu diagndéstico por
profissionais qualificados, no periodo de 01/2016 a 12/2021 e com idades entre 18 e
79 anos. Foram excluidas pacientes sem dados clinicos bem descritos em prontuario
médico e pacientes cujo bloco de parafina estivesse sem possibilidade de avaliagao
analitica.

As amostras de bidpsia foram seccionadas dos blocos de parafina por
profissionais qualificados, com o auxilio de um micrétomo. Para cada amostra, foram
executados quatro cortes com espessura de 10 um, destinados as analises
moleculares, e cortes de 5 ym destinados as analises histopatologicas, realizadas por

um meédico patologista colaborador.

3.5.2. Consideracgoes éticas

O projeto de pesquisa foi aprovado pelos Comités de Etica da Faculdade de
Ciéncias da Saude da Universidade de Brasilia (CAAE: 52424221.7.0000.0030) e do
Instituto de Gestédo Estratégica de Saude do Distrito Federal (IGESDF), gestor do
Hospital de Base do DF (CAAE: 46115121.6.0000.8153). Todos os individuos
participantes do estudo assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

(TCLE) antes do inicio das analises.

3.6 ANALISE DA EXPRESSAO DE MIRNAS E PARP1

Para a analise da expressao génica de PARP1 e do perfil de expressao de
miRNAs em linhagens celulares e bidpsias de pacientes, foram utilizadas as

metodologias e reagentes citados a seguir.

3.6.1 Extragao, quantificagao e analise de pureza das amostras

Para a execucgao dos ensaios de expressdo de miRNAs de linhagens celulares,
foram realizadas extracdes de pellets celulares com o kit mirVana miRNA Isolation
(Applied Biosystems). Para os ensaios de expressao génica de PARP1, o RNA total
foi extraido dos pellets com o RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen). Para as amostras de

bidpsias, a extracao foi realizada com o kit RecoverAll Total Nucleic Acid Isolation Kit
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for FFPE (Invitrogen), com dois cortes de 10 ym compondo cada amostra.

As quantificagbes foram realizadas pelo método fluorométrico, utilizando os
reagentes Qubit microRNA Assay Kit (Invitrogen) para miRNAs e Qubit RNA HS Assay
Kit (Invitrogen) para RNA total, em tubos translucidos especificos para este fim e
leitura no equipamento Qubit 2.0 Fluorometer (Invitrogen). A pureza das amostras foi
aferida por espectrofotometria com NanoDrop One Microvolume UV-Vis

Spectrophotometer (Thermo Scientific).

3.6.2 RT-qPCR

Para a realizagao da transcricéo reversa (RT), seguida de PCR em tempo real
(qPCR), as amostras previamente quantificadas foram diluidas em agua RNAse-free
nas concentragdes determinadas para cada ensaio, visando a padronizagdo dos
resultados.

Nos ensaios de expressdo de miRNAs, tanto em linhagens celulares quanto em
amostras clinicas, a sintese de cDNA foi realizada com o kit TagMan MicroRNA
Reverse Transcription (Applied Biosystems) e a qPCR com o reagente TagMan Fast
Advanced Master Mix (Applied Biosystems), juntamente com iniciadores especificos
(primers) dos miRNAs em estudo (TagMan MicroRNA Assay - Applied Biosystems),

conforme descrito na tabela 3.

Tabela 3 — Primers utilizados nos ensaios de expresséo de miRNAs

Nome do ensaio ID do ensaio Sequéncia do miRNA maduro
hsa-miR-7 005723_mat UGGAAGACUAGUGAUUUUGUUGUU
hsa-miR-21 000397 UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA
hsa-miR-146a 000468 UGAGAACUGAAUUCCAUGGGUU
hsa-miR-671 197646_mat AGGAAGCCCUGGAGGGGCUGGAG
hsa-miR-19b 000396 UGUGCAAAUCCAUGCAAAACUGA

Nos ensaios de expressao génica de PARP1, a sintese de cDNA foi realizada
com o kit SuperScript First-Strand Synthesis System (Applied Biosystems) e a gPCR

com Fast SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems), de acordo com as instrugdes
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do fabricante. As informacgdes referentes aos primers utilizados nesta etapa, bem

como as sequéncias, estdo detalhadas na tabela 4.

Tabela 4 — Primers utilizados nos ensaios de expressao génica de PARP1

Gene Sequéncia Fabricante

PARP1 For.: 5'-GAGTGGATGAAGTGGCGAAG-3' Invitrogen
Rev.: 5-CAGGTCGTTCTGAGCCTTTAG-3' 9

GAPDH For.: 5-CTCCTGTTCGACAGTCAGCC-3' Invitrogen
Rev.: 5'-CCCAATACGACCAAATCCGTTG-3' 9

GPB1 For.: 5-TCACTTGAGGCAGAACACAGA-3' Siama
Rev.: 5-AGCACATGTTTCCATTTTCAC-3' 9

As placas de 96 pocos com as reagdes de qPCR foram seladas com filme
adesivo (MicroAmp Optical Adhesive Film, Applied Biosystems), centrifugadas (Mini
Plate Spinner, Labnet) e levadas ao termociclador QuantStudio 12K Flex Real-Time
PCR Systhem, (Applied Biosystems) seguindo os tempos e temperaturas especificos,
de acordo com as instru¢des dos fabricantes de cada reagente.

Cada ensaio foi realizado com amostras em ftriplicata técnica, incluindo-se um
mMiRNA/RNA de referéncia para normalizagdo dos resultados e um controle negativo
NTC (no-template control) contendo os demais reagentes, porém com agua nuclease-
free em substituicdo ao cDNA. O gene de referéncia ou miRNA calibrador foi escolhido
com base em ensaios prévios, onde o critério de escolha foi a expressao mais estavel
entre os grupos controle e os grupos submetidos a transfecgdes e/ou tratamentos. Os
resultados foram avaliados com base na média dos valores dos ciclos de quantificacao
de cada amostra (Ct ou Cq) e a expresséo relativa calculada pelo método 2224, Os
dados foram inicialmente normalizados pela variagdo do Cq do miRNA alvo em
relacdo ao Cq do RNA de referéncia, obtendo-se o ACq. O valor de ACq de cada
grupo experimental foi posteriormente comparado com o ACq do grupo controle,
obtendo-se o0 AACq. Este valor de AACq foi utilizado para calculo da expressao
relativa, mediante a formula 2224 que contempla a expressdo logaritmica por
duplicacdo do cDNA a cada ciclo de amplificacdo, e o sinal negativo que ajusta a
relacao inversa entre o valor de Cq e o conteudo de miRNA na amostra em teste.
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3.7.ANALISES DE BIOINFORMATICA

3.7.1. Predicgao in silico de genes regulados por miRNAs

A selegao in silico de potenciais alvos dos miRNAs em estudo foi feita
inicialmente por meio da base de dados miRBase e pelas ferramentas de predig¢ao
TargetScanHuman, v. 8.0 (https://www.targetscan.org/vert _80/) e miRTarBase, v. 9.0
(https://mirtarbase.cuhk.edu.cn/~miRTarBase/miRTarBase 2022/php/index.php). A

informacgao concordante de pelo menos duas bases de dados foi adotada como etapa

de filtro para a selecado dos potenciais genes alvo.

3.7.2. Extracao de dados de amostras do The Cancer Genome Atlas
(TCGA)

Por meio do portal UCSC Xena Browser (https://xena.ucsc.edu/), foram
extraidos dados de expressdo de miRNAs maduros (miR-7, miR-21 e miR-146a) e
informacdes clinico-patoldgicas de amostras de cancer de mama do banco de dados
The Cancer Genome Atlas (TCGA-BRCA). Os dados de expresséao foram obtidos por
miRNA-Seq (llluminaSeq), normalizados e expressos em escala logaritmica (log,
RPM + 1). Os critérios utilizados na selecao das pacientes para obtencédo da coorte

de estudo estédo detalhados na figura 16.

3.8. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram previamente avaliados quanto a distribuicdo, por
meio do teste de normalidade de D’Agostino-Pearson. Dados que apresentaram
distribuicdo normal foram analisados por meio dos testes paramétricos t de Student
nao pareado ou ANOVA de uma via, seguidos pelo teste de Tukey. Para os dados que
nao apresentaram distribuicdo normal, empregou-se o teste ndo paramétrico de
Mann-Whitney. Dados paramétricos foram expressos como média e erro padrao e 0s
nao paramétricos como mediana e intervalo interquartil. Os resultados de expressao
de miRNAs, obtidos por gPCR ou a partir do banco de dados The Cancer Genome
Atlas (TCGA), foram analisados quanto a sensibilidade, especificidade e acuracia por

meio da curva ROC (Receiver Operating Characteristic), sendo o ponto de corte (cut-


https://www.targetscan.org/vert_80/
https://mirtarbase.cuhk.edu.cn/~miRTarBase/miRTarBase_2022/php/index.php
https://xena.ucsc.edu/
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off) determinado com base no indice de Youden (J). Este indice, calculado pela
férmula J = sensibilidade + especificidade — 1, representa a maxima eficacia
diagnostica, identificando o ponto 6timo da curva ROC que maximiza a discriminagéo
entre grupos. As curvas de sobrevida foram estimadas pelo método de Kaplan-Meier,
€ a comparagao entre os grupos foi realizada por meio do teste log-rank (Mantel-Cox).
A magnitude da associagao foi expressa como hazard ratio (HR), acompanhado do
intervalo de confianga de 95% (IC95%). O nivel de significancia considerado em todas
as analises foi de p < 0,05. Todas as analises foram realizadas com o software

GraphPad Prism, versao 10.
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4 RESULTADOS

Os resultados apresentados a seguir estdo organizados em trés topicos
principais. O primeiro (4.1) aborda os resultados funcionais in vitro obtidos a partir de
linhagens celulares de cancer de mama. O segundo (4.2) reune os dados gerados em
nosso laboratoério referentes ao perfil de expressdao de miRNAs em bidpsias de
pacientes com cancer de mama triplo-negativo. Por fim, o terceiro topico (4.3)
contempla as analises in silico realizadas com dados de pacientes disponibilizados

pelo consoércio The Cancer Genome Atlas (TCGA).

