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RESUMO

O céancer colorretal € uma doenga com alta incidéncia e mortalidade e representa um
dos grandes desafios para a saude publica. O alto indice de mortalidade esta, em
parte, relacionado ao diagnostico da doenga em estagio avangado. Esse fato tem
instigado a busca por ferramentas mais efetivas para detec¢do precoce de cancer
colorretal, pouco invasivas e que possam ser realizadas em larga-escala. Sob essa
perpectiva, a analise da expressao sérica de microRNAs (miRNAs) apresenta-se
como uma alternativa, uma vez que, sao altamente estaveis no sangue e estéo
frequentemente alterados em diversas patologias, especialmente no cancer. Os
mMiRNAs sdo uma classe de pequenos RNAs que atuam como reguladores pos-
transcricionais afetando varios processos fisiopatologicos inclusive as fases de
desenvolvimento do cancer colorretal. Nesse contexto, o presente estudo foi
conduzido a fim de identificar um perfil de expressdo diferencial de miRNAs
circulantes como possivel método pouco invasivo para diagnéstico precoce de
cancer colorretal. Para alcangar esse objetivo utilizamos a metodologia de analise
em larga escala para identificar o perfil de expressdo de miRNAs plasmaticos em
individuos divididos criteriosamente em grupo nao-cancer (voluntarios saudaveis,
pacientes com pélipo hiperplasico e adenoma) vs. grupo cancer (pacientes com
cancer colorretal inicial e cancer colorretal com metastase). Posteriormente, os
miRNAs diferencialmente expressos foram validados por gRT-PCR. O poder
discriminante dos miRNAs entre os grupos foi avaliado por curva ROC e modelo
multivariado, e a predicdo de alvos e possiveis vias de sinalizagdo envolvidas foram
analisadas usando predicdo in silico através de ferramentas de bioinformatica.
Foram identificados quatro miRNAs (hsa-let-7e-5p, hsa-miR-106a-5p, hsa-miR-28-3p
e hsa-miR-542-5p) superexpressos no grupo cancer quando comparado ao grupo
nao cancer, sendo o hsa-miR-28-3p o melhor marcador diagndstico encontrado
(ROC 0,7841 [0,6890 - 0,8793]), seguido do hsa-miR-542-5p (ROC 0,7174 [0,6167 -
0,8181]). A associacdo entre dois miRNAs também apresentou alto poder
discriminante entre os grupos cancer vs. ndo-cancer com as seguintes associagdes:
hsa-miR-28-3p e hsa-miR-542-5p (ROC 0,7363 [0,6670 - 0,8056]); hsa-miR-28-3p e
hsa-miR-106a-5p (0,7324 [0,6597 - 0,8051]) e (hsa-miR-28-3p e hsa-let-7e-5p (ROC
0,7264 [0,6555 - 0,7974]); e associagao de trés e quatro miRNAs: hsa-miR-106a-5p,
hsa-let-7e-5p e hsa-miR-28-3p (ROC 0,7102 [0,6506 - 0,7697]) e hsa-miR-106a-
5p, hsa-let-7e-5p, hsa-miR-28-3p e hsa-miR-542-5p (ROC 0,7053 [0,6543 -
0,7564]). Além disso, a previsdo de alvos e vias de sinalizagao in silico mostrou que
os MiRNAs hsa-let-7e-5p, hsa-miR-106a-5p, e hsa-miR-28-3p regulam genes
enriquecidos em vias associadas ao cancer. Dessa forma, no presente estudo foi
demonstrado que a avaliagdo da expressao sérica do hsa-let-7e-5p, hsa-miR-106a-
5p, hsa-miR-28-3p e hsa-miR-542-5p poderia ser utilizada como uma assinatura de
miRNAs para o diagndstico precoce, pouco invasivo de cancer colorretal.

Palavras-chave: Biomarcador, miRNA, cancer colorretal.



SIGNATURE OF CIRCULATING microRNAs (hsa-let-7e-5p, hsa-miR-106a-5p,
hsa-miR-28-3p e hsa-miR-542-5p) AS PROMISING BIOMARKERS FOR EARLY
DIAGNOSIS OF COLORECTAL CANCER
ABSTRACT

Colorectal cancer is a disease with high incidence and mortality and represents one
of the great challenges for public health. It is high mortality rate is, in part, related to
the diagnosis of advanced disease. This has encouraged the search for new tools for
early detection of colorectal cancer that are more effective, less invasive and that can
be performed on a large scale. Under this perspective, the analysis of the serum
expression of MicroRNAs (miRNAs) is presented as an alternative, since they are
highly stable in the blood and are frequently altered in several pathologies, especially
in cancer. The miRNAs are a class of small RNAs that act as transcriptional
regulators  affecting several pathophysiological processes including the
developmental stages of colorectal cancer. In this context, the present study was
conducted to identify a differential expression profile of circulating miRNAs as a
possible noninvasive method for early diagnosis of colorectal cancer. For this, we
used the methodology of large scale analysis to identify the expression profile of
plasma miRNAs in subjects carefully divided into non-cancerous group (healthy
volunteers, patients with hyperplastic polyp and adenoma) vs. cancer group
(colorectal cancer and colorectal cancer with metastasis). Subsequently the
differentially expressed miRNAs were validated by gRT-PCR. The discriminant power
of the miRNAs between the groups was evaluated by ROC curve and multivariate
model and the prediction of targets and pathways involved was analyzed using the
bioinformatics tools. Were identified four miRNAs (hsa-let-7e-5p, hsa-miR-106a-5p,
hsa-miR-28-3p and hsa-miR-542-5p) overexpressed in the cancer group when
compared to non-cancer group, being the hsa-miR-28-3p the strongest diagnostic
marker (ROC 0.7841 [0.6890-0.8873]) followed by hsa-miR-542-5p (ROC 0.7174
[0.6167-0.8181]). Association between two miRNAs also showed high discriminant
power between groups cancer vs. non-cancer with the following associations: hsa-
miR-28-3p and hsa-miR-542-5p (ROC 0.7363 [0.6670-0.8056]); hsa-miR-28-3p and
hsa-miR-106a-5p (0.7324 [0.6597-0.8051]) and (hsa-miR-28-3p and hsa-let-7e-5p
(ROC 0.7264 [0.6555-0.7974]), and association of three and four miRNAs: hsa-miR-
106a-5p, hsa-let-7e-5p and hsa-miR-28-3p (ROC 0.7102 [0.6506-0.7676]) and hsa-
miR-106a-5p, hsa-let-7e-5p, hsa-miR-28-3p and hsa-miR-542-5p (ROC 0.7053
[0.6543-0.7564]). Additionally, the prediction of targets and signaling pathways in
silico showed that hsa-let-7e-5p, hsa-miR-106a-5p, and hsa-miR-28-3p regulate
enriched genes in pathways associated with cancer. Therefore, In the present study it
was demonstrated that the evaluation of serum expression of hsa-let-7e-5p, hsa-miR-
106a-5p, hsa-miR-28-3p and hsa-miR-542-5p can be used as a miRNAs signature
for the less-invasive and early diagnostic of colorectal cancer.

Key words: Biomarker, miRNA, colorectal cancer.
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1. Introducao



1.1 Cancer - epidemiologia, impacto econémico e importancia do diagnéstico

precoce

De acordo com a organizagdo mundial da saude (OMS), o cancer € um termo
genérico que designa um amplo grupo de doengas que pode afetar qualquer parte
do corpo. Uma caracteristica que define o cancer é a rapida multiplicacao de células
anormais, que se estendem para além dos seus limites habituais e podem invadir
partes adjacentes do corpo ou difundir-se para outros 6rgdos, em um processo
chamado de metastase (IARC, 2018).

As principais alteragdes envolvendo células e tecidos no cancer sdo descritas
como as Marcas Registradas do Cancer (do inglés Hallmarks of Cancer) e
compreendem as seguintes caracteristicas: crescimento auto-suficiente,
insensibilidade aos sinais de anti-crescimento, replicagbes ilimitadas, evasédo a
apoptose, angiogénese e invasao de tecido e metastase, (HANAHAN; WEINBERG,
2000). Em 2011, duas caracteristicas foram adicionadas como hallmarks, a
reprogramacgédo do metabolismo energético e o escape a imunovigilancia (Figura 1)
[HANAHAN; WEINBERG, 2011; FOUAD; AANEI, 2017].

Autossuficiéncia em
sinais de crescimento

Resisténcia a
morte celular

do metabolismo - Lisealil
energético . imunovigilancia

A «

Sustentada Comportamento
angiogénese Invasivo e metastatico

Potencial replicativo
ilimitado

Figura 1. Diagrama das marcas registradas do cancer (do inglés: hallmarks of

cancer), adaptado de Hanahan e Weinberg, 2011.
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O céancer enquanto doenga de alta incidéncia e mortalidade € um dos grandes
desafios para a saude publica e representa a segunda causa de morte no mundo. A
mortalidade do cancer se concentra em paises em desenvolvimento e de baixa
renda (70%) e o impacto econémico desta morbimortalidade é alto e cresce a cada
ano. Segundo estimativa global, no ano de 2010 o impacto econémico foi de US$
1,16 trilhdo (IARC, 2018).

Os tipos de cancer que causaram o maior numero de mortes no mundo em
2018, de acordo com a OMS s&o: cancer pulmonar (1,8 milhdes de mortes),
colorretal (881 mil mortes), gastrico (783 mil mortes), hepatico (782 mil mortes) e
cancer de mama (627 mil mortes). Estima-se que 29 milhdes de casos novos de
cancer irdo surgir até 2040, com uma expectativa de 16 milhdes de mortes (Figura 2)
[IARC, 2018].

Pulmdo
1761007 (18.4%)

Outros tipos

3422417 (35.8%) Cancer

colorretal

1880 792 (9.2%)]

Prostata Estomago
358 989 (3.8%) 782 685 (8.2%)
Pancreas Figado
432 242 (4.5%) 781 631 (8.2%)

Esofago Mama
508 585 (5.3%) 626 679 (6.6%)

Figura 2. Mortalidade por tipo de cancer no mundo (adaptado de IARC, 2018).

No Brasil, foi estimado para o biénio 2018-2019 a ocorréncia de 600 mil novos
casos e 244 mil mortes por cancer em cada ano (INCA, 2018). Dentre os tipos de
cancer no Brasil, a excegao do cancer de pele ndo melanoma, o cancer colorretal
(CCR) é o terceiro mais frequente em homens (24.737 casos novos) e o segundo em
mulheres (27.046 casos novos) [INCA, 2018].
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Por se tratar de um problema de saude publica com grande impacto social e
estimativa crescente de novos casos, o diagnostico precoce do cancer € um desafio

necessario e urgente (ROSE e al., 2014).

1.2 Cancer colorretal

O CCR é uma doenga complexa e multifatorial que progride ao longo de anos
e envolve interagdes entre fatores genéticos, ambientais e alteragdes somaticas
acumuladas no epitélio intestinal (WEITZ et al., 2005; BUCCAFUSCA, et al., 2019).

O CCR pode ser hereditario ou esporadico. O hereditario é responsavel por
10 a 20% dos casos e esta associados a predisposicdo genética, como sindromes
familiares. As duas sindromes mais frequentes em pacientes com CCR hereditario
sdo a polipose adenomatosa familiar (PAF) e o cancer colorretal hereditario ndo
polipose (HNPCC) ou sindrome de Lynch (CHANG et al., 2017).

Na PAF as mutagbes no APC, um gene supressor tumoral, alteram a (-
catenina que esta associada a etapas de sinalizacao celular e afetam a apoptose e o
crescimento das células, além da transcricdo de genes envolvidos na proliferagéo
celular como o oncogene c-myc. Com isso, ocorre a perda da atividade reguladora
do ciclo celular e aumento da atividade proliferativa (NEKLASON et al., 2004).

Ja o HNPCC é causado por mutagdes dos genes de reparo do DNA, MMR (do
inglés: mismatch-repair), onde os critérios clinicos, apoiados por imunohistoquimica
e testes moleculares para instabilidade de microssatélites (MSI) no tecido tumoral
podem diferenciar um paciente com HNPCC do paciente com CCR esporadico.
Quatro dos genes MMR podem ter importancia na pesquisa de HNPCC, os genes
MLH1, MSH2, MSH6 e PMS2 (TARANCON-DIEZ, et al., 2019).