4.1. ANALISES FUNCIONAIS IN VITRO COM LINHAGENS CELULARES DE
CANCER DE MAMA

4.1.1. Expressao relativa basal de miRNAs em linhagens celulares de

cancer de mama.

Inicialmente, procurou-se investigar as diferencas no perfil de expressao basal
dos microRNAs miR-7, miR-21, miR-671 e miR-146a entre uma linhagem de céancer
de mama hormdnio-positiva, MCF-7, e as linhagens triplo-negativas, uma competente
para BRCA1 (BRCAT*), MDA-MB-231, e outra com BRCA1 mutado (BRCA17"), MDA-
MB-436. Conforme mostra a figura 5A, foi identificada diferencga significativa no perfil
de expressao dos trés miRNAs avaliados nas linhagens triplo-negativas, MDA-MB-
231 e MDA-MB-436, em relagao a linhagem horménio-positiva, MCF-7. Na linhagem
MDA-MB-231, foram observadas reducdes na expressao relativa de miR-7, miR-21 e
miR-671 para 0,07; 0,18 e 0,30 respectivamente, em comparagcdo a expressao
observada na linhagem em MCF-7, definida como 1 ou 100%. De forma semelhante,
na linhagem MDA-MB-436, os valores de expresséo relativa de miR-7, miR-21 e miR-
671 foram de 0,05; 0,12 e 0,28, respectivamente. Por outro lado, observou-se um
aumento acentuado na expressao relativa de miR-146a em ambas as linhagens triplo-
negativas. Na linhagem MDA-MB-231 o aumento foi de 2.954 vezes, ja na linhagem
MD-MB-436 o aumento na expressdao desse miRNA foi 450 vezes, em relagao a

expressao em MCF-7 (Figura 5B).
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Figura 5. Expresséo relativa basal de miRNAs em linhagens celulares de cancer de mama. Em relagao
a linhagem hormdnio-positiva MCF-7, as linhagens triplo-negativas MDA-MB-231 e MDA-MB-436
apresentaram expresséao significativamente menor de miR-7 (0,07 e 0,05), miR-21 (0,18 e 0,12) e miR-
671 (0,30 e 0,28), respectivamente (A). J&8 miR-146a se mostrou 2.954 vezes mais expresso na
linhagem MDA-MB-231 e 450 vezes mais expresso na linhagem MDA-MB-436 (B). Ensaios de RT-
gPCR, normalizados pelo miRNA de referéncia miR-19b. Expressao relativa calculada pelo método 2-
AACq g gnalisada pelo teste de Mann-Whitney. N = 6 amostras por tipo celular. Diferengas significativas
em relagdo a linhagem MCF-7. *** p <0,001, **** p < 0,0001.

Na avaliagdo comparativa entre as duas linhagens triplo-negativas, MDA-
MB231 e MDA-MB436, nao houve diferenga significativa na expresséo de miR-7, miR-
21 e miR-671. Por outro lado, a expresséo relativa de miR-146a observada na
linhagem com mutac¢do no gene BRCA1, MDA-MB-436, foi significativamente menor,

0,15 vezes em relacao a linhagem BRCA1 competente, MDA-MB-231 (Figura 6).
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Figura 6. Expresséo relativa basal de miRNAs entre linhagens celulares de cancer de mama triplo-
negativo. miR-146a mostrou uma diminuicdo na expressdo relativa na linhagem MDA-MB-436,
comparativamente a linhagem MDA-MB-231 (0,15 vezes). Entretanto, ndo foi observada diferenga
significativa na expressao de miR-7, miR-21 e miR-671 entre as duas linhagens. Ensaios de RT-gPCR,
normalizados pelo miRNA de referéncia miR-19b. Expressao relativa calculada pelo método 2-24Ca g

analisada pelo teste de Mann-Whitney. n=6. **** p< 0,0001.

4.1.2. Alteragdoes na viabilidade celular induzidas pelo quimioterapico

paclitaxel.

Em seguida, foi feita a avaliacdo dos efeitos do quimioterapico paclitaxel (PTX)
sobre a viabilidade celular das linhagens triplo-negativas em estudo, MDA-MB-231 e
MDA-MB-436. Para isso, foram realizados ensaios pelo método de MTT, com as
seguintes concentragdes de PTX: 3,75 nM; 7,5 nM; 15 nM; 30 nM; 60 nM; 120 nM,;
240 nM; 480 nM e 960 nM.

Na linhagem MDA-MB-231, a menor concentragdo capaz de promover uma
reducao significativa da viabilidade celular, em relagdo ao grupo nao tratado, foi a
concentracado de 60 nM, com reducgao para 87,3% de viabilidade. A concentracdo mais
eficaz observada nesta linhagem foi a de 480 nM, reduzindo a viabilidade para 72,1%.
Houve uma discreta recuperacao da viabilidade celular para 86,3% na concentracao
de 960 nM (Figura 7A).
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A linhagem MDA-MB-436 demonstrou maior sensibilidade ao PTX. A menor
concentragdo com capacidade de reduzir a viabilidade celular de forma significativa,
em relagdo ao grupo sem tratamento, foi a concentragdo de 30 nM, com redugéo para
75,2%. A concentragdo mais eficaz nesta linhagem foi de 960 nM, promovendo uma
reducéo da viabilidade celular para 46,9%, demostrando um efeito dose-depende do
quimioterapico (Figura 7B).

Os resultados obtidos confirmaram que o paclitaxel promoveu uma redugao
significativa na viabilidade celular em comparagéo ao grupo controle ndo tratado (NT),
nas duas linhagens triplo-negativas analisadas, demonstrando sua adequagao como

modelo in vitro para os testes de hipotese propostos a seguir.
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Figura 7. Alteragdes na viabilidade celular induzidas pelo quimioterapico paclitaxel, em linhagens
celulares de cancer de mama triplo-negativo, avaliadas pelo método de MTT. Nas duas linhagens
avaliadas houve reducéo significativa na viabilidade celular, em relagcédo ao grupo ndo tratado (NT). Na
linhagem MDA-MB-231, a menor concentracdo significativamente eficaz foi de 60 nM (87,3% de
viabilidade) e o maior efeito foi observado em 480 nM (72,1%) (A). Na linhagem MDA-MB-436, a menor
concentragao eficaz foi 30 nM (75,2 % de viabilidade), com maior efeito observado em 960 nM (46,9%)
(B). Trés ensaios independentes, com 4 replicatas cada. Resultados convertidos em porcentagem de
viabilidade, expressos como média + SEM e analisados por ANOVA de uma via, seguida pelo teste de
Tukey. ** p < 0,01, *** p <0,001, **** p < 0,0001.
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4.1.3. Expressao de miRNAs em linhagens celulares de cancer de mama

em resposta ao paclitaxel

Seguindo a investigacdo sobre a relacdo do perfil de miRNAs de células
tumorais com a resposta a quimioterapicos, avaliou-se possiveis alteracbes na
expressao de miR-7, miR-21 e miR-146a em resposta ao tratamento com paclitaxel.

Na linhagem MDA-MB-231, o tratamento com 100 nM de paclitaxel promoveu
um aumento significativo na expressao dos trés miRNAs avaliados, em relagdo ao
grupo nao tratado (NT) (Figura 8A). O aumento observado na expresséao relativa de
miR-7 foi de 3,97 vezes, para miR-21 o aumento foi de 2,76 vezes e para miR-146a,
de 2,82 vezes.

Na linhagem MDA-MB-436, ndo foi observada diferenca significativa na
expressao de miR-7 em decorréncia do tratamento. Porém, na avaliagdo de miR-21 e
miR-146a, foram identificados aumentos significativos na expressao relativa em
resposta ao tratamento. Os aumentos na expressao de miR-21 e de miR-146a foram
de 4,63 e 4,47 vezes, respectivamente, em relagdo ao grupo sem tratamento (Figura
8B).
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Figura 8. Expressdo de miRNAs em linhagens celulares de cancer de mama apds tratamento com
paclitaxel. Na linhagem MDA-MB-231, houve aumento significativo na expressdo de miR-7, miR-21 e
miR-146a de 3,97, 2,76 e 2,82 vezes, respectivamente (A). Na linhagem MDA-MB-436, o aumento
significativo na expressao relativa de miR-21 foi de 4,63 vezes e para miR-146a de 4,47 vezes. Nao
houve alteracao significativa na expressao de miR-7, para esta linhagem (B). Ensaios de RT-gPCR,
normalizados por miR-19b e RNU24. Expresséo relativa calculada pelo método 2-22Cd e analisada pelo
teste de Mann-Whitney. n=4. ** p < 0,01, *** p <0,001, **** p < 0,0001.