O CCR esporadico é responsavel por aproximadamente 80-90% dos casos e
embora qualquer pessoa possa desenvolvé-lo, varios fatores estdo associados a um
risco aumentado para a doenca (FRANK et al., 2017). Alguns desses fatores de risco
podem ser evitados, como dieta com pouca fibra, falta de atividade fisica, obesidade,
tabagismo e consumo excessivo de alcool (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2015).
Embora o controle dos fatores de risco diminua a chance de desenvolvimento de
CCR, isso néo seria suficiente para reduzir a necessidade de rastreamento (MOORE
et al., 2017). Existem outros fatores que n&do se podem evitar e que também
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predispdem o paciente ao CCR, como a histéria pessoal ou familiar de pdlipos
colorretais ou CCR, e as condi¢gbes hereditarias ja mencionadas no texto (BECK et
al., 2011).

A sequéncia “adenoma-carcinoma” descrita por Day & Morson em 1978 é um
dos conceitos fundamentais de desenvolvimento do CCR esporadico. Essa foi a
primeira descricdo da associacdo entre carcinoma e polipos colorretais, baseada em
observacgbes clinicas e anatomopatologicas. A sequéncia adenoma-carcinoma
descreve 0 passo a passo da progressdo do CCR, partindo do epitélio normal e
seguindo para estagios com diferentes graus de displasia até a formacgédo de
metastase (DAY & MORSON, 1978).

O pdlipo é formado a partir de um crescimento anormal da mucosa do
intestino que se projeta em sentido a luz do 6rgao. O pdlipo hiperplasico ndo possui
alteragdes malignas, mas é considerado como fator de risco para o CCR quando o
individuo apresenta 5 ou mais polipos na regido proximal ou sigmoide, ou mais que
30 polipos no colon, ou ainda apresenta histérico familiar de primeiro grau com
polipos (DAVILA et al., 2006).

As anormalidades que contribuem para a patogénese do CCR ocorrem
através da inibicdo de mediadores que alteram a proliferagdo celular (incluindo os
genes supressores de tumores APC, p53) e por ativagdo de mediadores positivos a
proliferagdo celular (proto-oncogenes K-Ras e c-myc) que promovem o crescimento
do epitélio intestinal e levam a alteragdes no tecido epitelial normal, que evolui para
polipo adenomatoso e finalmente para CCR invasivo (COLEMAN; TSONGALIS,
2006).

A mutagdo no gene supressor de tumor APC marca as primeiras alteragbes
epiteliais na sequéncia adenoma-carcinoma e leva a displasia da mucosa colbnica
normal, com potencial para formagdo de microadenoma. Em seguida, ocorre uma
mutacdo no K-ras, e as células vdo se tornando menos diferenciadas e mais
displasicas transformando-se em um pédlipo adenomatoso, que podem ser
classificados como planos, pediculados ou sésseis. E por fim, a mutagdo no gene
pd53 induz o fendtipo maligno e o adenoma adquire caracteristicas de
adenocarcinoma. Em sequéncia, o tumor pode se disseminar pela mucosa
adquirindo a capacidade de produzir metastase (Figura 2) [DAY; MORSON, 1978;
LESLIE et al., 2002; AMERICAN CANCER SOCIETY, 2018].
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Figura 3. Sequéncia de eventos para carcinogénese e progressdo tumoral com

principais mutagodes. (Adaptado de Janne & Mayer, 2000)

O desenvolvimento dessa sequéncia ocorre de maneira lenta permitindo
nesse periodo uma oportunidade de prevenir o desenvolvimento do CCR por meio
de rastreamento (BOND, 2000). Com o rastreio busca-se identificar lesdes
precursoras e 0 CCR desde os seus primeiros estagios com o intuito de reduzir a
incidéncia e mortalidade causada por essa doencga.

1.3 Rastreamento do CCR

Os programas de rastreamento sao responsaveis pela redugado de 50% na
incidéncia e mortalidade associadas ao CCR através da remocédo de polipos pre-
cancerosos e deteccdo de cancer em estagio inicial (LESLIE, 2002). Para que os
programas de rastreamento sejam efetivos na clinica oncoldgica, o tipo de cancer
estudado deve atender aos seguintes critérios: () ser responsavel por altos niveis de
morbidade e mortalidade, (Il) ter disponiveis medidas terapéuticas eficazes para a
fase precoce da doenca e (lll) a fase precoce da doenca deve ter elevada
prevaléncia na populacdo (ROSS et al., 2010). O CCR atende aos critérios

supracitados, pois apresenta alta incidéncia e, além disso, o seu desenvolvimento &
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caracterizado como um processo dinamico que envolve etapas definidas. A evolugao
dos polipos adenomatosos pré-malignos até o CCR metastatico envolve uma
progresséo linear de eventos especificos que pode ocorrer entre 10 a 15 anos, um
periodo pré-clinico detectavel bastante longo, que propicia condigdes ideais para a
deteccédo precoce (RYAN, et al., 2016). Nesse contexto, o rastreamento para o CCR
em estagio inicial poderia proporcionar sua identificagdo precoce gerando assim a
possibilidade de um tratamento com melhor progndstico, apresentando menor
mortalidade e reduc&o do impacto da doenca (NAVARRO et al., 2017).

Os métodos de triagem, sigmoidoscopia, colonoscopia e testes de sangue
oculto nas fezes, vém reduzindo significativamente a taxa de mortalidade,
principalmente através da deteccao precoce de polipos pré-cancerosos ou do CCR
em estagio inicial. Dentre esses métodos, a colonoscopia é a técnica padréo para a
deteccdo do CCR. Com ela é possivel diagnosticar o CCR tanto em fases
avancgadas ou precoces, como também encontrar lesées precursoras e remové-las
por polipectomia (WINAWER et al, 2011).

Embora a colonoscopia seja a opg¢ado de rastreamento mais comum,
pesquisadores ainda precisam demonstrar sua eficacia em um estudo controlado
randomizado, pois mesmo com tantas vantagens, sob uma perspectiva de politica de
saude publica, a énfase na colonoscopia é problematica por algumas razdes: a
qualidade e precisdo da técnica ainda é variavel, complicacbes como perfuragao
podem ocorrer, 0s custos do procedimento sdo altos e 0 mesmo necessita de
anestesia para sua realizacdo (ATKIN et al., 2003; HOFFMAN, et al., 2011; MAIA et
al, 2012; SAGAWA et al, 2012). Além disso, muitos pacientes apresentam
resisténcia para se submeter ao exame e preferem métodos alternativos.

Em 2008, o Servigo de Prevencéo e Saude dos EUA avaliou estrategicamente
a eficacia de testes de rastreamento de CCR obedecendo a adeséo de 50%, 80% e
100% dos pacientes ao teste. O trabalho mostra o intervalo de tempo de cobertura e
a efetividade do teste. Quando a aderéncia foi relativamente alta em 80 e 100% a
estratégia de colonoscopia foi a mais efetiva em termos de anos de vida ganhos,
quando comparado com testes imunoquimicos fecais. Quando a aderéncia global foi
de apenas 50%, a estratégia de colonoscopia deixou de ser a mais efetiva, e os
testes imunohistoquimicos fecais tiveram anos de vida maiores ou equivalentes aos

da estratégia de colonoscopia. Os testes menos invasivos foram as melhores
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alternativas em termos de anos de vida ganhos, uma vez que, possuem um maior
numero de adesao (ZAUBER et al., 2008).

O teste de sangue oculto, por sua vez, € menos invasivo, mais barato, pratico,
apresenta menores riscos e maior aceitagao populacional, sendo importante para a
realizacdo de rastreamentos populacionais. Contudo, ele & suscetivel a sofrer
interferéncia de alimentos ou farmacos ingeridos, além de ser pouco sensivel e
especifico, sendo necessaria a complementagdo da investigacdo quando forem
positivos, através de exame de observacgao direta ou endoscépica (RABENECK et
al., 2012; BRENNER et al., 2017).

Embora a triagem rotineira por sangue oculto nas fezes e colonoscopia,
tenham sido bem validada e tornado-se as melhores praticas aceitas para o CCR, é
urgente a criagcao de ferramentas menos invasivas e mais precisas. Nesse sentido, a
comunidade cientifica tem se desafiado a estudar marcadores que possam fornecer
informagdes importantes sobre prevengao, diagndstico, progndstico e a resposta ao
tratamento do CCR.

O perfil de expresséo génica de varias proteinas teciduais e plasmaticas ja foi
avaliado e levou a identificagao de padrdes relacionados ao progndstico da doenga e
resisténcia ao tratamento, bem como a descoberta de novos alvos terapéuticos.

Nesse sentido, os marcadores plasmaticos mais utilizados no CCR séo o
antigeno carcinoembrionario (CEA) e o antigeno de carcinoma (CA19-9). No
entanto, eles n&do sao efetivos no diagnostico de CCR devido a sua baixa
sensibilidade e especificidade. Portanto, limita-se a determinar estadiamento,
prognostico e possivel resposta terapéutica para o CCR (THIRUNAVUKARASU et
al., 2011; STIKSMA et al.,, 2014; TOIYAMA et al.,, 2014). Dessa forma sao
inadequadas para o diagnostico precoce.

O perfil de metilagdo génica também foi estudado no CCR e tem apontado
alguns genes candidatos que podem servir como biomarcadores de rastreamento,
no entanto, esses mesmos estudos apontam para a necessidade de analises
teciduais mais complexas que incluem um extenso perfil de genes metilados
(metiloma ou epigenoma) que interferem de forma epigenética na progresséo
tumoral in situ (IRIZARRY et al., 2009; MOKARRAM et al., 2009; MORI et al., 2011;
HINOUE et al., 2012; SIMMER et al., 2012).
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Nesse contexto, € de extrema importdncia a busca por testes menos
invasivos, rapidos e que possam ser realizados em larga escala possibilitando a
deteccdo de lesdes precursoras além dos tumores formados em uma populagéo.
Nesse sentido, moléculas como miRNA derivadas do tumor ou da resposta do
organismo ao tumor tém sido avaliados como potenciais biomarcadores de cancer
(STRUBBERG; MADISON, 2017).

1.4 MicroRNAs

MicroRNAs (miRNAs) sdo uma classe de pequenos RNAs ndo-codificantes de
19-30 nucleotideos, que exercem sua atividade principalmente pela repressao da
tradugdo ou promocgdo da degradacdo do RNA mensageiro (mRNA). Eles atuam
como reguladores pos-transcricionais afetando varios processos fisiologicos
(GARZON et al., 2010).

O primeiro miRNA, Lin4 (do inglés lineage-deficient-4), foi descoberto em
1993 e associado a regulacdo do desenvolvimento larval em Caenorhabditis
elegans. Os pesquisadores descobriram que o Lin4 ndo codificava proteinas, mas
sim um par de RNAs. Esses RNAs eram complementares a varios sitios da regido 3’
UTR do mRNA Lin14, regulando sua tradugdo e contribuindo para o
desenvolvimento do C. elegans (LEE et al., 1993). Apos alguns anos, homologos
desses RNAs foram identificados em humanos e outras espécies, mas ndo eram
expressos em estagios de desenvolvimento, e sim em tipos celulares. Desde entao,
miRNAs foram encontrados em diversas espécies de seres vivos, sugerindo serem
reguladores antigos e essenciais (MCCALL et al., 2017).

Os novos miRNAs sdo nomeados pela identificagcdo da espécie seguida da
abreviacdo miR, relacionado a miRNAs maduros, ou mir para o gene ou o precursor
do miRNA., e em sequéncia temos o numero em ordem crescente de descoberta,
por exemplo, para um miRNA maduro descoberto em humano, com numeragao
sequencial 515 a sua nomenclatura seria (hsa-miR-515). Ainda, os miRNAs que tem
1 ou 2 nucleotideos diferentes em uma mesma sequéncia especifica, mantém o
mesmo numero e sdo acrescidos de uma letra minuscula ao nome, por exemplo:
hsa-miR-515a e hsa-miR-515b. miRNAs precursores diferentes podem produzir
miRNAs maduros idénticos, nesse caso recebem a mesma numeragao acrescida de
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um numero em sequéncia de descoberta, por exemplo: hsa-mir-515-1 e hsa-mir-515-
2 que produzem o hsa-miR-515, os miRNAs ndo maduros devem ser escritos em
italico para diferenciar da sequéncia do miRNA maduro. Existem alguns miRNAs
descobertos anteriormente ao sistema de nomenclatura, o Lin-4 e o Let-7 que foram
o primeiro e segundo miRNAs identificados. Nesse caso, os mMiRNAs foram
nomeados de acordo com o contexto de descoberta (fases de desenvolvimento
larval da Caenohhabditis elegans) [AMBROS et al., 2003; DESVIGNES et. al., 2015].