4.1.4. Expressao basal de PARP1 em linhagens celulares de cancer de

mama

Para aprofundar nossa compreensdo sobre os mecanismos moleculares
envolvidos na resposta ao tratamento com paclitaxel e identificar potenciais
biomarcadores ou alvos terapéuticos, focamos nossa atengcao em genes especificos
potencialmente regulados pelos microRNAs em estudo. Com base em resultados
experimentais prévios obtidos por nosso grupo de pesquisa e em analises in silico,
optou-se por iniciar a investigagao pelo gene PARP1 (Poli ADP-Ribose Polimerase 1),
por apresentar possivel regulagdo por miR-7 e importante papel na biologia tumoral.

Os resultados mostraram que as linhagens celulares triplo-negativas, MDA-MB-
231 e MDA-MB-436, apresentam expressdao génica basal de PARP1
significativamente maior em relagdo a linhagem positiva para receptores hormonais,
MCF-7. A linhagem MDA-MB-231 apresentou expressdo de PARP1 1,75 vezes
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superior, e a linhagem MDA-MB-436 expressao 1,62 vezes maior, em relacao a
linhagem MCF-7. Comparativamente, ndo foi observada diferenga significativa na
expressdo de PARP1 entre as linhagens triplo-negativas com diferentes status de
BRCA1. (Figura 9).
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Figura 9. Expresséo relativa basal de PARP1 em linhagens celulares de cancer de mama. As linhagens
celulares triplo-negativas (MDA-MB-231 e MDA-MB-436) apresentaram expresséao significativamente
maior de PARP1 em relacao a linhagem RH+ (MCF-7), sendo 1,75 vezes maior em MDA-MB-231 e
1,62 vezes maior em MDA-MB-436. As linhagens triplo-negativas ndo apresentaram diferenca
significativa na expressédo de PARP1. Ensaios de RT-qPCR, normalizados pelos genes de referéncia
GAPDH e GPB1. Expressao relativa calculada pelo método 2-22C4 e analisada pelo teste de Mann-
Whitney. n=6. (* p<0.05, ** p<0.01).

4.1.5. Expressao de PARP1 em resposta a suplementagcdao de miR-7

associada ao paclitaxel

Foram realizados ensaios para avaliar se a expressao génica de PARP1 seria
regulada por miR-7, mediante transfeccéo celular com imitador sintético de miR-7
(miR-7 mimic) ou um mimic com sequéncia aleatoria (scramble) na concentracéo de
1 nM ou 10 nM. Os efeitos da transfecg¢ao foram avaliados, também, com os imitadores
sintéticos em associacao ao tratamento com paclitaxel na concentracdo de 100 nM.
As expressodes relativas foram determinadas tendo como referéncia o grupo controle

veiculo (CV). A extragdo de RNA foi realizada 48 horas ap6s a transfecg¢ao, para MDA-
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MB-231 e MDA-MB-436, ou 72 horas apos a transfecg¢ao, para MCF-7.

Na linhagem MCF-7, a transfecgéo isoladamente com 10 nM de miR-7 mimic
ou scramble mimic, por 72 horas, nao foi capaz de alterar a expressao relativa de
PARP1. No grupo tratado somente com paclitaxel, foi constatada uma diminui¢ao de
na expressao de PARP1 (0,42), assim como no grupo Scramble mimic + paclitaxel
(0,38), porém, sem significancia estatistica em relagao ao grupo controle e aos demais
grupos. Entretanto, quando a suplementacdo com miR-7 mimic foi associada ao
tratamento com paclitaxel, observou-se uma diminuigédo significativa para 0,27 vezes
na expressao de PARP1 em relagdo ao grupo controle. Essa redugao também foi
significativa quando comparada ao grupo apenas transfectado com miR-7 mimic, sem

tratamento com o quimioterapico (Figura 10).
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Figura 10. Expresséo génica de PARP1 em células MCF-7 transfectadas com miR-7 mimic e tratadas
com paclitaxel. A transfecgdo com miR-7 mimic ou Scramble (Scrb) mimic (10 nM) por 72 horas nao
alterou a expressado de PARP1 em relagao ao grupo controle (CV). O tratamento com paclitaxel (PTX)
reduziu a expressido de PARP1 para 0,42 vezes, enquanto a combinagdo Scrb mimic + PTX resultou
em uma reducédo para 0,38 vezes, ambas sem diferenca estatisticamente significativa. A associacao
entre miR-7 mimic e PTX promoveu uma reducéo significativa na expressao de PARP1 para 0,27 vezes
0 nivel basal. Ensaios de RT-qPCR, normalizados pelos genes de referéncia GAPDH e GPB1.
Expresséo relativa calculada pelo método 222Ca e analisados por ANOVA de uma via, seguida pelo
teste de Kruskal-Wallis. n=6. * p<0.05, ** p<0.01.
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Na linhagem MDA-MB-231, a transfecgédo com miR-7 mimic ou scramble mimic
foi realizada na concentragdo de 1 nM, por 48 horas. A transfecgao isolada com
scramble mimic, sua associagao com paclitaxel (PTX), assim como o tratamento
exclusivo com o quimioterapico, ndo resultaram em redugéo significativa da expresséo
de PARP1, com valores relativos de 0,92, 0,75 e 0,86, respectivamente. De forma
semelhante, a transfeccgéo isolada com miR-7 mimic promoveu apenas uma redugao
discreta da expresséo (0,76), sem significdncia estatistica. No entanto, a associagéo
de miR-7 mimic com PTX resultou em uma diminuicao significativa da expressao de

PARP1, atingindo 0,42 vezes em relagao ao grupo controle (CV) (Figura 11).
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Figura 11. Expresséo génica de PARP1 na linhagem MDA-MB-231, transfectada com miR-7 mimic e
tratada com paclitaxel. Nao foi observada alteragao significativa na expressdo de PARP1 nos grupos
tratados com scramble mimic isolado, scramble + PTX, PTX isolado ou miR-7 mimic isolado, em relagao
ao grupo controle (CV). Entretanto, a associagdo entre miR-7 mimic e PTX diminuiu a expresséao de
PARP1 de forma significativa em relagdo ao grupo controle para 0,42 vezes). Ensaios de RT-qPCR,
normalizados pelos genes de referéncia GAPDH e GPB1. Expressao relativa calculada pelo método 2-

AACq g gnalisados por ANOVA de uma via, seguida pelo teste de Kruskal-Wallis. n=4. * p<0.05.

Na linhagem MDA-MB-436, a transfec¢do com miR-7 mimic ou scramble mimic
foi realizada na concentragao de 1 nM, por 48 horas. Nao foram observadas redugodes
significativas na expressao relativa de PARP1 nos grupos transfectados isoladamente

com scramble mimic (0,93) ou miR-7 mimic (0,87). O tratamento exclusivo com o
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quimioterapico paclitaxel (PTX) resultou em uma diminuigao significativa da expressao
de PARP1, com valor relativo de 0,69. Redugbes significativas também foram
observadas nos grupos onde a transfecgdo com os imitadores sintéticos foi associada
ao tratamento com PTX, com expresséo relativa de 0,60 no grupo scramble mimic +

paclitaxel e 0,61 no grupo miR-7 mimic + paclitaxel (Figura 12).
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Figura 12. Expressdo génica de PARP1 na linhagem MDA-MB-436, transfectada com miR-7 mimic e
tratada com paclitaxel. Nao foi observada alteracao significativa na expressdo de PARP1 nos grupos
com scramble mimic isolado (0,93) ou miR-7 mimic isolado (0,87), em relagdo ao grupo controle (CV).
Nos grupos Scrb+PTX e miR-7+PTX foi observada diminuigdo na expressdo de PARP1 de forma
significativa (0,60 e 0,61, respectivamente), bem como no grupo com uso isolado de PTX (0,69).
Ensaios de RT-gPCR, normalizados pelos genes de referéncia GAPDH e GPB1. Expresséao relativa
calculada pelo método 2-22Ca e analisados por ANOVA de uma via, seguida pelo teste de Kruskal-Wallis.
n=4.* p<0.05, ** p<0.01.
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4.2. MIRNAS COMO BIOMARCADORES PREDITIVOS DE RESPOSTA
PATOLOGICA COMPLETA (pCR) NO CANCER DE MAMA TRIPLO-NEGATIVO

4.2.1. Expressao de miRNAs em biopsias de pacientes com cancer de

mama triplo-negativo

Com o objetivo de selecionar microRNAs candidatos a uma assinatura preditiva
de Resposta Patologica Completa (pCR) a quimioterapia neoadjuvante, foram
analisados os perfis de expressado de miR-7, miR-21 e miR-146a em amostras Fixadas
em Formol e Embebidas em Parafina (FFPE) de bidpsias de pacientes diagnosticadas
com cancer de mama triplo-negativo (TNBC).

Comparativamente ao grupo de pacientes que atingiram a Resposta Patologica
Completa (pCR), as pacientes do grupo sem resposta patolégica (NpCR)
apresentaram expressao aumentada dos trés miRNAs avaliados. Em relagdo ao miR-
7, houve um aumento de expresséo de 10,82 vezes (Figura 13A), miR-21 mostrou-se
4,16 vezes mais expresso (Figura 12B) e, para o miR-146a, o aumento foi de 1,77

vezes (Figura 13C).
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Figura 13. Expressao relativa de miRNAs em amostras FFPE de biopsia de pacientes diagnosticadas
com cancer de mama triplo-negativo. No grupo das pacientes que nao atingiram a Resposta Patolégica
Completa (NpCR), foi observado um aumento de 10,82 vezes na expressdo de miR-7 (A), 4,16 vezes
na expressao de miR-21 (B) e 1,77 vezes na expressao de miR-146a (C), em relagdo as pacientes que
atingiram a Resposta Patoldégica Completa (pCR) apds a quimioterapia neoadjuvante, porém, sem
significancia estatistica. Ensaios de RT-qPCR utilizando o sistema de detecgao TagMan miRNA Assays,
normalizados pelos miRNAs calibradores miR-19b, miR-671 e RNU24. Expresséo relativa calculada

pelo método 2-22C4 e analisada pelo teste de Mann-Whitney. n=6.