Atualmente, 1917 miRNAs foram descritos no genoma humano de acordo
com o banco de dados de miRNAs, o mirBase (http://www.mirbase.org/cgi-
bin/mirna_summary.pl?org=hsa, consulta realizada em 28/03/2019), e cada um
controla potencialmente centenas de genes alvo, 30 a 90% dos genes humano
podem ser regulados por miRNAs (LOZAR et al., 2019), com um importante papel
supressor ou oncogénico de tumor, tornando-se uma peg¢a chave no estudo de
biomarcadores.

A biogénese dos miRNAs inicia-se no nucleo quando a RNA polimerase |l
transcreve genes pri-miRNAs chamados de precursores maiores. Ainda no nucleo
eles sdo processados pela enzima RNase Ill Drosha, resultando em um transcrito
menor, 0 miRNA precursor (pre-miRNA) que possui uma estrutura em stem-loop de
aproximadamente 70 nucleotideos, contendo o miRNA maduro localizado em um
dos bracos. O pré-miRNA é exportado do nucleo para o citoplasma pela exportina 5
e posteriormente processado pela enzima RNase Il Dicer, gerando transcritos de fita
dupla, denominados miRNAs maduros. Este produto € incorporado a um complexo
de silenciamento induzido por RNA denominado RISC (do inglés RNA-induced
silencing complex) que € composto pelas proteinas Dicer e Argonauta (AGO). Neste
complexo, um filamento é retido como o miRNA maduro, enquanto o outro filamento
é geralmente degradado. Este complexo é agora capaz de regular seus genes-alvo
(MEOLA et al., 2009). No entanto, estudos recentes tém demonstrado que essa fita
que seria degradada, também pode regular fungdes importantes (VISHNOI & RANI
2017).

Os miRNAs maduros interagem com moléculas de RNA complementares
principalmente na regido 3' ndo traduzida (UTR) para suprimir a tradugao da proteina
de duas formas: ligagao da regido localizada entre a posigdo 2 e 8 da regido 5’ do
miRNA (seed), com a regido do 3'UTR do seu transcrito alvo pela
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complementaridade de Watson-Crick (GARZON et al., 2010); ou a regido 5UTR ou a
open reading frame (ORF) do mRNA alvo (IORIO & CROCE 2012). Essa
complementaridade pode levar a degradagao e desestabilizagdo do RNA, levando
ao bloqueio da traducdo do mRNA (JONAS; IZAURRALDE, 2015).

Os miRNAs com complementaridade perfeita ou quase perfeita a regides
onde se codificam proteinas (5’UTR do mRNA) induzem a via de interferéncia
mediada por RNA (RNAi). Nesse sentido, o mRNA é clivado pelas ribonucleases
associadas a miRNAs presentes no multiprotein RNA induced-silencing complex
(miRISC), que tem como consequéncia a degradagdo do RNA alvo (ESQUELA-
KERCHER & SLACK, 2006). Essa complementaridade parcial entre o0 miRNA e seu
alvo transcrito mostra que um unico miRNA é capaz de regular simultaneamente

centenas de genes (Figura 4).
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Figura 4. Biogénese dos miRNAs (Adaptado de Esquela-Kerscher & Slack, 2006).

Os miRNAs desempenham papel critico na maioria das redes de sinalizacao
celular e sua alteragdo esta associada a muitos tipos de cancer, incluindo cancer
colorretal, cancer de mama, céncer gastrico, cancer de pulmao e sarcomas. Esse
processo também altera a expressdo de genes que medeiam processos importantes
na tumorigénese, tais como: inflamagao, regulagdo do ciclo celular, metabolismo
celular, resposta ao stress, diferenciagao, apoptose, e invasdo (FARAZI et al, 2013).
Os miRNAs podem atuar como supressores tumorais ou oncogenes (Figura 4)
Pequenas mudangas no nivel de expressdo de alguns miRNAs podem ter um
grande impacto biolégico (GARZON et al, 2010; XIAQO et al, 2013).
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Figura 5. Biogénese dos miRNAs no céncer (supressores de tumor e oncogenes). a -
Em tecidos normais. b - A reducdo ou delegcdo de um miRNA que funciona como um
supressor de tumor. ¢ - A amplificacdo ou superexpressdo de um miRNA que tenha um
papel oncogénico. Niveis aumentados de miRNA maduro podem ocorrer devido a
amplificacdo do gene miRNA, um promotor constitutivamente ativo, maior eficiéncia no
processamento de miRNA ou aumento da estabilidade do miRNA (indicado por pontos de
interrogacao) [Adaptado de Esquela-Kerscher & Slack, 2006].

No caso do CCR, uma conclusdo comum dos estudos realizados é que a
expressao de certos miRNAs é consistentemente alterada quando comparada com
os tecidos ndo tumorais, o que corrobora a hipétese de que a expressao exacerbada
de miRNAs tem um papel na iniciagdo e desenvolvimento do CCR (SCHETTER et
al., 2012; TOKARZ; BLASIAK, 2012). Em muitos tipos de cancer, incluindo o CCR,
os niveis de expressao do miR-21 estdo alterados e promovem a migragéo celular e
invasdo de células carcinogénicas (WU et al., 2017), enquanto a familia de miRNAs
miR-143/145 inibe o crescimento celular e se encontra regulada negativamente no
CCR (SCHEPELER et al., 2008).
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Entre os miRNAs com maior expressao no CCR, destaca-se o miR-135b. Este
miRNA tem como alvo o gene APC, um gene supressor tumoral classico, importante
no processo de carcinogénese (CRISTOFARO et al., 2015).

Uma das vantagens da realizagcdo de estudos com miRNAs em humanos €
que a detecgdo de miRNAs em fluidos corporais como sangue apresenta uma
estabilidade notavel quando comparado com outros tipos de amostras. Por exemplo,
o miR-141 no plasma de pacientes com CCR foi associado a metastases e
prognostico reservado. Ainda, a presenga do miR-29a no soro tem um forte potencial
como um biomarcador para deteccdo precoce de metastases hepaticas em
pacientes. Ja o miR-29c foi identificado como um preditor de recidiva precoce no
CCR (NG et al., 2009; HUANG et al., 2010).

A familia do miR-34 apresenta trés membros, miR-34a, miR-34b e miR-34c,
regulados negativamente no cancer de pulm&o, mama e outros tipos de neoplasias.
Todos os trés membros da familia regulam o gene supressor tumoral p53 e o seu
papel também é evidenciado pela sua rede de mRNA alvo, afetando a expressao de
proteinas do ciclo celular como a quinase 4 dependente de ciclina (CDK4) e
proteinas anti-apoptoticas como BCL-2 (LI et al., 2013; OKADA et. al., 2014).

Giraldez e colaboradores (2013), por sua vez, realizaram um amplo perfil de
miRNA plasmaticos, identificando miR-15b, miR-19a, miR-19b, miR-29a, e miR-335
como marcadores uteis na discriminacdo de pacientes com CCR de individuos
saudaveis.

Dessa forma, hipotetizamos que a analise da expressdo de miRNAs durante
toda a sequéncia linear de desenvolvimento do CCR desde o pdlipo até a metastase
apresenta um potencial para identificacdo de uma assinatura de miRNAs que
possibilite o diagnéstico precoce de CCR.
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2. Justificativa
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O CCR é um dos tumores mais frequentes no mundo. Sabe-se que a taxa de
sobrevida em 5 anos de pacientes que tiveram a detec¢cdo do céncer em estagio
inicial é de 90%, nove vezes maior que a do CCR em estagio IV (avangado) 10%
(SIEGEL et al., 2012). No Brasil, o CCR apresenta uma incidéncia alarmante, sendo
o diagnodstico tardio uma ocorréncia comum, o que ocasiona altas taxas de
morbidade e mortalidade. As formas convencionais de rastrear o CCR, a
colonoscopia e o0 exame de sangue oculto nas fezes, vém reduzindo
significativamente a taxa de mortalidade em paises desenvolvidos (WINAWER et al,
2011). No entanto, mesmo com vantagens, sob uma perspectiva de politica de
saude publica, a colonoscopia apresenta um alto custo e pouca adeséao, pois 40%
dos adultos elegiveis para a idade de rastreamento ndo se submetem a
colonoscopia devido a invasividade e riscos inerentes a técnica ja o exame de
sangue oculto nas fezes n&o é sensivel (BRAY et. al.,, 2017). Nesse sentido, a
realizacdo de estudos que objetivam a identificagdo de biomarcadores para o
diagndstico precoce menos invasivo de CCR com potencial para melhorar as taxas
de rastreamento sao necessarios e urgentes. Sob essa perspectiva acumulam-se
fortes evidéncias na literatura demonstrando que os miRNAs estdo presentes no
sangue humano em uma forma altamente estavel e despontam como evento
importante na carcinogénese e progressao tumoral de varias neoplasias (YOU et. al.,
2019; USUBA et al., 2019).

Dessa forma, o presente estudo foi realizado com o objetivo de identificar
possiveis biomarcadores para o rastreamento do CCR a partir da analise da

expressao de miRNAs séricos nas diferentes fases de desenvolvimento do CCR.
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3. Objetivo
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3.1 Objetivo Geral

Identificar um perfil de expressao diferencial de miRNAs plasmaticos para o
disgnaostico precoce de cancer colorretal.

3.2 Objetivos especificos

v Identificar miRNAs no plasma de voluntarios saudaveis, pacientes com pdlipo

hiperplasico, adenoma, cancer colorretal e cancer colorretal com mestastase;

v' Comparar o perfil de expressdo de miRNAs plasmaticos obtidos de amostras
de pacientes com pdlipo hiperplasico e adenoma dos grupos cancer colorretal
e cancer colorretal metastatico;

v Validar os miRNAs diferencialmente expressos entre os grupos estudados;

v' ldentificar os mRNAs-alvos regulados pelos miRNAs utilizando métodos de
predi¢ao in silico.

v Identificar vias de sinalizagdo potencialmente reguladas pelo conjunto de
mRNAs-alvos;

v Avaliar a associagao dos miRNAs com os dados sécio-demograficos;
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4. Material e métodos
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4.1 Locais de realizagao do estudo

O estudo foi realizado no Laboratério de Farmacologia da Inflamagédo e do
cancer (LAFICA), na Universidade Federal do Ceara (UFC), em parceria com os
hospitais: Hospital Universitario Walter Cantidio, Hospital Geral Dr. César Cals,
Instituto do cancer do Ceara-Hospital Haroldo Juagaba e o laboratério NEOGENE do
AC Camargo Cancer Center.

O recrutamento dos pacientes, coleta de amostras, dados clinicos e
anatomopatoldgicos, foi realizado nos hospitais supracitados, ja o processamento
das amostras e extracdo do RNA foi realizado no LAFICA. A avaliagdo da
expressao, validacao e analise dos miRNAs foi realizado no laboratério NEOGENE.

4.2 Estudo Clinico - Pacientes

O estudo foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa (CEP) pelas
instituicbes participantes: Instituto do Cancer do Ceara/Hospital Haroldo Juagaba;
Hospital Universitario Walter Cantidio/Universidade Federal do Ceara — HUWC/UFC
e Hospital Geral Dr. César Cals - HGCC, sob o numero 3.047.394 (ANEXO 1). 110
(cento e dez) pacientes foram convidados para participar do estudo voluntariamente
mediante preenchimento do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e

a ficha clinica (ANEXO 2 e 3), respectivamente.