Individualmente, ndo houve significancia estatistica na comparagao entre os
grupos de pacientes com e sem resposta patoldgica completa, para os trés miRNAs
testados. Porém, com base na tendéncia observada e na ponderagao das limitacoes
metodologicas do ensaio, optou-se por seguir com a investigacao de um potencial uso

combinado entre os trés miRNAs.

4.2.2. Analise da assinatura de miRNAs como biomarcador preditivo de

resposta patoldégica completa (pCR) em pacientes com TNBC

A analise de desempenho da assinatura de miRNAs como biomarcador
preditivo de Resposta Patolégica Completa, proposta neste estudo, foi realizada
mediante metodologia da curva ROC (Receiver Operating Characteristic Curve),
considerando o perfil de expresséao individual de cada miRNA (miR-7, miR-21 e miR-
146a), bem como a analise conjunta dos perfis, calculado individualmente para cada

paciente, visando identificar a melhor combinagao entre eles.
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A andlise da curva ROC avaliada individualmente para miR-7 resultou em um
valor da area sob a curva (AUC — Area Under the Curve) de 0,83, com Intervalo de
Confianga (IC 95%) de 0,59 a 1,08. Foram utilizados os valores de sensibilidade de
83,33% e especificidade de 66,67%, com p = 0,06 (Figura 14A). Para miR-21, os
valores resultantes da analise individual foram AUC = 0,80 (IC 95% - 0,56 a 1,06), com
indices de sensibilidade de 83,33% e especificidade de 66,67%, com p = 0,08 (Figura
14B). Ja os valores obtidos para miR-146a foram AUC = 0,79 (IC 95% - 0,53 a 1,06)

e indices de sensibilidade de 83,33%, especificidade de 66,67% e p = 0,093 (Figura
14C).
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Figura 14. Curva ROC do perfil de expressdo de miRNAs em pacientes com TNBC. A andlise individual
do perfil de expressdo de miRNAs resultou nos valores para miR-7 de AUC = 0,833 (IC 95% de 0,589
a 1,077), sensibilidade de 83,33% e especificidade de 66,67% (p = 0,055) (A). Para miR-21, os valores
foram AUC = 0,805 (IC 95% de 0,550 a 1,061), com sensibilidade de 83,33% e especificidade de
66,67% (p = 0,078) (B). Os valores obtidos para miR-146a foram AUC = 0,792 (IC 95% de 0,528 a
1,055), sensibilidade de 83,33% e especificidade de 66,67% (p = 0,0928) (C). N = 6.
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A analise da curva ROC com o perfil combinado dos trés miRNAs avaliados no
estudo — miR-7, miR-21 e miR-146a — resultou em um valor da area sob a curva (AUC)
de 0,94, com Intervalo de Confianga (IC 95%) de 0,82 a 1,08 (Figura 15A). O ponto
de corte (cut-off) foi estabelecido com base no indice de Youden (J) e visando otimizar
a relagdo entre os indices de sensibilidade e especificidade, de acordo com os
objetivos da assinatura e as caracteristicas dos grupos experimentais. Foram
utilizados os indices de sensibilidade de 83,33% e especificidade de 83,33%,
resultando em um valor de cutt-off de 3,094 (Figura 15B).

Por meio da interpretagdo da curva ROC, foi constatado que os melhores
resultados foram obtidos com a analise combinada do perfil de expressao de miR-7,
miR-21 e miR-146a, com capacidade de discriminar corretamente as pacientes que
responderam ou ndo ao tratamento. Observou-se que a maioria das pacientes no
grupo NpCR foi posicionada acima do ponto de corte, enquanto a maioria das
pacientes no grupo pCR foi posicionada abaixo do ponto de corte, com uma diferencga

estatisticamente significativa entre os grupos (p = 0,010).
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Figura 15. Assinatura de miRNAs como biomarcadores preditivos de Resposta Patolégica Completa
(pCR) em pacientes com TNBC. Curva ROC representando a andlise conjunta do perfil de expressao
de miR-7, miR-21 e miR-146a. Area sob a curva (AUC) de 0,944 (IC 95% 0,816 a 1,075), sensibilidade
de 83,33% e especificidade de 83,33%, p = 0,0104 (A). Grafico de dispersao indicando a separagao
entre o grupo com resposta patolégica completa (pCR) e sem resposta (NpCR) com base no valor de
corte (cutt-off) de 3,094, gerado pela analise da curva ROC. N = 6, cada grupo (B).
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4.3. ANALISE DE BIOINFORMATICA - MIRNAS COMO BIOMARCADORES
PROGNOSTICOS DE DESFECHOS CLINICOS NO CANCER DE MAMA TRIPLO-
NEGATIVO

4.3.1. Selecao de pacientes

Foram analisados dados provenientes de miRNA-seq da coorte de cancer de
mama do “Atlas do Genoma do Cancer” (The Cancer Genome Atlas, TCGA),
previamente normalizados em escala logaritmica (log2[RPM + 1]), possibilitando a
comparacao da expressdo de miRNAs entre as amostras. Inicialmente, foram
selecionados 1.247 pacientes, das quais 1.101 apresentavam informacdes resultantes
de biopsias de tumores primarios, sendo excluidas as informacdes relativas a
metastases (Figura 16). Na etapa seguinte, foram selecionadas pacientes com
diagndstico de cancer de mama triplo-negativo, com base na classificagado PAM50
(basal-like) e com status negativos dos receptores de estrogénio (ER-), progesterona
(PR-) e do receptor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico humano (HER2-),
totalizando 111 pacientes. Dentre essas, 93 apresentavam dados de expressao para
miR-7, miR-21 e/ou miR-146a, sendo, entao, divididas em dois grupos: I) Com evento
— pacientes que apresentaram pelo menos um dos seguintes desfechos, Intervalo
Livre de Doencga (Disease-Free Interval — DFIl), Sobrevida Especifica da Doenca
(Disease-Specific Survival — DSS), Intervalo Livre de Progresséao (Progression-Free
Interval — PFl) e Sobrevida Global (Overall Survival — OS); II) Sem evento — pacientes
que nao apresentaram nenhum dos eventos mencionados. Por fim, foram excluidas
as pacientes com idade igual ou superior a 80 anos, bem como, no grupo sem eventos,
aquelas com tempo de acompanhamento (follow-up) inferior a 5 ou superior a 10 anos.
Dentre as opg¢des iniciais de desfechos clinicos disponiveis no banco de dados, foram
selecionados o Intervalo Livre de Doenga (DFI) e a Sobrevida Especifica da Doenga
(DSS) para as analises finais, por apresentarem dados mais completos em todas as
amostras e potencial elucidativo compativel com o objetivo do estudo. A amostra final
submetida a analise estatistica foi composta por 36 pacientes, sendo 18 com
ocorréncia de evento de progressao ou 6bito, e 18 sem nenhum evento registrado.

As informagdes complementares referentes a idade ao diagnédstico e ao

estadiamento clinico das pacientes estao apresentadas na Tabela 5.
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TCGA Breast Cancer

N = 1247

Primary tumour sample

N =1101

PAM 50 Basal like ou sem PAM50

N =823
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N =18
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Follow-up > 5 anos
N =18

Figura 16. Fluxograma de pacientes selecionadas para analise do banco de dados The Cancer Genome

Atlas (TCGA).

Tabela 5 — Perfil de idade e estadiamento clinico das pacientes selecionadas

Caracteristicas Sem evento Com evento
Idade no diagndstico 52,3+12,6 53,8+ 12,2
Estadiamento Clinico

I 4 (22%) -

1A 1 (6%) 1(6%)

Il 2 (11%) -

A 9 (50%) 7 (39%)

IIB 2 (11%) 2 (11%)
A - 4 (22%)
lnc - 3 (17%)

v - 1(6%)
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4.3.2. Analises de acuracia de assinaturas de microRNAs, por meio de

curvas ROC

Com o objetivo de ampliar a investigagao do potencial prognéstico dos miRNAs
em pacientes com TNBC, foram conduzidas avaliagdes de acuracia mediante analises
de curvas ROC (Receiver Operating Characteristic), considerando os desfechos
clinicos de Intervalo Livre de Progressao (PFl) e Sobrevida Especifica da Doenca
(DSS), em amostras provenientes do banco de dados do The Cancer Genome Atlas
(TCGA).

As pacientes foram inicialmente estratificadas em dois grupos, com alta ou
baixa expressado de miRNAs, com base na mediana dos niveis de expressao de cada
miRNA avaliado. Foram conduzidas analises individuais para cada miRNA, bem como
analises integradas, com o objetivo de identificar combinagdes com a maior
capacidade preditiva, em relagdo aos desfechos clinicos avaliados. Os eventos
considerados para as analises foram a progressdo da doenga e/ou O6bito em
decorréncia da doenca. O tempo até a ocorréncia do evento foi calculado em meses,
sendo considerados censurados 0s casos sem evento no momento do ultimo
seguimento, que variou entre 60 e 120 meses, ou seja, 5 a 10 anos de
acompanhamento.

As curvas ROC foram utilizadas para investigar a capacidade discriminativa da
expressao dos miRNAs selecionados em relagdo a ocorréncia dos desfechos clinicos
ao longo do tempo de seguimento. Para cada miRNA, foram calculados os valores da
area sob a curva (AUC), sensibilidade, especificidade e o ponto de corte ideal (cutt-
off), estimado com base no indice de Youden (J). Os resultados obtidos indicaram que
miR-146a apresentou o desempenho mais robusto na estratificacdo prognéstica de
pacientes com cancer de mama triplo-negativo, tanto para o Intervalo Livre de
Progressao (PFIl) quanto para a Sobrevida Especifica da Doenga (DSS), avaliado
individualmente ou em combinagdo com o miR-21.

Na analise individual para o desfecho de PFI, miR-146a apresentou area sob a
curva (AUC) de 0,72 (IC95% de 0,54 a 0,90), com p = 0,03, sensibilidade de 86,67%
e especificidade de 61,11% (Figura 17A). O ponto de corte foi 8,86, com predominio
de pacientes sem evento exibindo niveis de expressao acima desse limiar, enquanto

a maioria das pacientes com evento apresentou valores inferiores (Figura 17B).
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Figura 17. Curva ROC do perfil de expressdao de miR-146a para o desfecho de Intervalo Livre de
Progress&o (PFI) em pacientes com TNBC. Area sob a curva (AUC) de 0,722 (IC 95% 0,544 a 0,899),
p = 0,030; sensibilidade de 86,67% e especificidade de 61,11% (A). Grafico de dispersao indicando a

separacao entre os grupos sem (n = 18) e com progressao (n = 15), com ponto de corte de 8,865 (B).

Para o desfecho de DSS, o desempenho do miR-146a também se destacou,
com AUC de 0,77 (IC95% de 0,58 a 0,95), p = 0,02, sensibilidade de 90,00% e
especificidade de 72,22% (Figura 18A). O ponto de corte estimado foi 8,24, sendo
novamente observada uma concentracdo maior de pacientes sem evento com niveis
de expressao superiores ao limiar, enquanto a maior parte das pacientes com evento
apresentou valores abaixo desse ponto (Figura 18B).
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Figura 18. Curva ROC do perfil de expressdo de miR-146a para o desfecho de Sobrevida Especifica
da Doenga (DSS) em pacientes com TNBC. Area sob a curva (AUC) de 0,768 (IC 95% 0,584 a 0,949),
p = 0,021; sensibilidade de 90,00% e especificidade de 72,22% (A). Grafico de dispersao indicando a

separagao entre os grupos sem (n = 18) e com 6bito relacionado a doenga (n = 11), com ponto de corte
de 8,245 (B).
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Para o desfecho de PFI, a analise combinada de miR-146a e miR-21 também
apresentou desempenho significativo, com area sob a curva (AUC) de 0,72 (1IC95%
de 0,55 a 0,89), p = 0,033, sensibilidade de 78,57% e especificidade de 61,11%
(Figura 19A). O ponto de corte identificado foi 13,11, com niveis de expressdo mais
elevados entre as pacientes sem progressao, enquanto aquelas que evoluiram com o

evento exibiram predominantemente valores abaixo do limiar (Figura 19B).
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Figura 19. Curva ROC da combinagéo dos perfis de expressdo de miR-146a e miR-21 para o desfecho
de Intervalo Livre de Progresséo (PFl) em pacientes com TNBC. Area sob a curva (AUC) de 0,722 (IC
95% de 0,541 a 0,904), p = 0,033; sensibilidade de 78,57% e especificidade de 61,11% (A). Grafico
de dispersao indicando a separacdo entre os grupos sem (n = 18) e com progressao (n = 14), com
ponto de corte de 13,110 (B).

De forma semelhante, para o desfecho de DSS, a combinagdo dos mesmos
miRNAs resultou em AUC de 0,77 (IC 95%: 0,57 a 0,96), com p = 0,021. Os valores
de sensibilidade e especificidade foram de 90,00% e 66,67 %, respectivamente (Figura
20A). O ponto de corte estimado foi 13,00, sendo observada uma distribuicao
majoritaria de pacientes sem 6bito especifico com niveis de expressdo acima desse
valor, enquanto a maior parte dos casos com evento apresentou expressao inferior ao

limiar estabelecido (Figura 20B).
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Figura 20. Curva ROC da combinagdo dos perfis de expressdo de miR-146a e miR-21 para o desfecho
de Sobrevida Especifica da Doenga (DSS) em pacientes com TNBC. Area sob a curva (AUC) de 0,767
(IC 95% de 0,571 a 0,961), p = 0,021; sensibilidade de 90,00% e especificidade de 66,67% (A). Grafico
de disperséo indicando a separagao entre os grupos sem (n = 18) e com 6bito relacionado a doenga
(n =10), com ponto de corte de 13,000 (B).

Embora tenham sido observadas variagcbes nos perfis de expressdo dos
microRNAs isoladamente e em outras combinacdes entre eles, as demais analises
nao evidenciaram desempenho preditivo significativo. Os dados obtidos em todas as

analises realizadas estdo resumidos na tabela 6.

Tabela 6 - Dados sobre curvas ROC (Receiver Operating Characteristic) para investigagao do potencial

prognostico de microRNAs em amostras de cancer de mama triplo-negativo provenientes do TCGA.

Evento miRNA AUC Sensibilidade Especificidade Valor de p
miR-7 0,567 64,29 56,25 0,533
miR-21 0,681 78,57 55,65 0,099
miR-146a 0,722 86,67 61,11 <0,05*

FPI miR-7 + miR-21 0,536 85,71 31,25 0,739
miR-7 + miR-146a 0,638 78,57 62,50 0,197
miR-146a + miR-21 0,722 78,57 61,11 <0,05*
Assinatura 0,663 71,43 66,67 0,119
miR-7 0,552 66,67 56,25 0,712

DSS

miR-21 0,686 80,00 50,00 0,108
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miR-146a 0,768 90,00 72,22 <0,05*
miR-7 + miR-21 0,578 87,50 31,25 0,540
miR-7 + miR-146a 0,687 75,00 68,75 0,141
miR-146a + miR-21 0,767 90,00 66,67 <0,05*
Assinatura 0,729 87,50 55,56 0,067

Legenda: FPI = Intervalo Livre de Progressao; DSS = Sobrevida Especifica da Doencga; Assinatura = média dos 3 microRNAs
avaliados; AUC = &rea sob a curva. Sensibilidade e a Especificidade expressas em porcentagem (%), calculadas pelo indice

de Youden (J). (*) Diferenga estatisticamente significativa, p < 0,05.

4.3.3. Analise das curvas de sobrevida pelo método de Kaplan-Meier

Para avaliar a associacido entre os niveis de expressao de microRNAs e os
desfechos clinicos de Intervalo Livre de Progressao (PFI) e Sobrevida Especifica da
Doenca (DSS), foram conduzidas analises de sobrevida utilizando o método de
Kaplan-Meier, com a comparagao entre os grupos por meio do teste log-rank (Mantel-
Cox). Os critérios utilizados para estratificagdo das pacientes e censura dos dados
foram os mesmos descritos anteriormente.

Para o primeiro desfecho avaliado, Intervalo Livre de Progressao (PFl), a
andlise da assinatura composta por miR-7, miR-21 e miR-146a demonstrou
associagao estatisticamente significativa (p = 0,026). Os individuos pertencentes ao
grupo com alta expressdao combinada dos miRNAs apresentaram maior tempo livre
de progressao durante o periodo de seguimento, em comparacgao aqueles do grupo
com baixa expressdo, com medianas de 79,03 e 32,37 meses, respectivamente. A
razdo de risco (hazard ratio — HR) estimada foi de 3,41 para o grupo de baixa
expressdo em relagdo ao grupo de alta expressdo, com intervalo de confianga
(1C95%) de 1,18 a 9,86, indicando que pacientes com baixa expressdao combinada
dos trés miRNAs avaliados apresentaram risco aproximadamente 3,4 vezes maior de
progressao da doencga, em relagado ao grupo de alta expresséao (Figura 21).

As analises individuais de cada miRNA, assim como as demais combinacdes

avaliadas, ndo demonstraram potencial preditivo significativo para este desfecho.
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Figura 21. Curva de Kaplan-Meier representando o Intervalo Livre de Progressao (PFI) de pacientes
com cancer de mama triplo-negativo, estratificadas pela expressdo combinada de miR-7, miR-21 e
miR-146a. Grupo com alta expresséo (linha verde; n = 15) e grupo com baixa expressao (linha
vermelha; n = 15). Individuos com baixa expresséo apresentaram um tempo significativamente menor
de progresséo, em comparagéo aos individuos do grupo com alta expressédo (mediana de 32,37 vs.

79,03 meses, respectivamente). p = 0,026.