4.3 Caracterizacao clinica dos casos

As caracteristicas macro/microscopicas das neoplasias foram colhidas dos
relatorios cirurgicos e dos laudos anatomopatologicos originais. Os laudos
anatomopatologicos foram revisados por dois patologistas colaboradores do
trabalho. A ficha clinica dos pacientes foi obtida pela revisdo dos prontuarios
hospitalares e por entrevistas ambulatoriais com os pacientes recrutados ou seus
familiares/acompanhantes. Informagdes médicas e epidemioldgicas dos pacientes
foram avaliadas somente apds obtengdo do TCLE. Todos os dados foram
acondicionados em planilha Excel de forma codificada, a fim de garantir o sigilo dos
dados e o anonimato dos pacientes (ANEXO 4). O delineamento experimental esta

representado em um fluxograma na figura 5.
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O recrutamento foi realizado por meio de entrevistas com os pacientes e/ou
familiares/acompanhantes para avaliagao dos critérios de inclusdo e exclusao a fim
de minimizar a variacdo dentro da populagcdo do estudo. Nesse momento, os
pacientes receberam todas as informacdes sobre o estudo e foram convidados a
participar, preenchendo o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e a
ficha clinica. Os critérios de inclusdo e exclusdo e o numero amostral seguem

descritos no Item "Critérios de Inclusdo e exclusédo" a seguir:

4.4.1 Critérios de inclusao:

e Voluntario saudavel (n=28); Individuos saudaveis, maiores de 18 anos de
idade com colonoscopia recente confirmando auséncia de lesdes colorretais.

e Pacientes com podlipo hiperplasico (n=20): Pacientes maiores de 18 anos
com polipo hiperplasico maior que 10 mm, retirados com procedimento de
colonoscopia (polipectomia).

e Pacientes com adenoma (n=24): Pacientes maiores de 18 anos com
adenoma maior que 10 mm, ou que apresentem alto grau de displasia ou 20%
no minimo de componente viloso retirados com procedimento de
colonoscopia (polipectomia).

e Pacientes com cancer colorretal inicial (CCRi - estagio inicial I, Il e lll,
n=20): Pacientes maiores de 18 anos, com CCR estagios iniciais; neoplasia
maior que 1,0 cm (descritos em biopsia, conforme laudo de médico
patologista).

e Pacientes com cancer colorretal com metastase a distancia (estadio
avancado, n=18): Pacientes maiores de 18 anos, com CCR e metastase,
estagio avangado; neoplasia CCR ou pos ressecgdo cirurgica apresentando
doenca em atividade.
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4.4.2. Critérios de exclusao:

Menores de idade; diagndstico clinico de polipose adenomatosa familiar (FAP)
ou de Sindrome de Lynch; presengca de mais de 10 adenomas colorretais;
Diagnéstico de cancer em outro sitio no momento do recrutamento; doenga
inflamatoria do intestino (IBD); diabetes; quimioterapia ou radioterapia no momento
da coleta de sangue; exame colonoscopico incompleto; preparagéo inadequada para
a colonoscopia e presenga de hemolise no plasma.

4.5 Coleta das amostras

As amostras de sangue foram coletadas de pacientes diagnosticados com
CCRi e CCR metastatico antes do inicio do tratamento; pacientes com pdlipos
hiperplasicos, adenoma e voluntarios sadios, antes do procedimento endoscopico.

Apos a aplicagéo do termo de consentimento livre e esclarecido e a obtengao
das assinaturas do paciente ou do responsavel, foi feita puncdo venosa para coleta
de 16 mL de sangue em frascos para coleta contendo EDTA. A pungéao foi realizada
por profissional qualificado utilizando material e procedimentos padronizados de
coleta, assim como o armazenamento e transporte de sangue até o laboratorio. Tais
amostras foram centrifugadas para coleta do plasma (2500 rpm, 4°C durante 5 min),
e no mesmo dia foi realizada a extragdo de RNAs. Em seguida, os tubos foram
identificados com numeragéo assegurando sigilo da identidade dos consentidores e
armazenados a -70°C para posterior quantificagao.

4.6 Extracao de RNA e sintese de cDNA

Foi realizada a extragdo de RNA, incluindo miRNAs de todas as amostras
pelo kit comercial miRNeasy qRT-PCR miRNA Detection Kit — (Qiagen, Valéncia,
CA), de acordo com as instrugdes do fabricante. Utilizamos para lise das amostras o
tiocianato de fenol e guanidina que também inibe RNases, e purificamos o lisado
com membrana.

As amostras foram homogeneizadas no reagente de Lise e em seguida
adicionamos cloroférmio, que permite a separagdo do homogenato em duas fases:
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aquosa e organica por centrifugacdo. O RNA fica na fase aquosa, superior, enquanto

o DNA e as proteinas dividem-se na interfase e na fase organica, inferior. A fase

aquosa superior foi coletada e em seguida o etanol foi adicionado para proporcionar

condigbes de ligagdo apropriadas para todas as moléculas de RNA. A amostra foi

entdo transferida para a coluna de spin RNeasy MinElute, onde o RNA total,

incluindo o miRNA, se ligam a membrana, e o fenol e outros contaminantes sao

eficientemente lavados com tampdes especificos fornecidos no kit. Por fim, o RNA

total foi entdo eluido em 14uL de agua livre de RNase e logo em seguida

acondicionado a -70°C (Figura 7).

Extracao de RNA plasmatico

Homogeneizar 3
plasma com
reagente de lise

= Adicionar
cloroférmio e
. misturar

Centrifugar

Separagao de
fases

RNA total,

Adicionar etanol a fase
aquosa e transferir para
l a membrana

?

O RNA total,
incluindo o miRNA
ficam retidos na
membrana

Lavagem

Eluicdo

incluindo miRNA

Figura 7. Extragcdo de RNA plasmatico. Fonte: miRNeasy Serum/Plasma Handbook -

Qiagen.
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A quantificagcdo do RNA foi realizada em aparelho espectrofotémetro (Thermo
Scientific™ NanoDrop™ OneC Microvolume UV-Vis Spectrophotometer), para
obtencdo das absorbancias A260nm/280nm e A260/230nm. Esses valores sugerem
contaminagdo do RNA (amostra) com DNA, fenol e outros contaminantes. A relagéo
de absorbancia das amostras se apresentaram dentro da normalidade, em média:
(A260nm/280nm = 2; A260/230nm = 1,8).

Para a sintese de cDNA foi utilizado 75 ng de RNA total e 4,5 yL do mix de
reacao Megaplex™ RT Primers A (Applied Biosystems) em um volume final de 7,5uL
de reagdo por amostra, segundo as instru¢ées do fabricante (Applied Biosystems).
Os ensaios utilizados detectam e quantificam pequenas quantidades de miRNA na

sua forma madura.

4.7 Amplificacao das amostras pelo sistema Tagman Human pool A - Tagman
Low Density Array (TLDA)

Uma vez convertido em cDNAs, esses miRNAs foram submetidos a uma
etapa de pré-amplificagéo utilizando o Kit Megaplex™ PreAmp Primers Human Pool
A e TagMan® Master Mix (Applied Biosystems). Em seguida, o produto pré-
amplificado resultante foi utilizado para detecgdo da expressdao de miRNAs por
TLDA.

A andlise de expressdo global foi realizada na plataforma A (card de
MicroRNA Humano Tagman Low Density Array (TLDA) A v2.0 (Applied Biosystems),
contendo um total de 384 ensaios de miRNA, para cada amostra de paciente. Foram
utilizados 5 pacientes por grupo nesta fase de avaliagdo da expressdo de miRNAs.
Nessa plataforma estavam incluidos os controles enddgenos.

Para o ensaio foram adicionados 450 yL de TagMan® Universal PCR Master
Mix AmpErase® UNG 2X (Applied Biosystems), 9 uL do produto amplificado e 441puL
de agua nuclease-free. Apos spin, um volume de 100 pL foi transferido para 8 pogos
do card, totalizando 800 yL. O card foi centrifugado por 1 minuto a 1200 rpm, a 4°C,
para distribuir o produto uniformemente para os 384 pogos (micro-wells), selado e
levado ao Biosystems Prism 7900HT Fast Real-Time PCR sequence detection
System (Applied Biosystems) para quantificar os niveis de expressdo de cada
miRNA.
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4.8 Andlise dos dados gerados pelo Tagman Low Density Array (TLDA)

Fizemos uma coorte de descoberta com 25 pacientes (5 pacientes de cada
grupo), a fim de encontrar miRNAs diferencialmente expressos para pporterior
validacdo em uma populagdo maior, com todos os pacientes (110). Para identificar
miRNAs diferencialmente expressos nos grupos controle (voluntarios saudaveis),
polipo hiperplasico, adenoma, cancer colorretal inicial e cancer colorretal
metastatico, analisamos os miRNAs usando o Tagman Low Density Array (TLDA),
nos 25 pacientes que foram escolhidos levando em consideracao a integridade do
RNA, portanto, as amostras com melhor pureza foram incluidas nessa fase. O
género e idade do paciente também foi uma das considerag¢des, com o intuito de ter
uma maior diversidade nesse grupo de amostras (homens e mulheres de idades
variadas). E por fim, os pacientes fumantes com comorbidades foram evitados
nessa fase com o objetivo de se ter o minimo possivel de alteragbes, como

demonstrado na tabela 1 (coorte de descoberta).
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A partir dos dados gerados no Biosystems Prism 7900HT avaliamos o
baseline, o threshold foi ajustado em 0,1 para todas placas. O ciclo em que a curva
ultrapassou o limiar de deteccdo de fluorescéncia foi utilizado como valor para
quantificacdo da expressdo. Em seguida os dados foram exportados para o excel
para gerar uma tabela em formato .csv contendo os Cqs (cycle quantification) de
todas as amostras e seus miRNAs. Também foi criado um arquivo template onde
constava a informagdo de qual grupo cada amostra pertencia. Ambos foram
carregados na plataforma R para inicio da analise. Foi entdo utilizado o programa
BRB ArrayTools v. 4.4.0. para que houvesse a normalizagdo dos dados e obtengao

do valor relativo de expresséo.

4.9 Normalizagao das amostras

A partir das amostras desses pacientes, foram gerados dados de expressao
diferencial dos miRNAs. Verificamos durante essa fase que uma das amostras do
grupo céancer colorretal mestastatico (amostra 27) apresentou um numero muito
superior de Cgs indeterminados (115 miRNAs apresentaram Cq 40) em comparagéo
com as outras amostras, como observado, portanto esta foi removida. Foi realizada
a conversao dos Cqgs ndo determinados, em 40 ciclos. O miRNAs com frequéncia de
Cq 40 superior a 5% em todos os grupos foram removidos, inclusive o0s miRNAs
com expressao muito baixa ou nula, restando 262 miRNAs para serem analisados.
Os miRNAs com Fold Change (FC) igual ou superior a 1,5, ou inferior a -1,5 foram
considerados diferencialmente expressos.

As amostras foram normalizadas com base na média geométrica global da
expressdo génica dos miRNAs indicados. Dessa forma, foi obtida uma menor
variagdo intra-amostras. Em seguida os dados foram normalizados por quantile
normalization, utilizando o programa BRB ArrayTools v. 4.4.0. de forma a deixar a

distribuicdo da expressao ainda mais homogénea entre as amostras.
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4.10 Validacao dos miRNAs preditores de malignidade

A validagdo dos miRNAs de interesse identificados a partir do TLDA foi
realizada utilizando primers especificos para cada miRNA encontrado
diferencialmente expresso nos grupos de estudo, ensaios Tagman MicroRNA
Individual (TagMan™ Fast Advanced Master Mix - Applied Biosystems) e placas de
384 pocgos (377 miRNAs + controles endogenos). A placa foi entdo selada,
centrifugada por 1 minuto a 1200 rpm, a 4°C, e levada ao Biosystems Prism 7900HT
Fast Real-Time PCR sequence detection System (Applied Biosystems) para
quantificar os niveis de expressao dos miRNAs em cada paciente.

Na validacdo, a expressdo de quatro miRNAs identificados nas amostras do
grupo cancer (hsa-let-7e-5p, hsa-miR-106a-5p, hsa-miR-28-3p e hsa-miR-542-5p) foi
avaliada nas amostras de sangue de 110 pacientes distribuidos em 28 voluntarios
saudaveis, 20 amostras de sangue de pacientes com polipo hiperplasico, 24 com

adenoma, 20 com cancer colorretal inicial e 18 com cancer colorretal metastatico.

Tabela 2. |dentificacdo dos miRNAs utilizados nos ensaios de validacdo e sua

sequéncia.

Numero de
miRNA ID Sequéncia do miRNA maduro
acesso

hsa-let-7e-5p 478579_mir  MIOO00066 UGAGGUAGGAGGUUGUAUAGUU
hsa-miR-106a-5p  478225_mir  MIO000113 AAAAGUGCUUACAGUGCAGGUAG

hsa-miR-28-3p 477999_mir  MIOO00086 CACUAGAUUGUGAGCUCCUGGA
hsa-miR-542-5p 478337_mir  MIO003686 UCGGGGAUCAUCAUGUCACGAGA

hsa-miR-423-5p 478090_mir  MIO001445 UGAGGGGCAGAGAGCGAGACUUU

Para normalizacdo das amostras no momento da validacao utilizamos o hsa-
miR-423-5p, pois foi o candidato a enddégeno mais estavel de acordo com a analise
realizada no programa GeNorm (selecionado entre os 262 miRNAs). O programa
GenNorm gera uma tabela de valores que indicam a variabilidade de cada miRNA

entre as amostras. O melhor miRNA para normalizagdo possui a expressdo mais
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estavel e constante. Apés normalizagéo, os dados gerados foram expressos como

Delta CT e comparados através do fold change.