A analise de Sobrevida Especifica da Doenga (DSS) indicou que tanto a
avaliagao isolada da expressado do miR-146a quanto sua combinacido com o miR-21
apresentou capacidade preditiva estatisticamente significativa. Para miR-146a
individualmente, a mediana de DSS foi de 83,87 meses no grupo com alta expressao
e de 55,48 meses no grupo com baixa expressao, com razao de risco (HR) estimada
em 13,09 (IC 95% de 3,71 a 46,23) e valor de p = 0,001. Este resultado indica que
individuos com baixa expressao de miR-146a apresentaram um risco aproximado de
morte por cancer de mama 13 vezes maior do que individuos com alta expressao,

durante o segmento avaliado (Figura 22).
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Figura 22. Curva de Kaplan-Meier representando a Sobrevida Especifica da Doenga (DSS) de
pacientes com cancer de mama ftriplo-negativo, estratificadas pela expressdo de miR-146a. Grupo
com alta expresséao (linha verde; n = 17) e grupo com baixa expressao (linha vermelha; n = 17).
Individuos com baixa expressdo de miR-146a apresentaram redugéo significativa de sobrevida, em
comparagao ao individuos do grupo com alta expressdo (mediana de 55,48 vs. 83,87 meses,

respectivamente). p = 0,001.

De modo semelhante, a analise combinada da expressdo de miR-146a e miR-
21 revelou medianas de DSS de 83,87 meses no grupo com alta expressao e 55,48
meses no grupo com baixa expressao. A diferencga foi estatisticamente significativa (p
= 0,011), com razdo de risco (HR) estimada em 10,80 (IC95%: 2,88 a 40,49),
indicando que pacientes com a baixa expressdo combinada desses dois miRNAs
apresentaram risco aproximadamente 10,8 vezes maior de 6bito relacionado a doenga
durante o periodo de seguimento (Figura 23).

As demais analises realizadas, tanto para os microRNAs individualmente
quanto para as combinagdes testadas, ndo apresentaram desempenho preditivo
estatisticamente significativo em relagao a este desfecho.
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Figura 23. Curva de Kaplan-Meier representando a Sobrevida Especifica da Doenga (DSS) de
pacientes com cancer de mama triplo-negativo, estratificadas pela expressao de miR-146a e miR-21.
Grupo com alta expressao (linha verde; n = 17) e grupo com baixa expresséo (linha vermelha; n = 17).
Individuos com baixa expressdo combinada de miR-146a e miR-21 apresentaram reducao significativa
de sobrevida, em comparagéao ao individuos do grupo com alta expresséo (mediana de 55,48 vs. 83,87

meses, respectivamente). p = 0,011.
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5 DISCUSSAO

O céncer de mama triplo-negativo (TNBC) distingue-se dos demais subtipos
por seu comportamento biolégico mais agressivo, o que torna seu tratamento
substancialmente mais desafiador. Esse subtipo esta associado a maior incidéncia de
recorréncia tumoral e metastases, contribuindo para um prognéstico global
desfavoravel, especialmente em pacientes diagnosticadas em estagios avangados da
doenca. Além disso, o manejo clinico do TNBC permanece significativamente
defasado em comparagao aos demais subtipos de cancer de mama, devido a
escassez de terapias-alvo eficazes e da evolugdo clinica menos favoravel
(105,115,116).

Modelos celulares bidimensionais sdo amplamente utilizados e tem contribuido
de forma relevante para o avancgo da pesquisa translacional em oncologia, porém, sua
aplicabilidade clinica permanece limitada. Em particular, a auséncia de
heterogeneidade celular e a incapacidade de reproduzir com precisdo o
microambiente tumoral, prejudicam a representacdo dos fatores que modulam a
progressao da doenca e a resposta terapéutica (117). Diante desse cenario, se faz
importante a validacdo de hipéteses em diferentes formatos, incluindo modelos
animais, amostras tumorais de pacientes e analises integrativas baseadas em dados
provenientes de bancos publicos internacionais. Essa abordagem é essencial para
ampliar a representatividade biolégica dos estudos pré-clinicos, contribuindo para
maior eficacia na translacao para a pratica clinica.

Na sessao de analises funcionais in vitro, o presente estudo visou avaliar as
diferencas entre linhagens celulares de cancer de mama hormdonio-positiva (MCF-7)
e triplo-negativas (MDA-MB-231 e MDA-MB-436), com énfase no perfil de expresséo
de miRNAs e na resposta ao quimioterapico paclitaxel. Foram selecionados os
MiRNAs miR-7, miR-21, miR-146a e miR-671, com base em dados experimentais
previamente obtidos pelo nosso grupo de pesquisa, bem como em evidéncias da
literatura cientifica que indicam o envolvimento desses miRNAs em processos
relacionados a progressdo tumoral e a resposta terapéutica no cancer de mama.
Paralelamente, foi investigado o potencial regulatério de miR-7 sobre a expressao de
PARP1, em modelos celulares de cancer de mama triplo-negativo com dois status

funcionais do gene BRCA1, competente ou mutado.
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A linhagem MDA-MB-231 demonstrou um perfil de maior resisténcia ao
paclitaxel, uma vez que concentracgdes inferiores a 60 nM ndao promoveram redugao
significativa da viabilidade celular. Além disso, observou-se uma discreta recuperagéo
da viabilidade na concentracéo mais elevada testada, 960 nM, sugerindo um possivel
mecanismo adaptativo ou sele¢ao de subpopulagdes celulares resistentes, fendbmeno
frequentemente associado a exposigao prolongada ou intensa a agentes
quimioterapicos. Em contraste, a linhagem MDA-MB-436 demonstrou maior
sensibilidade ao paclitaxel, com redugao significativa da viabilidade celular a partir da
concentracdo de 30 nM, mantendo uma resposta dose-dependente ao longo de todo
o intervalo de concentragdes testadas, além de n&o apresentar sinais de resisténcia
ao quimioterapico.

O efeito citotdoxico do paclitaxel sobre células tumorais é influenciado por
diversos fatores, incluindo a concentragdao do farmaco, o tipo celular e o tempo de
exposic¢ao. Independentemente da indugao de parada do ciclo celular, o paclitaxel €
capaz de promover apoptose por multiplos mecanismos, envolvendo a ativacdo de
quinases, como MAPK, Raf-1 e JNK, além da modulacdo da expressao de proteinas
reguladoras da apoptose, como Bcl-2, Bad e Bcl-xL, bem como de receptores
associados a necrose tumoral, como DR4 e DR5 (95). No entanto, a resisténcia ao
paclitaxel constitui um desafio mecanistico complexo, uma vez que envolve uma
variedade de fatores, incluindo a superexpressao de bombas de efluxo de farmacos,
inativagdo metabdlica de drogas, mecanismos de reparo de DNA e alteragdes
estruturais ou mutacionais nos alvos moleculares do farmaco (118,119).

A instabilidade gendmica permite que as células tumorais adquiram
caracteristicas que lhes conferem vantagens proliferativas em relagdo as células
normais, incluindo autossuficiéncia em sinais de crescimento, resisténcia a sinais
inibitérios de proliferacdo, evasao da apoptose, angiogénese sustentada, invasao
tecidual e potencial metastatico (57,120). Essa instabilidade também afeta a
expressdo de miRNAs, comprometendo vias regulatérias criticas envolvidas na
iniciagao e progressao tumoral.

Dentre as diversas classes de moléculas regulatorias, os miRNAs tém ganhado
destaque significativo por sua atuagdo eficaz na regulagdo pods-transcricional da
expressao génica, mediada por reconhecimento especifico de sequéncia. Evidéncias
acumuladas indicam que os mMiRNAs desempenham fungdes cruciais como

marcadores moleculares, podendo atuar tanto como oncogenes quanto como
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supressores tumorais em distintas neoplasias, incluindo o cancer de mama triplo-
negativo (121).

Diversos estudos tém demonstrado que a exposicdo de células de cancer de
mama ao paclitaxel € capaz de modificar significativamente o perfil de expressao de
MiRNAs associados a processos de resposta e resisténcia a quimioterapicos. Esses
efeitos, no entanto, ndo ocorrem de forma uniforme, sendo fortemente influenciados
pelo contexto genético e molecular da célula tumoral. Tal variabilidade na modulagéo
dos miRNAs em resposta ao tratamento pode refletir, em nivel experimental, o
espectro de respostas terapéuticas observado na pratica clinica, no qual pacientes
com tumores de diferentes perfis genéticos apresentam respostas heterogéneas ao
mesmo agente quimioterapico (40,122,123).

A anadlise dos dados do presente estudo evidenciou efeitos distintos na
expressao dos miRNAs entre as diferentes linhagens celulares de cancer de mama
tratadas com paclitaxel. Nas linhagens triplo-negativas foram observadas alteragoes
semelhantes na expressao dos miRNAs avaliados, e diferentes daquelas observadas
na linhagem horménio-positiva, reforcando a complexidade da resposta tumoral ao
tratamento quimioterapico e a influéncia do contexto molecular. Na linhagem BRCA1
competente (MDA-MB-231), houve um aumento expressivo na expressao dos trés
miRNAs analisados e na linhagem com mutacdo em BRCA71 (MDA-MB-436), o
tratamento promoveu elevagao significativa na expressdo de miR-21 e miR-146a,
enquanto a expressao de miR-7 permaneceu inalterada. Ja na linhagem horménio-
positiva, MCF-7, a exposicao ao paclitaxel resultou em redugao da expressao de miR-
7, sem alteracao significativa nos niveis de miR-21.

O perfil de expressdo de miRNAs esta intimamente relacionado as
caracteristicas moleculares intrinsecas de cada subtipo de cancer de mama, podendo
refletir adaptagdes funcionais especificas ou desempenhar papel ativo na regulagao
de fendtipos tumorais distintos (124—128). Considerando o conhecimento crescente
sobre a relevancia dos miRNAs na patogénese e progressao do cancer de mama, a
analise de seus niveis de expressao, particularmente no contexto da heterogeneidade
molecular do TNBC, pode contribuir de forma significativa para o aprimoramento das
abordagens diagndsticas, terapéuticas e prognosticas.

Assim, buscou-se ampliar o entendimento das diferencas intrinsecas dos
subtipos tumorais, mediante analise do perfil basal de expressdo dos miRNAs. Os

resultados revelaram diferengas marcantes na expressao de miR-7, miR-21, miR-671
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e miR-146a entre linhagens de cancer de mama com distintos perfis moleculares, com
as linhagens triplo-negativas, independentemente do status funcional de BRCAT,
apresentando reducao consistente na expressao miR-7, miR-21, miR-671 e expressao
substancialmente elevada de miR-146a. A comparagao entre as duas linhagens triplo-
negativas nao revelou diferencas significativas nos niveis de expressao de miR-7,
miR-21 e miR-671, sugerindo que a funcionalidade do gene BRCA1 né&o é fator
determinante para a regulacéo basal desses microRNAs, nesse contexto celular. Em
contraste, a expressdo de miR-146a foi consideravelmente menor na linhagem
portadora de mutagdo em BRCA1, quando comparada a linhagem triplo-negativa com
BRCA1 funcional, resultado que pode motivar futuras investigagbes sobre essa
relagdo molecular e eventuais aspectos de translagcéo para o contexto clinico.

Um estudo avaliando dados de microarranjos revelou que diversos miRNAs séo
diferencialmente regulados pelo gene BRCA1, dentre eles, miR-146a. Ha expressiva
variacdo de expressao de miR-146a em fungao dos niveis de BRCA1, além de sua
funcéo reconhecida como supressor tumoral. Ensaios funcionais demonstraram que
BRCA1 se liga diretamente ao promotor do miR-146a, promovendo a sua transcri¢ao.
A expressao desse miRNA esta significativamente aumentada em células com BRCA1
funcional, em comparacao aquelas com BRCA1 mutado, sugerindo que BRCA1 atua
na regulacado transcricional e ndo na regulagdo pos-transcricional do miR-146a
(129,130).

A analise do perfil basal de expressdo génica de PARP1 demonstrou niveis
significativamente mais elevados nas linhagens de cancer de mama triplo-negativas,
quando comparadas a linhagem hormonio-positiva. Esse padréao foi observado de
forma consistente nas duas linhagens TNBC avaliadas, independentemente da
competéncia funcional para BRCA1. A auséncia de diferengca significativa na
expressao de PARP1 entre as linhagens MDA-MB-231 (BRCA1 funcional) e MDA-MB-
436 (BRCA1 mutado) sugere que sua fungdo compensatdria em células com
deficiéncia na via de reparo por recombinagdo homoéloga ndo esta necessariamente
associada a expressao basal do gene. Assim, a atividade funcional da enzima PARP1,
mais do que sua abundancia, pode ser determinante na manutencao da integridade
gendmica em contextos de deficiéncia na via de BRCA1, hipétese que merece ser
explorada em estudos futuros para melhor entendimento da biologia tumoral.

Os tumores de mama triplo-negativos frequentemente apresentam deficiéncia

na via de Reparo por Recombinagao Homologa (HRD), tradicionalmente vinculada a
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mutacdes nos genes BRCA1 e BRCAZ2. Entretanto, estudos recentes reforcam a
hipétese de que a heterogeneidade molecular do TNBC pode resultar em quadros de
deficiéncia nessa via de reparo, mesmo em casos sem mutagdes germinativas em
BRCA1/2. Esses achados podem ser interpretados a luz do conceito de “BRCAness”,
em que células com BRCA funcional exibem fenétipo semelhante ao de células com
BRCA mutado. Pan et al. identificaram, por meio de um classificador baseado em
expressdo génica, que aproximadamente um tergco dos casos de TNBC em uma
coorte asiatica apresentavam um perfil compativel com alta HRD, independentemente
do status de BRCA (131,132).

Outro estudo demonstrou que a inativacdo de BRCAT (por mutacao,
hipermetilagdo do promotor ou knockdown) eleva os niveis de PARP1 e sua atividade
dependente de NAD, enquanto sua superexpressao leva a diminuicdo destes
parametros. Esse mecanismo de crosstalk sugere que a alta expressao de PARP1
observada em TNBCs pode refletir uma resposta compensatéria a deficiéncia
funcional de BRCA1, mesmo quando geneticamente integro. Os autores propdem
ainda que a hiperatividade de PARP1 induzida pela perda de BRCA1 pode suprimir
sua propria transcricdo via deplecdo de NAD, estabelecendo um ciclo de
retroalimentacdo que perpetua o desequilibrio nos mecanismos de reparo. Essa
dependéncia aumentada de PARP1 esta alinhada com a eficacia que inibidores de
PARP apresentam nesse subtipo tumoral (133).

Considerando as limitagbes previamente discutidas em relacéo as dificuldades
enfrentadas na translagao de dados pré-clinicos para a pratica clinica, optou-se por
ampliar a investigacao do potencial dos miRNAs como biomarcadores preditivos. Para
isso, foram analisadas amostras de bidpsias de pacientes diagnosticadas com cancer
de mama triplo-negativo, com o objetivo de avaliar a associagado entre o niveis de
expressao dos miRNAs e a obtencao de resposta patoldégica completa (pCR) apos
quimioterapia neoadjuvante. Além disso, foram conduzidas analises in silico utilizando
dados do consoércio TCGA, com o objetivo de investigar a associagao entre a
expressdao de miRNAs em pacientes com TNBC e desfechos clinicos favoraveis,
incluindo o Intervalo Livre de Progressao (PFIl) e a Sobrevida Especifica da Doenga
(DSS).

Pacientes diagnosticadas com TNBC podem apresentar, inicialmente, uma
resposta favoravel a quimioterapia, especialmente a base de antraciclinas e/ou

taxanos. Entretanto, quase metade das pacientes diagnosticadas em estagios iniciais



67

(I' e 1) apresentam recorréncia da doenga nos primeiros cinco anos apos o tratamento,
e aproximadamente 37% evoluem para obito. Apds esse periodo, observa-se uma
reducdo acentuada nas taxas de recorréncia, seguida de estabilizagdo ao longo do
tempo (31,112,134).

Nesse sentido, ha uma necessidade evidente de aprofundar o conhecimento
sobre novos marcadores prognésticos e preditivos, fundamentais para auxiliar no
diagnostico, estratificacdo de risco, subclassificagdo da doenca, predigdo da resposta
terapéutica e monitoramento clinico, a fim de viabilizar o manejo personalizado do
cancer de mama em contextos primario e metastatico (105,135).

A identificacdo de biomarcadores preditivos que possam aprimorar o
diagnostico precoce e a eficacia terapéutica tem direcionado a atencdo para
assinaturas moleculares presentes em amostras ndo invasivas, como sangue, ainda
na auséncia de manifestagdes clinicas da doenca. No cancer de mama, diversos
miRNAs tém sido recorrentemente identificados como elementos desregulados, tanto
em tecidos tumorais quanto em fluidos biolégicos como soro e plasma (136,137).
Devido a sua elevada estabilidade, podendo ser analisados em amostras nao
invasivas, como sangue, soro e urina, os miRNAs emergem como biomarcadores
promissores para diagnostico precoce, estratificacdo progndstica e monitoramento da
progressao tumoral (138).

Estima-se que cerca de um tergco dos genes codificadores de proteinas esteja
sob regulagdo pés-transcricional mediada por miRNAs, os quais desempenham
fungdes essenciais em processos celulares fundamentais, como crescimento celular
e morte programada (138). Além disso, um unico miRNA tem a capacidade de regular,
direta ou indiretamente, centenas de RNAs mensageiros, estabelecendo uma rede
complexa que coordena diversos processos celulares e exerce um impacto
significativo na biologia tumoral. Em funcdo dessa complexidade, a classificacdo dos
miRNAs como supressores tumorais ou oncogenes vem sendo reavaliada, uma vez
que estudos recentes indicam que alguns miRNAs podem desempenhar fungdes
duplas, atuando tanto na promog¢ao do crescimento tumoral, invasao e metastase,
quanto suprimindo o crescimento e a progressao tumoral, dependendo do contexto
celular (84,139-142). Diante disso, torna-se cada vez mais relevante o
desenvolvimentos de estudos com amostras clinicas para entendimento dessa
dualidade funcional.

A analise da curva ROC (Receiver Operating Characteristic) € uma ferramenta
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estatistica amplamente utilizada na avaliacdo de biomarcadores prognosticos,
permitindo medir a capacidade de um teste ou modelo em distinguir entre diferentes
desfechos clinicos. Seu desempenho discriminativo tem por base a relagdo entre
sensibilidade e especificidade em diferentes pontos de corte. A area sob a curva
(AUC) resume a acuracia global do modelo em distinguir entre os desfechos
avaliados. Valores de AUC iguais a 0,5 indicam auséncia de poder discriminativo,
enquanto valores préximos de 1,0 denotam alto grau de acuracia preditiva. No
contexto clinico, AUCs inferiores a 0,6 sdo considerados de utilidade limitada, ao
passo que valores superiores a 0,75 sugerem desempenho progndstico ou preditivo
relevante (143).