4.11 Predicao in silico de genes regulados por miRNAs e as vias de sinalizagao

envolvidas

Para predicdo in silico dos potenciais alvos dos miRNAs selecionados e
avaliacdo das vias de sinalizacdo as quais pertecem utilizamos a ferramenta
miRWalk 3.0 (http://www.umm.uni-heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk/), estabelecendo
como critério interagbes preditas nos algoritmos selecionados que distinguem os
grupos (miRWalk, miRanda e Targetscan). Os resultados da analise de predi¢céo
foram posteriormente filtrados para os 5 mRNAs-alvo com maiores diferengas

estatisticas (obedecendo um p<0,05).

5. Analise estatistica

Os dados foram expressos como média + desvio padrdo. As médias foram
comparadas pelo teste t de Student ndo-pareado ou ANOVA, seguido pelo pos-teste
de Bonferroni quando apropriado. Significancia estatistica foi aceita para p<0,05. Os
programas utilizados foram o Graph pad Prism v. 6.0, BRB ArrayTools v. 4.4.0 e 0
SPSS v. 22. As analises foram demonstradas como médias geométricas de um
intervalo de confianga de 95% (IC 95%). Os dados clinico-demograficos foram
expressos como frequéncias absoluta e percentual de cada variavel, as quais foram
cruzadas entre casos (cancer) e controle (n&o-cancer) por meio do teste exato de
Fisher ou qui-quadrado de Pearson. As variaveis que mostraram associagao
significante com cancer colorretal (p<0,05) foram submetidas a regressao logistica
multinomial e foram expressas as Odds Ratio ajustadas a seus respectivos
intervalos de confianca 95%.
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6. Resultados
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6.1 Caracterizagao clinico demografica dos pacientes

Inicialmente caracterizamos a populagdo do estudo. Do total de 110
pacientes, 72 foram agrupados em um grupo denominado ndo céncer, que incluem
os voluntarios saudaveis, pacientes com polipo hiperplasico e pacientes com
adenoma (65,4%) e 38 (34,54%) foram diagnosticados com céancer (CCRi e CCR
com metastase), denominados grupo cancer. Dentre os pacientes com CCR, 18
(47,36%) apresentavam metastases.

Na populagao avaliada, 60,9% eram mulheres. A idade média dos pacientes
foi de 59113 anos (26-92 anos), com a maior parte apresentando até 60 anos de
idade (mediana). Adicionalmente, a maioria dos pacientes declarou-se como pardo
(61,8%), residente na capital ou regidao metropolitana (73,6%) e ndo fumantes (68%).

Com relacdo a prevaléncia de CCR na populacdo estudada, 55,3% eram
mulheres, 57,4% apresentavam mais de 60 anos, se autodeclararam brancos
(44,7%) e moravam na capital ou regido metropolitana (60,5%). Nessa populagéo
50% eram tabagistas e 50% faziam uso crénico de medicamentos. Dos pacientes
que residem no interior do estado 53,6% foram diagnosticados com cancer. (tabela
3).

Dos pacientes incluidos no estudo, 61,3% relataram historico familiar de
cancer, e dentre as neoplasias indicadas, o cancer de pulmao foi a mais prevalente.
Além disso, identificamos que a historia familiar de cancer de pulmao (p=0,015),
intestino (p=0,038) e 6sseo (p=0,017) apresenta uma associagdo com pacientes com

CCR quando comparados com o grupo nao cancer (tabela 4).
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Tabela 3. Avaliagdo clinico-demografica da populagéo de estudo.

Grupo
Total Nao cancer Cancer

Sexo

Feminino 67 60,9% 46 63,9% 21 55,3%

Masculino 43 39,1% 26 36,1% 17 44.7%
Idade

Até 60 anos 61 55,5 % 45 625% 16 421%

> 60 anos 49 44 5% 27 375% 22 57,.9%
Raca

Branco 33 30% 16 222% 17 44.7%

Pardo 68 61,8% 52 722% 16  42,1%

Negro 9 8,2% 4 56% 5 13,2%
Moradia

Capital e Regido 82 73,6 % 59 81,9% 23 60,5%

Metropolitana

Interior 28 26,4% 13 18,1% 15  39,5%
Fumante

Nao 68 61,8% 49 68% 19 50%

Ex 30 27,3% 17  236% 13  34,2%

Sim 12 10,9% 6 84% 6 15,8%
Medicacgao

Nao 59 53,6% 40 555% 19 50%

Sim 51 46,4% 32  445% 19 50%
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Tabela 4. Historico familiar de cancer dos pacientes.

Grupo
Total Nao cancer Cancer p-Valor
Histérico familiar de cancer
Tipo de céncer

CCR 9 81% 7 97% 2 51% 0,397
Pulméao 10 90% 3 42% 7 179%  *0,015
Utero 6 54% 4 56% 2 51% 0,924
Prostata 9 81% 6 83% 3 7,7% 0,906
Cabeca e pescogo 7 63% 6 83% 1 26% 0,233
Eséfago 2 18% 1 14% 1 26% 0,657
Intestino 7 63% 2 28% 5 128%  *0,038
Melanoma 8 72% 5 69% 3 7,7% 0,884
Hematoldgico 4 36% 1 14% 3 77% 0,089
Mama 9 81% 6 83% 3 7,7% 0,906
Osseo 3 27% 0 00% 3 7,7% *0,017
Figado 3 27% 1 14% 2 51% 0,246
Ovario 1 09% 0 00% 1 26% 0,172
Tireoide 2 18% 2 28% 0 0,0% 0,294
Pancreas 1 09% 1 14% 0 0,0% 0,460
Bexiga 1 09% 1 14% 0 0,0% 0,460
Rim 1 09% 1 14% 0 0,0% 0,460

*p<0,05, teste exato de Fisher ou qui-quadrado de Pearson

—

n, %).



6.2 Perfil de expressao diferencial de miRNAs

Caracterizada a populacio, inicialmente identificamos os miRNAs circulantes
diferencialmente expressos. Para isso foi avaliada a expressdo de 262 miRNAs em
amostras de plasma de pacientes dos grupos controle-voluntario saudavel, pdlipo
hiperplasico, adenoma, cancer colorretal inicial e cancer colorretal metastatico (n=5
por grupo). Para caracterizar o perfil de expresséo nos diferentes grupos, utilizamos
uma analise de agrupamento hierarquico n&o supervisionado, a fim de observar
como as amostras se agrupam aleatoriamente por similaridade, e em seguida
fizemos um agrupamento supervisionado distinguindo os diferentes grupos.

A figura 8A apresenta a expressdo de miRNAs nos grupos organizados pelo
consenso de subtipo hierarquico nao supervisionado. A cor vermelha indica maiores
niveis de expressao relativa, e a cor azul menor expressdo. O dendograma no topo
do mapa de calor (heat map) ilustra como as amostras de pacientes se agrupam por
semelhanga dos perfis de expressdo de miRNAs, enquanto o dendrograma a
esquerda (eixo y) mostra o agrupamento dos microRNAs baseado no seu perfil de
expressao entre as amostras dos pacientes. Analisando o resultado observamos no
dendograma acima do heat map dois grupos distintos (Figura 8A). O grupo a direita
€ enriquecido com amostras dos grupos controle-voluntario saudavel, podlipo
hiperplasico e adenoma (n&do cancer — verde), enquanto que o0 grupo a esquerda &
enriquecido com amostras do grupo CCRi e CCR metastatico (cancer — laranja).
Dessa forma, fizemos um segundo agrupamento hierarquico, agora supervisionado,
dos miRNAs diferencialmente expressos no grupo Céncer (CCRi e CCR com
metastase) vs. ndo céncer (voluntario saudavel, polipo hiperplasico e adenoma). Na
analise de agrupamento supervisionado, observamos uma melhor distingdo entre os

grupos de estudo (Figura 8B).
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Figura 8. Andlise hierarquica de clusters nao supervisionado e supervisionado de
miRNAs. A - O heatmap apresenta a expressdao de miRNAs por agrupamento n&o
supervisionado e B - expressao dos miRNAs por agrupamento supervisionado em formato
de matriz, em que as linhas representam genes individuais e as colunas representam cada
amostra de plasma dos pacientes.

6.3 Selecao dos miRNAs diferencialmente expressos

Dentre os miRNAs avaliados identificamos nove miRNAs diferencialmente
expressos no plasma de pacientes do grupo cancer quando comparados com O
grupo ndo cancer. Os resultados foram analisados com base no fold change e no
valor de p, onde consideramos como superexpressdao os miRNAs com um Fold
Change (FC) maior ou igual a 1,5 e subexpressao abaixo ou igual a -1,5 com p<0,05
(tabela 5).
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Tabela 5. miRNAs diferencialmente expressos no grupo cancer vs. ndo cancer.

microRNA P valor FC
hsa-miR-383-5p 0.0452 -5.4
hsa-miR-190a-5p 0.0366 -1.8
hsa-miR-519a-3p 0.0330 -1.7
hsa-miR-106a-5p 0.0028 1.5
hsa-let-7e-5p 0.0114 1.6
hsa-miR-28-3p 0.0214 1.6
hsa-miR-454-3p 0.0153 1.7
hsa-miR-542-5p 0.0220 1.8
hsa-miR-203a 0.0157 2.0

A figura 9 mostra um novo agrupamento hierarquico supervisionado utilizando
os nove MiRNAs selecionados. Os miRNAs hsa-miR-542-5p, hsa-miR-28-3p, hsa-
miR-106a-5p, hsa-let-7e-5p, hsa-miR-454-3p e hsa-miR-203a, se apresentam
superexpressos no grupo cancer, ja os miRNAs hsa-miR-190a-5p, hsa-miR-383-5p
e hsa-miR-519a-3p estdo superexpressos no grupo n&o cancer.
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Figura 9. Heatmap com analise hierarquica de cluster supervisionado da expressao
dos nove miRNAs mais diferencialmente expressos no grupo cancer vs. ndao cancer.
Os dados de expressao sado apresentados em formato de matriz, em que as linhas
representam genes individuais e as colunas representam cada amostra de plasma dos
pacientes.

6.4 Classificagao dos miRNAs preditores de malignidade

Dentre os nove miRNAs encontrados aqueles com maior expressiao nas
amostras de pacientes com cancer foram analisados pelo potencial preditor de
malignidade. Para isso utilizamos um classificador diagndstico baseado no método
Linear Diagonal Discriminant Analysis (DLDA) e recursive elimination (programa
BRB) para combinagdo dos miRNAs com maior classificagdo (maior diferenca entre
os grupos). A melhor combinagéo foi obtida com o uso de quatro dos nove miRNAs
(hsa-miR-106a-5p, hsa-let-7e-5p, hsa-miR-28-3p e hsa-miR-542-5p), sendo possivel
distinguir 14/15 amostras de pacientes do grupo nao cancer (93% especificidade) e
8/9 pacientes do grupo céancer (88,9% sensibilidade) [Figura 10]. Esse resultado
sugere que os MiRNAs apresentam potencial para distinguir pacientes com cancer

de pacientes sem lesdo maligna.
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Figura 10. Classificagdo dos quatro miRNAs como preditores de malignidade. (A) A figura
apresenta a expresséo relativa dos miRNAs hsa-miR-542-5p, (B) hsa-miR106a-5p, (C) hsa-let-7e-5p,
(D) hsa-miR-28-3p, (E) hsa-miR-454-3p e (F) e hsa-miR-203a, nos grupos cancer diferenciando-o do
grupo ndo cancer. (G) Modelo preditivo de malignidade baseado na combinagcdo dos miRNAs com
maior sensibilidade e especificidade (hsa-miR-542-5p, hsa-miR106a-5p, hsa-let-7e-5p e hsa-miR-28-
3p) pelo escore DLDA. A linha tracejada representa o limiar para considerar predicdo de maligno
(acima da linha) e ndo maligno (abaixo da linha).
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6.5 Validagao dos miRNAs preditores de malignidade

Para validar esses achados, a expressao dos quatro miRNAs identificados
nas amostras do grupo cancer (hsa-let-7e-5p, hsa-miR-106a-5p, hsa-miR-28-3p e
hsa-miR-542-5p) foi avaliada nas amostras de plasma de 110 pacientes distribuidos
entre os grupos estudados. Nessas condi¢gdes todos os miRNAs apresentaram-se
diferencialmente expressos no grupo cancer quando comparados com O grupo nao

cancer (Figura 11).
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Figura 11. Expresséao diferencial dos miRNAs hsa-miR-106a-5p, hsa-miR-28-3p, hsa-
let-7e-5p e hsa-miR-542-5p avaliados nos grupos cancer e nao cancer. Expressio
diferencial de miRNAs (A - hsa-miR-106a-5p, B - hsa-miR-28-3p, C - hsa-let-7e-5p e D - hsa-
miR-542-5p). Teste U de Mann-Whitney, *p<0,05.
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6.6 Avaliagao da expressao de miRNAs preditores de malignidade em amostras

de pacientes com lesdes benignas de malignas.