A acuracia preditiva da assinatura de miRNAs isolados de biopsias tumorais
proposta neste estudo, composta por miR-7, miR-21 e miR-146a, foi avaliada por meio
de analise da curva ROC, considerando tanto os perfis de expressao individual quanto
a combinagao integrada dos trés miRNAs. A analise combinada demonstrou
desempenho superior em comparac¢ao aos marcadores avaliados isoladamente, com
alta capacidade discriminatoria para distinguir pacientes com ou sem resposta
patolégica completa (pCR), apresentando sensibilidade e especificidade balanceadas.
A diferenca estatisticamente significativa entre os grupos reforga o potencial da
assinatura como ferramenta preditiva de resposta terapéutica no cancer de mama.

Em sintese, os resultados revelam uma correlagao inversa entre os niveis de
expressao da assinatura de miRNAs e a resposta ao tratamento. Pacientes que
atingiram resposta patoldégica completa (pCR) apresentaram menores niveis de
expressao, enquanto as que nao atingiram a resposta (NpCR) exibiram expressao
aumentada. Esse perfil sugere que a superexpressao da assinatura esta associada a
resisténcia terapéutica, destacando seu potencial como biomarcador preditivo para a
estratificacdo de pacientes e a personalizagcdao das abordagens terapéuticas. Tais
achados estdo em consonéncia com os objetivos do estudo, que visam a futura
translagcédo desses miRNAs como biomarcadores de aplicabilidade clinica.

O projeto “Atlas Genbmico do Cancer” (TCGA) utilizou abordagens de
sequenciamento gendmico em larga escala e analises bioinformaticas avancadas com
0 objetivo de catalogar mutagdes associadas ao cancer humano em grandes coortes
de pacientes. Os conjuntos de dados gerados por esse consorcio estao

disponibilizados publicamente e representam uma fonte relevante de informacéao para
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pesquisas translacionais e investigagcdes sobre os mecanismos de oncogénese em
diversos tipos de cancer (144).

O PAMSO (Predictor Analysis of Microarray 50) € um ensaio de expresséo
génica aprovado pela FDA em 2013, desenvolvido para classificar os subtipos
intrinsecos do cancer de mama em luminal A, luminal B, HER2-enriquecido e basal-
like, com base na expressao de 58 genes. Reconhecido como preditor independente
de caracteristicas clinicopatologicas, o teste fornece informagdes adicionais sobre a
biologia tumoral, incluindo niveis de proliferacdo celular e expressao de genes
luminais. Além disso, gera escores de risco de recorréncia (RoR), estratificados em
baixo e alto risco, que orientam decisbes terapéuticas em abordagens de medicina
personalizada (135).

No presente estudo, utilizamos dados provenientes do TCGA para estudo dos
miRNAs de interesse, visando posterior analise das curvas ROC. Evidenciou-se que
a expressdao de miR-146a em pacientes com cancer de mama triplo-negativo
apresenta acuracia estatisticamente significativa na discriminagdo entre os grupos
com e sem ocorréncia dos desfechos clinicos Intervalo Livre de Progresséo (PFI) e
Sobrevida Especifica da Doenca (DSS). De forma semelhante, a analise da expressao
combinada de miR-146a e miR-21 também demonstrou capacidade discriminatoria
significativa para os mesmos desfechos. Em ambas as abordagens, niveis elevados
de expressao dos miRNAs analisados estiveram associados a um progndstico mais
favoravel, refletindo menor incidéncia de progressao tumoral e redugao da mortalidade
pelo cancer de mama. Este achado é criticamente importante na clinica oncoldgica e
podera ser explorado em ensaios futuros para validagao dos biomarcadores.

Em consonancia com os resultados anteriores, a andlise das curvas de
sobrevida pelo método de Kaplan-Meier demonstrou que a expressdo combinada de
miR-7, miR-21 e miR-146a apresenta valor preditivo para o desfecho PFI, sendo que
pacientes com baixa expressao desses miRNAs apresentaram risco 3,4 vezes maior
de progressao da doenga em comparagao aquelas com alta expressao. No que se
refere ao miR-146a isoladamente, observou-se associagdo significativa com o
desfecho DSS, sendo que a baixa expressao deste miRNA esteve relacionada a um
risco aproximado 13 vezes maior de Obito por cancer de mama. Adicionalmente, a
expressao combinada de miR-146a e miR-21 também demonstrou valor preditivo para
o DSS, sendo que pacientes com baixa expressao apresentaram risco 10,8 vezes

superior de morte especifica pela doenca. Esses resultados reforcam o potencial
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prognéstico dos miRNAs avaliados, especialmente do miR-146a, tanto de forma
isolada quanto em combinagao com outros miRNAs.

Quanto ao miR-7, estudos demostraram uma correlagdo negativa entre seus
niveis e parametros clinicos desfavoraveis, como estagio avangcado, maior grau
histolégico e reducéo da sobrevida (94,145). Contudo, evidéncias adicionais indicam
que a expressao elevada de miR-7 esta associada a um pior prognostico no cancer
de mama. Esses achados aparentemente contraditorios sugerem que a expresséo de
miR-7 pode variar entre diferentes subpopulagdes celulares dentro do microambiente
tumoral, evidenciando a complexidade regulatéria dos miRNAs e reforgcando a
necessidade de abordagens contextuais para a interpretacdo de seus efeitos
bioldgicos (91,146).

Estudos anteriores também investigaram o microRNA miR-21. Foi identificado
que sua superexpressdao tem sido correlacionada a um progndstico clinico
desfavoravel em pacientes com cancer de mama, estando associada a maior
agressividade tumoral e menor resposta terapéutica. Evidéncias recentes apontam
que a redugao dos niveis de miR-21 ao longo do tratamento neoadjuvante pode estar
relacionada a desfechos clinicos mais favoraveis, sugerindo seu potencial como
marcador preditivo de resposta terapéutica. Em outro estudo, uma metanalise
abrangente, observou-se que pacientes que apresentaram elevagao nos niveis de
miR-21 desde o inicio até o segundo ciclo ou conclusao de tratamento, exibiram menor
Sobrevida Livre de Doenga (DFS) em comparagdo aqueles com expressao
decrescente ao longo do regime terapéutico. Entretanto, as analises indicaram alta
heterogeneidade entre os estudos, com essa associagao da expressao de miR-21 ndo
se replicando em relagdo aos demais desfechos, como Sobrevida Global (OS)
(147,148).

A associagao consistente entre alta expressao e melhores desfechos clinicos,
observada neste estudo, sugere que esses marcadores podem contribuir para a
estratificacdo de risco em pacientes com TNBC, auxiliando na identificacdo de
subgrupos com maior probabilidade de resposta favoravel ao tratamento e melhor
evolugao clinica. Em estudos anteriores com amostras clinicas, observou-se uma
correlagdo positiva robusta entre os niveis de expressao de miR-146a e BRCAT,
sugerindo uma possivel correlagcéo funcional com impacto na biologia tumoral (129).

Outros estudos demostraram que pacientes com baixos niveis de expressao

de miR-146a apresentaram expectativa significativamente reduzida de Sobrevida
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Global (OS) e Sobrevida Livre de Doencga (DFS), em comparagédo aqueles com alta
expressdao do referido microRNA. Modelos multivariados de regressdo de Cox
proporcional revelaram a capacidade do miR-146a em predizer a recorréncia da
doenca de forma independente de variaveis clinicas tradicionais, como tamanho
tumoral, status linfonodal, grau histolégico e idade dos pacientes, destacando o miR-
146a como um preditor molecular independente para desfechos clinicos no TNBC
(105,106).

Em conjunto, os resultados obtidos reforcam a complexidade da resposta
tumoral a quimioterapia, evidenciando a influéncia determinante do contexto molecular
sobre os desfechos terapéuticos. Apesar dessa heterogeneidade, observou-se a
viabilidade do desenvolvimento de assinaturas baseadas em perfis de microRNAs,
com potencial tanto preditivo de resposta terapéutica quanto prognostico de desfechos
clinicos. A validagdo dessas assinaturas em estudos multicéntricos futuros sera
essencial para sua consolidagdo como ferramentas biomoleculares aplicaveis a
pratica clinica, contribuindo significativamente para o avango da medicina de preciséo

no manejo do cancer de mama triplo-negativo.
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6 CONCLUSAO

As analises in vitro evidenciam diferengas significativas na expresséo basal de
miR-7, miR-21, miR-671 e miR-146a entre linhagens horménio-positivas e triplo-
negativas, com destaque para a variabilidade de miR-146a entre as linhagens do
mesmo subtipo TNBC.

Os miRNAs miR-7, miR-21 e miR-146a respondem ao tratamento com
paclitaxel, indicando sensibilidade a modulagéo farmacologica.

A expressao de PARP1 é significativamente maior nas linhagens triplo-
negativas, sugerindo associagdo com esse subtipo molecular.

Em amostras clinicas primarias de TNBC, a assinatura combinada de miR-7,
miR-21 e miR-146a apresenta valor preditivo para resposta patolégica completa a
quimioterapia neoadjuvante.

As analises in silico demonstram que miR-146a, isoladamente ou em
combinagdo com miR-21, associa-se significativamente aos desfechos clinicos de
Intervalo Livre de Progressao e Sobrevida Especifica da Doenga. Adicionalmente, a
baixa expressdao combinada de miR-7, miR-21 e miR-146a indica maior risco de
progressao da doencga.

Com base nos objetivos propostos e nos resultados obtidos, conclui-se que os
miRNAs analisados desempenham um papel funcional relevante na biologia do cancer
de mama triplo-negativo, com potencial aplicagdo como biomarcadores preditivos de

resposta terapéutica.
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