Uma vez identificados os miRNAs que diferenciam os grupos cancer de n&o
cancer, verificamos se a expressdo dos 4 miRNAs poderiam diferenciar os pacientes
com lesdes benignas, grupo polipos (polipo hiperplasico e adenoma), dos pacientes
com lesdo maligna, grupo cancer (cancer colorretal inicial e cancer colorretal
metastatico). Observamos na figura 12, que os miRNAs hsa-miR-106a-5p, hsa-miR-
28-3p, hsa-let-7e-5p e hsa-miR-542-5p estdo diferencialmente expressos no grupo

cancer quando comparados com o grupo polipos e controle saudavel (Figura 12).
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Figura 12. Os miRNAs hsa-miR-106a-5p, hsa-miR-28-3p, hsa-let-7e-5p e hsa-miR-542-
5p distinguem pacientes com céancer colorretal de pacientes com lesées benignas
(polipo hiperplasico e adenoma). Expresséao diferencial de miRNAs (A - miRNAs hsa-miR-
106a-5p, B - hsa-miR-28-3p, C - hsa-let-7e-5p e D - hsa-miR-542-5p). Foi utilizado ANOVA
seguido de teste de Bonferroni e os resultados com diferenca significativa estao indicados
com * p<0,05
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6.7 Analise discriminante do potencial dos miRNAs como biomarcador

diagnéstico de CCR

Apo6s validagdo dos miRNAs foi realizada uma analise discriminante linear
para avaliar o potencial dos miRNAs hsa-miR-106a-5p, hsa-miR-28-3p, hsa-let-7e-5p
e hsa-miR-542-5p como biomarcadores para distinguir pacientes com CCR daqueles
que nao apresentavam cancer. Para isso, valores de ACt obtidos por gRT-PCR
foram incluidos como variaveis na analise de uma curva ROC para examinar a
sensibilidade e especificidade desses miRNAs em diferenciar os grupos. Sabendo
que o valor de uma curva ROC é 1 ou 100% e qualquer predicdo n&o aleatoria seria
superior a 0,5 ou 50%, obtivemos para cada miRNA os seguintes valores de AUC (x
95% CI), hsa-miR-106a-5p (0,6835 [0,5753 - 0,7917]) [Figura 13A]; hsa-miR-28-3p
(0,7841 [0,6890 - 0,8793]) [Figura 13B]; hsa-let-7e-5p (0,6757 [0,5726 - 0,7788])
[Figura 13C] e hsa-miR-542-5p (0,7174 [0,6167 - 0,8181]) [Figura 13D]. De acordo
com os dados os mMiRNAs hsa-miR-28-3p e hsa-miR-542-5p apresentaram
isoladamente grande potencial como biomarcador plasmatico de pacientes com

cancer.
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Figura 13. Curva ROC com os miRNAs expressos diferencialmente para avaliagao da
distingao entre os grupos cancer e ndo cancer. Qualquer predicdo ndo aleatoria sera
superior a 0,5 ou 50%.

Ainda, fizemos uma avaliagdo da curva ROC com combinacbes entre os
quatro miRNAs com o objetivo de encontrar uma assinatura de miRNAs com maior
forga discriminante entre os grupos. Os resultados mostraram que a combinagao de
miRNAs proporcionou um potencial discriminante significativo entre os grupos (hsa-
miR-28-3p e hsa-let-7e-5p (AUC 0,7264 [0,6555 - 0,7974]) [Figura 14A]; hsa-miR-28-
3p e hsa-miR-106a-5p (AUC 0,7324 [0,6597 - 0,8051]) [Figura 14B]; e hsa-miR-28-
3p e hsa-miR-542-5p (AUC 0,7363 [0,6670 - 0,8056]) [Figura 14C]. Também tivemos
resultados positivos com as combinagdes: hsa-miR-106a-5p e hsa-let-7e-5p (AUC
0,6750 [0,6004 - 0,7496)] [Figura 14D]; hsa-miR-106a-5p e hsa-miR-542-5p (AUC
0,6953 [0,6221 - 0,7685]) [Figura 14E]; e hsa-miR-542-5p e hsa-let-7e-5p (AUC
0,6864 [0,6142 - 0,7586]) [Figura 14F]. Ainda foram avaliadas a associagéo de trés e
quatro miRNAs. A associagdo com maior potencial discriminante foi observada para
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0s seguintes painéis: hsa-miR-106a-5p, hsa-let-7e-5p e hsa-miR-28-3p (AUC 0,7102
[0,6506 - 0,7697]) [Figura 14G] e hsa-miR-106a-5p, hsa-let-7e-5p, hsa-miR-28-3p e
hsa-miR-542-5p (AUC 0,7053 [0,6543 - 0,7564]) [Figura 14H]. Em conjunto, esses
resultados indicam que os miRNAs plasmaticos (hsa-let-7e-5p, hsa-miR-106a-5p,
hsa-miR-28-3p e hsa-miR-542-5p) apresentam potencial para serem utilizados como
biomarcador diagnostico de CCR isolados ou associados.
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Figura 14. Curva ROC com associacio de miRNAs expressos diferencialmente.
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6.8 Predicao de alvos e vias de enriquecimento reguladas pelos miRNAs in

silico

Os miRNAs regulam inumeros mRNAs-alvo que estdo envolvidos em diversas
vias de sinalizagdo. Nesse contexto, € de grande importancia identificar os alvos dos
mMiRNAs estudados e a possivel via de sinalizagao envolvida. Nesse sentido, fizemos
uma predicao in silico de alvos para identificar interacdes entre os miRNAs-mRNAs.
Os miRNAs apresentaram uma grande rede de mRNAs possivelmente regulados.
Os miRNAs hsa-let-7e-5p e hsa-miR-106a-5p apresentam uma maior interacéo entre
a sua rede de alvos, seguida de interagdo com os alvos do hsa-miR-28-3p.
Curiosamente, nao foi identificada nenhuma interacéo entre os alvos do miRNA hsa-
miR-542-5p com os alvos dos miRNAs hsa-let-7e-5p e hsa-miR-28-3p, mas ha,
mesmo que pequena, uma interagcdo com o hsa-miR-106a-5p (Figura 15).
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Apos identificar os mMRNAs regulados pelos miRNAs, buscamos as vias em
que esses genes poderiam estar envolvidos. De forma interessante observamos que
os alvos dos trés miRNAs que compartilham maior rede de interagao (hsa-let-7e-5p,
hsa-miR-28-3p e hsa-miR-106a-5p) estdo associados com assinaturas génicas
ligadas ao cancer colorretal. Além disso, identificamos que o hsa-miR-542-5p até o
presente estudo ndo havia sido associado a vias de enriquecimento ligadas ao

cancer colorretal, como pode ser observado na figura 16.
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Figura 16. Anadlise de vias enriquecidas por mRNAs-alvo regulados pelos hsa-let-7e-
5p, hsa-miR-28-3p, hsa-miR-106a-5p e hsa-miR-542-5p.
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A analise da vias de enriquecimento a partir da associacdo dos 3 miRNAs
com maior rede de interagbes (hsa-let-7e-5p, hsa-miR-28-3p e hsa-miR-106a-5p)

confirmou a forte associagcao destes com as vias ligadas ao cancer (Figura 17).
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Figura 17. Vias de enriquecimento reguladas pela associagcdao dos miRNAs hsa-let-7e-
5p, hsa-miR-28-3p e hsa-miR-106a-5p.

6.9 Associagao da expressao de miRNAs

Na analise de predigcdo de alvo in silico observamos uma maior rede de
interacao entre os miRNAs hsa-let-7e-5p e hsa-miR-106a-5p e estes com o hsa-miR-
28-3p. Nesse sentido, fizemos uma avaliacdo estatistica para estudar a forca de
associacao entre esses miRNAs e observamos que, o hsa-miR-28-3p apresentou a
maior forga de associagdo com o hsa-miR-106a-5p (p<0,001) e com o hsa-let-7e-5p
(p=0,009). Apenas o hsa-miR-542-5p nao apresentou associagao significativa com o
hsa-miR-28-3p (p=0,061) [tabela 6]. Corroborando com os dados in silico.
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Tabela 6. Expressao dos miRNAs e possiveis associagoes.

hsa-miR-28-3p
superexpressao
Total Nao Sim p-Valor

hsa-miR-106a-5p
superexpressao
Nao 98 891% 97 924% 1 20,0% 0,001
Sim 12 109% 8 7,6% 4 80,0%
hsa-let-7e-5p
superexpressao
Nao 98 89,1% 97* 91,5% 1 25,0% 0,009
Sim 12 109% 9 85% 3 75,0%
hsa-miR-542-5p
superexpressao
Nao 69 62,7% 69 651% 1 20,0% 0,061
Sim 41 373% 37 349% 4 80,0%

*p<0,05, teste exato de Fisher ou qui-quadrado de Pearson (n, %).

Em seguida, agrupamos todos o0s pacientes que apresentaram
superexpressao nos grupos cancer vs. ndao cancer (FC>1,5) de hsa-miR-28-3p e
hsa-let-7e-5p com hsa-miR-28-3p e hsa-miR-106a-5p e observamos que a
superexpressao dos miRNAs hsa-miR-28-3p e hsa-let-7e-5p esta associado com o
CCR (p=0,032) (tabela 7).
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Tabela 7. Correlagéo entre a associagao dos miRNAs com o grupo cancer.

Grupo

Total Nao cancer Céncer p-Valor
hsa-miR-28-3p e
hsa-let-7e-5p
Nao 96 87,3% 67* 93,1% 29 76,3% 0,032
Sim 14 12,7% 5 6,9% 9* 23,7%
hsa-miR-28-3p e
hsa-miR-106-5p
Nao 97 88,2% 66 91,7% 31 81,6% 0,133
Sim 13 116% 6 83% 7 184%

*p<0,05, teste exato de Fisher ou qui-quadrado de Pearson (n, %).

Por fim, fizemos uma analise em modelo de regresséo linear multivariado. O
modelo multivariado permite uma analise de correlacdo em toda a unidade amostral
com eliminagdo das variaveis menos significativas a cada etapa apresentando ao
final da analise a correlagdo com maior forca de associacdo e o risco associado a
este fator. Considerando os dados sécio demograficos e a expressdo dos miRNAs
como superexpressos (FC=1,5) vs. normo/hipoexpressos (1,5< FC >-1,5),
analisamos todas as diferengas estatisticas que apresentaram associagdo ao grupo
cancer em relagao ao grupo nao cancer. Nessa analise podemos observar quais das
associacdes sao fatores de confusdo e qual o risco para o paciente que apresenta-
la.
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Dentre as analises avaliadas, observamos que o paciente apresentar historico

familiar de cancer de pulmé&o, intestino ou 6sseo, ndo o predispbe a ter CCR.

Enquanto que a superexpressao dos miRNAs (hsa-miR-28-3p ou hsa-let-7e-5p) se

destacou como assinatura para o CCR com risco 4,51 vezes maior do paciente ser
acometido com CCR (IC 95% = 1,05 — 19,33) [tabela 8]. Em conjunto esses dados

reafirmam que especialmente os mMIRNAS hsa-miR-28-3p ou hsa-let-7e-5p

apresentam significativo potencial para discriminar pacientes com CCR de pacientes

saudaveis ou com lesdes benignas.

Tabela 8. Modelo multivariado para o cancer.

p-Valor IC 95%
Ajustada
CCR

Historico familiar de cancer de pulméo (Sim vs. N&o) 0,076 3,98 0,86 18,36
Historico familiar de cancer de intestino (Sim vs. Ndo) 0,149 3,83 0,62 23,80
Historico familiar de cancer 6sseo (Sim vs. Nao) 1,000 5,96 0,59 15,97
hsa-miR-28-3p ou hsa-let-7e-5p

*0,043 4,51 1,05 19,33

(Superexpresso vs. Normo/hipoexpresso)

*p<0,05, regressédo logistica multinomial; OR = Odds ratio; IC 95% = Intervalo de

confianga 95% da OR Ajustada.
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7. Discussao
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Os miRNAs sdo uma grande promessa como potenciais biomarcadores para
o diagnéstico, progndstico e como alvo terapéutico no tratamento de pacientes com
cancer (ZHU et al. 2017). Em grande parte, esse potencial esta associado ao fato de
muitos mMmiRNAs derivados de tumores estarem presentes em fluidos corporais
humanos, como o sangue, em uma forma altamente estavel o que permite sua
deteccdo de uma forma pouco invasiva (LI et al., 2015). Nesse sentido, no presente
estudo apresentamos a identificagdo de um perfil de miRNAs presentes na
circulagao (hsa-miR-28-3p, hsa-let-7e-5p, hsa-miR-106a-5p, hsa-miR-542-5p) capaz
de distinguir pacientes com CCRi e CCR com metastase de pacientes sem céncer
ou com lesdes precursoras como o poélipo hiperplasico e o adenoma, apresentando
potencial aplicag&o clinica para a triagem/diagnéstico de pacientes com CCR.

Embora tenhamos um alto numero de estudos identificando miRNAs
circulantes, as alteracbes na expressao de miRNAs podem ocorrer devido a
comorbidades no momento do recrutamento e coleta da amostra, como outros tipos
de céncer, diabetes e doengas intestinais hereditarias (TAYLOR et al., 2008; ASLAM
et al., 2012). Nesse sentido, o presente estudo foi realizado a partir de uma selecéo
criteriosa de pacientes em todos os grupos. Os critérios de inclusdo e excluséo
foram selecionados a fim de reduzir possiveis alteragbes e aumentar a sensibilidade
e precisdo do estudo, excluindo dos grupos pacientes com diabetes, doengas
intestinais hereditarias e outros tipos de cancer. Inicialmente, o recrutamento de
voluntarios que se enquadravam nos critérios de inclusdo e exclusédo foi uma das
dificuldades encontradas, uma vez que grande parte dos pacientes nos ambulatérios
eram diabéticos. Outra dificuldade importante foi obter amostra de pacientes com
cancer colorretal inicial e cancer colorretal metastatico que ainda n&o haviam
iniciado o tratamento, seja ele quimioterapico e/ou radioterapico, pois o tratamento
pode induzir uma resposta inflamatéria capaz de alterar os niveis de miRNAs
circulantes (LYKOV et al., 2017).

Ap0s o recrutamento dos pacientes, a analise dos dados de expresséo génica
foi uma etapa essencial para obtencédo de resultados confiaveis e para minimizar o
impacto das variagbes entre as amostras. Nesse caso, a normalizagao foi realizada
através da média geométrica da expresséo global dos miRNAs estabelecidos dentro
dos Cqgs. De acordo com a literatura, a normalizag&o através da média global estavel
€ a melhor opgédo para o tratamento dos dados (VANDESOMPELE et. al., 2002;
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TOIYAMA et al.,, 2013; YONG et al, 2013). Além disso, para otimizar a
normalizacao, foram removidos os miRNAs com frequéncia de Cq 40 superior a 5%
em todos os grupos, com o intuito de excluir os miRNAs com expressao muito baixa
ou nula. Apdés a normalizagcdo dos dados foram identificados 262 miRNAs
diferencialmente expressos e destes, 9 como preditores de malignidade dos quais 4
apresentaram alta expressédo no grupo cancer (CCRi e CCR com metastase) [hsa-
miR-28-3p, hsa-let-7e-5p, hsa-miR-106a-5p, hsa-miR-542-5p] quando comparado
com o grupo nao cancer (voluntario saudavel, pdlipo hiperplasico e adenoma).

No Brasil, apesar da existéncia de recomendacdes de rastreamento de CCR
bem estabelecidas pela Sociedade Brasileira de Coloproctologia e da atuacdo da
ABRAPRECI (Associagcao Brasileira de Prevencdo do Cancer de Intestino),
(VALADAO et al, 2010; ABRAPRECI, 2019), ainda ndo ha um consenso em relagéo
as questdes praticas concernentes ao rastreamento de CCR na populagdo, tais
como: o financiamento, a eficacia, o alcance e a variabilidade dos resultados
(WINAWER et al., 2011; NAYLOR et al.,, 2012; YEN et al.,, 2012; AVITAL et al.,
2013). Para isso, medidas de conscientizagdo da populagdo quanto a existéncia,
incidéncia e riscos do CCR devem ser realizadas, divulgando as medidas de
prevencao, bem como a realizacdo de pesquisas para o desenvolvimento de novos e
eficientes métodos de diagndstico.

Em varios paises estudados, o CCR tem apresentado um aumento de
incidéncia, exceto nos EUA (ROSS, 2010; AMERICAN CANCER SOCIETY, 2017),
sendo que tal redugdo no numero de casos tem sido relacionada com a
intensificagdo do rastreamento de CCR no pais desde meados da década de 1980
(BROWN & POTOWSKY, 1990; NELSON, PERSKY, TURYK, 1999; AMERICAN
CANCER SOCIETY, 2017). A estratificacdo do risco apresentado por cada paciente
€ importante para disponibilizagdo dos recursos para rastreamento de forma
adequada sem que haja tempo de espera suficiente para o desenvolvimento do
tumor (ASSIS, 2011; TIWARI et al, 2012; AVITAL et al, 2013;). Apesar da
importancia do rastreamento para prevencéo e diagndstico precoce do CCR serem
bem discutidas na area médica e na pesquisa, inumeras dificuldades inerentes a
realidade brasileira relacionadas as condi¢gdes sécio-econdmicas desfavoraveis,
desconhecimento da populacdo sobre o CCR, dificuldade ou falta de acesso ao
sistema de saude e longos periodos entre a consulta e o exame do paciente sé&o
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responsaveis pela redugédo na prevengao e atraso do diagnéstico e tratamento do
CCR (ABRAPRECI, 2019).

Entre os métodos de rastreamento, a colonoscopia segue como melhor
meétodo para detecgdo de CCR, pois € capaz de diagnostica-lo, tanto em fases
avangadas como precoces (BRAY et al., 2017; LIANG & DOMINITZ, 2019). No
entanto, mesmo com tantas vantagens clinicas, sob uma perspectiva de politica de
saude publica, a énfase na colonoscopia € problematica por algumas razdes: os
custos do procedimento s&o altos e 0 mesmo necessita de um aporte estrutural com
equipamentos especificos e equipe médica especializada para condugdo do
procedimento, além de anestesia (BRAY et al., 2017). Ainda, deve ser dada atencéo
a disponibilidade e qualidade dos recursos em cada regido, uma vez que em
municipios, distritos e na zona rural a disponibilidade do servigo de rastreamento é
praticamente inexistente (FISHER; FIRKY; TROXEL, 2006; WINAWER et. al., 2011).
Evidenciando que essas regides precisam de um servigo de rastreamento com
menor custo e aporte estrutural para que se torne eficiente nas medidas de
prevencdo. Nesse sentido, o perfil de miRNAs com assinatura em cancer se
apresentam como alternativa com excelente acuracia discriminante entre os grupos.

A partir da analise da expressdo diferencial de miRNAs no sangue de
pacientes demonstramos que um conjunto de miRNAs (hsa-miR-28-3p, hsa-let-7e-
5p, hsa-miR-106a-5p e hsa-miR-542-5p) presentes na circulagdo pode distinguir
pacientes com CCRi e CCR com metastase de pacientes sem cancer ou com lesdes
precursoras como o polipo hiperplasico e o adenoma. Esses resultados indicam um
potencial para predicdo de malignidade através da expressdo de miRNAs presentes
em amostras de sangue, uma abordagem pouco invasiva e de facil acesso.

Dentre os miRNAs encontrados no estudo, o hsa-miR-28-3p apresentou a
maior forga de discriminagcéo entre os grupos de acordo com curva ROC e o modelo
multivariado. O aumento da expressdo deste miRNAs a nivel plasmatico ja foi
descrito em patologias como embolia pulmonar e retinopatia diabética, mas nunca
para o cancer colorretal (ZHOU et al., 2016; LIANG et al., 2018). No entanto, a
expressédo diferencial do hsa-miR-28-3p foi demonstrada por Almeida et al., (2012)
em linhagem de células de cancer colorretal (HCT116). Nesse estudo os autores
observaram que a expressao do miR-28-3p aumentou a capacidade de migracéo e

invasividade das células in vitro. In vivo, eles investigaram seu efeito na formagao de
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metastases a distancia, a qual foi observada em varios tecidos sendo os mais
frequentes em figado e pulmé&o.

A alta expressao plasmatica do hsa-miR-542-5p encontrada em pacientes
com CCR em nosso estudo foi outro achado importante, pois ainda ndo havia sido
publicada. Os resultados mostraram que esse miR apresenta uma alta forga
discriminante capaz de diferir amostras de pacientes com CCR de voluntarios
saudaveis e lesdes benignas através da curva ROC apesar de n&o apresentar entre
0s seus possiveis genes ja descritos no CCR ou vias envolvidas com o cancer. A
alta expressdao do miR-542-5p em pacientes com CCR também foi observada por
Gaedcke et al., 2012, no entanto esse achado foi em tecido de pacientes. Nesse
trabalho eles demonstram um painel de miRNAs superexpressos no CCR quando
comparado com a mucosa normal. Em resumo, os autores conseguiram identificar
49 miRNAs expressos diferencialmente no grupo carcinoma colorretal. Desses, 13
foram validados, e entre os miRNAs se encontra o miR-542-5p.

O miR-542-5p também foi encontrado em outros tipos de cancer como o
cancer de pulméo do tipo ndo pequenas células (JOERGER et al., 2014), carcinoma
basocelular (SAND et al.,, 2012) e no osteossarcoma (CHENG et al.,, 2015). No
cancer de pulméo do tipo ndo pequenas células avancado, a alta expressdo do miR-
542-5p plasmatico atua como fator prognéstico para pacientes que receberam
tratamento de primeira linha com bevacizumabe (anti-VEGF) e erlotinib (inibidor do
EGFR) seguido de quimioterapia a base de platina (JOERGER et al., 2014). Ainda,
de maneira similar aos nossos resultados no carcinoma basocelular, o hsa-miR-542-
5p diferenciou o grupo cancer dos controles saudaveis. A avaliacdo dos dados
revelou conexdes do mMIRNA com vias promotoras de tumores que podem
desempenhar um papel na patogénese molecular do carcinoma basocelular (SAND
et al., 2012).

Diferente dos miRNAs 542-5p e 28-3p que foram relativamente pouco
estudados, o hsa-let-7e-5p esta descrito em diversas patologias, incluindo o cancer,
mas como os outros miRNAs ainda nao havia sido descrito em plasma de pacientes
com cancer colorretal. A sua superexpressao ja foi observada em tumores de
pacientes com cancer de reto, mas ndo em colon. In vitro, estudo em cultura de
linhagem celular de cancer colorretal (Caco-2), mostrou que os niveis elevados do
hsa-let-7e-5p resultaram no aumento da migragao celular, enquanto a inibicdo da
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expressdo do hsa-let-7e-5p suprimiu significativamente a mobilidade das células
tumorais, indicando um possivel papel na indugéo de metastase (CHEN et al., 2018).
Outro trabalho destacou a associagcdo do hsa-let-7e-5p com o cancer colorretal
usando uma analise de associagao génica e experimentos funcionais. Nesse estudo,
Li et al., 2019 demonstraram uma interacdo funcional entre let-7e-5p, RAP1
(proteina de replicagcéo 1 - que desempenha um papel importante no metabolismo do
DNA), e a sensibilidade de células do cancer colorretal a oxaliplatina (quimioterapico
utilizado para tratamento do CCR). A superexpressao do let-7e-5p e a interagdo com
o RAP1 reduziram a sensibilidade a quimioterapia baseada em oxaliplatina,
resultando em mau progndstico para o paciente. Esses dados corroboram com o0s
nossos resultados de analise das possiveis vias de sinalizagdo envolvidas com hsa-
let-7e-5p, pois também observamos um enriquecimento de genes alvos envolvidos
com a sinalizacdo RAP1 (LI et al., 2019).

Dentre os miRNA encontrados diferencialmente expressos no presente estudo
o hsa-miR-106a-5p apresentou uma maior curva ROC quando associado a outros
mMiRNAs. A expressdo deste miRNA ainda ndo havia sido descrito em plasma de
pacientes com cancer colorretal. No entanto, foi demonstrado em tecido de tumor
obtido a partir de biopsias de CCR e que o miR-106a-5p é regulado negativamente
pelo FER1L4 desempenhando um papel crucial na carcinogénese do CCR.
Pacientes com baixa expressdo de FER1L4 e alta expressdo de miR-106a-5p
apresentavam um pior prognéstico (YUE et al., 2015). Corroborando com nossos
dados, em pacientes com cancer de pulmé&o do tipo ndo pequenas células o miR-
106a-5p compde um painel de miRNAs junto com o hsa-miR-20b-5p e hsa-miR-17-
5p capaz de diferir pacientes com céancer de controles ndo afetados (LEIDINGER et
al., 2015). Dentro das vias identificadas no nosso estudo reguladas pelo hsa-miR-
106a-5p esta a neurotrofina, que desempenha um papel importante no
desenvolvimento e manutengao do sistema nervoso, mesmo apos a vida adulta. Em
outro estudo foi demonstrado que a reducao da expressido do hsa-miR-106a-5p esta
associada ao desenvolvimento de doengas neurolégicas como a doenga de
Alzheimer (CHEN et al., 2018). Ye e colaboradores (2014), identificaram uma
relagcao positiva entre a expressdo do hsa-miR-106a-5p e outros miRNAs hsa-miR-
24-3p, hsa-miR-891a, hsa-miR-20a-5p e hsa-miR-1908 nos exossomas de soro de

pacientes com carcinoma nasofaringeo como mau prognostico. Além disso, a
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inibicdo desse painel de miRNAs regulou negativamente a via de sinalizagdo MARK1
que altera a proliferagao e diferenciagao celular (YE et al., 2014). A expressao do
miR-106a foi regulada positivamente em tecido de céncer de mama humano
comparado ao tecido normal adjacente. Além disso, a superexpressao de miR-106a
diminuiu significativamente a apoptose de células de cancer de mama e a
sensibilidade a cisplatina. Ainda, regulou positivamente os niveis de Bcl-2 e
negativamente a expressao de P53 (YOU et al., 2019). Corroborando com 0s nossos
achados, dentre as vias possivelmente reguladas pelo miR-106a-5p, nos
observamos in silico as mesmas vias de apoptose e CCR. Vale ainda ressaltar que o
miR-106a também apresenta um papel em outras patologias além do cancer. Em
outro estudo comparando a expressdo de miRNAs em células mononucleares de
sangue periférico de pacientes com hepatite B crénica e individuos saudaveis, foi
demonstrado que os mMiRNAs hsa-miR-106a-5p e hsa-miR-520d-5p estavam
altamente expressos e modulavam vias moleculares envolvidas na patogénese da
hepatite B cronica (XING et al., 2014). Esse fato deve ser levado em consideragéo
pois pode ser um fator limitante ao uso desse miRNAs de forma isolada como um
biomarcador para o diagnostico de CCR.

De fato, embora varios trabalhos na literatura abordem o uso de um miRNA
como biomarcador, a especificidade dos biomarcadores baseados em um unico
miRNA é factivel de erros como falsos negativo ou positivo. Portanto, a suspeita
clinica aliada a uma triagem realizada por meio de coleta de sangue com
combinagao de multiplos miRNAs séricos como os identificados no presente estudo
(hsa-miR-28-3p, hsa-let-7e-5p, hsa-miR-106a-5p e hsa-miR-542-5p) forneceria maior
acuracia ao diagnostico e possibilitaria prioridade no atendimento para rastreamento
por intervengcbes endoscdpicas em centros especializados. Adotar medidas como
essa seria de suma importancia para melhor adesédo dos pacientes a triagem com
reducdo da incidéncia e mortalidade dos pacientes possibilitando um melhor
prognostico com o inicio do tratamento ainda na fase de carcinogénese.

Em suma, foi estabelecido um painel de miRNAs plasmaticos unico baseado
em quatro miRNAs (hsa-miR-28-3p, hsa-let-7e-5p, hsa-miR-106a-5p e hsa-miR-542-
5p), com assinatura para o diagndstico precoce do cancer colorretal de forma pouco
invasiva. Além disso, identificamos que as possiveis vias reguladas por esses

miRNAs estavam relacionadas ao desenvolvimento de cancer, regulagdo do ciclo
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celular e apoptose. Dessa forma, acreditamos que estes dados sublinham o enorme
potencial de miRNAs sanguineos como uma ferramenta pouco invasiva para o

diagndstico precoce de CCR.

8. CONCLUSAO
A assinatura de miRNAs séricos (hsa-let-7e-5p, hsa-miR-106a-5p, hsa-miR-

28-3p, e hsa-miR-542-5p) apresenta-se como potencial biomarcador clinicamente
aplicavel para rastreamento/diagndstico pouco invasivo de pacientes com CCR.
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Apresentacédo do Projeto:

O cancer colorretal (CCR) é um dos tumores mais frequentes no mundo, superado apenas pelos tumores de
pulm&o, mama e prostata. No Brasil, o risco estimado para o CCR é de aproximadamente 16 casos/100.000
habitantes/ano, sendo o diagndstico tardio uma ocorréncia comum, 0 que ocasiona altas taxas de
morbidade e mortalidade. O CCR é passivel de prevencéo e cura devido a longa progressao das lesdes pré-
cancerosas (adenomas) até o carcinoma metastatico. O padréo ouro do diagndstico e rastreamento sédo 0s
testes endoscépicos, como colonoscopia e sigmoidoscopia, embora sejam procedimentos caros e invasivos,
pouco utilizados na préatica para o rastreamento da populacdo de médio risco

(individuos com mais de 50 anos, sem histérico familiar de CCR). Atualmente, o estudo de biomarcadores
nao invasivos tem sido foco de grande atencdo, sendo o perfil de expressdo de microRNAs circulantes um
dos achados mais interessantes. Os microRNAs maduros (miRNAs) sdo moléculas de RNA de cadeia
simples, contendo 20-23 nucleétideos de comprimento, capazes de regular negativamente uma série de
genes pelo pareamento imperfeito com RNA mensageiro (RNAm). Portanto, tais moléculas tipicamente
reduzem in vivo a estabilidade e a traducdo de RNAm, culminando na regulacdo de genes que medeiam
Varios processos na tumorigénese, tais como a inflamagéo, a regulacéo do ciclo celular, resposta ao stress,
diferenciacéo, apoptose e invasdo. Tem sido demonstrado que a expressdo de certos miRNA plasmaticos
esta relacionada
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com o desenvolvimento e progressdo do CCR, prestando-se portanto como possivel biomarcador de
rastreamento/prognéstico ndo invasivo. No presente

projeto propomos a avaliagédo do perfil de expressédo de miRNAs plasmaticos (miR-15b, -173p, -18a, 19a, -
21, -29a, -92, -92a, -141, -221, -335, -601 e -760) em material bioldgico coletado de pacientes de quatro
perfis principais (controles sadios, pacientes com adenomas, pacientes com CCR estadios iniciais e
pacientes com CCR estadios avancados), atendidos em servicos de referéncia em endocopia/proctologia ou
em oncologia da regido do Nordeste Brasileiro. Através de recrutamento e obtencdo de Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), seré requerido dos pacientes o consentimento de guarda de
amostras de sangue, e, quando cabivel (ou seja, quando dispensével ao diagnéstico anatomo-patolégico),
também de tecido tumoral (fresco ou parafinado) e/ou de tecido sadio (fresco ou parafinado), além da
autorizacdo para consulta de informacdes

contidas em prontuario como o historico dos procedimentos médicos a que se submeteram (consultas
médicas, exames endoscépicos, exames anatompatoldgicos, etc.). Dessa forma, o presente projeto tem
como intuito avaliar a expressao de miRNAs plasmaticos e/ou teciduais (em material fresco ou parafinado)
guanto a sua capacidade de discriminar casos de CCR (iniciais ou avancados) de controles sadios ou de
pacientes com adenomas.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario: Avaliar o perfil de expressdao de miRNAs plasmaticos em pacientes que tiveram
diagnéstico de cancer colorretal (CCR — inicial e avangado) em comparagao com a expressao obtida a partir
de amostras de controles sadios ou pacientes com adenomas (lesGes pré-malignas).

Objetivos Secundarios: Comparar, para fins de caracterizacdo - em estudo prospectivo, a partir de amostras
plasmaticas de pacientes com CCR e de pacientes com adenomas ou controles sadios, coletadas em
Servicos de Referéncia do Estado do Ceara - o perfil de expressdo de miRNAs plasmaticos (miR: -15b, -17-
3p, -18a, 19a, -21, -29a, -92, -92a, -141, -221, -335, -601, -760) com achados dos exames endoscdpicos
para diagndstico de CCR e adenomas (registros de prontuario referentes a colonoscopia e sigmoidoscopia)
e estadio anatomopatoldgico das lesbes (revisdo de laminas); comparar, para fins de avaliacdo de
prognostico, os perfis de expressdo de miRNAs plasmaticos obtidos de amostras entre pacientes com CCR
em estéagios inicial e avancado; comparar, para fins de estudo custo-efetividade, o gasto para obtencéo dos
achados dos perfis de expressao de miRNAs plasméticos (em CCR, adenomas e controles sadios) com o0s
gastos relacionados aos procedimentos que se fizeram necessarios para o diagndstico dos pacientes

(nimero de consultas, exames endoscoépicos, bidpsias, imunoistoquimicas, etc.).
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Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos: Os riscos possiveis relacionados diretamente & participagdo no estudo referem-se a puncéo venosa,
tais como dor local, hematoma ou extravasamento, e serdo minimizados pela adogéo de técnicas seguras e
assépticas de coleta de material bioldégico. Quanto aos procedimentos cirdrgicos e endoscoépicos, temos que
nenhum desses procedimentos é indicado aleatoriamente, atendo-se, portanto, as situacdes em que existe
risco ou certeza da doenca estar presente ou como teste de rastreamento, conforme indica¢fes
preconizadas, descritas detalhadamente na introdugdo do presente projeto. A colonoscopia € um exame
diagnostico complexo, e também um procedimento cirdrgico, capaz de detectar o

cancer de célon e também de extirpar as lesdes visiveis da mucosa. Portanto, € um procedimento que
acarreta riscos, sendo que 1/1.000 procedimentos gera complicacfes como sangramentos e perfuracdes da
parede intestinal. Ainda, ha as questfes da necessidade de anestesia e de pessoal qualificado, além do
desconforto do preparo para o procedimento, ou seja, o esvaziamento intestinal por uso de laxantes.
Portanto, tais procedimentos aos quais 0s pacientes se submeterdo acarretam riscos, no entanto, o
consentimento de guarda e uso do material bioldgico advindo desses procedimentos ndo acarreta em
aumento nem sobreposicao de risco. A aplicacdo de breve questionario (Checklist para avaliacdo de
elegibilidade) sobre condi¢des fisicas que, porventura, possam alterar a expressdo de microRNAs
(processos inflamatérios, gripe/resfriado, diabetes, tuberculose) ocorrera de forma breve e sucinta, a fim de
néo causar incémodo ao paciente.

Beneficios: Caracterizacdo do perfil de expressao de microRNAs em uma populacao definida residente no
Nordeste brasileiro, de forma a abranger dados relevantes e inéditos, com potencial de servir futuramente
como uma ferramenta de rastreamento de cancer colorretal.

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Os pacientes (n=20, por grupo) serao recrutados conforme critérios de inclusdo e excluséo, receberéo
informacdes sobre o estudo e serdo convidados a participar, preenchendo o Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido (TCLE).

Os critérios de inclusédo e nimero amostral estimado seguem descritos no Item "Critérios de Inclusdo”. Apds
a obtencéo do consentimento por escrito do paciente e agendamento da cirurgia ou colonoscopia, serao
coletados até 20 mL de sangue em frascos de EDTA, antes do procedimento cirargico ou endoscépico. Tais
amostras serdo centrifugadas e criopreservadas com identificacdo que assegure sigilo da identidade dos
consentidores.

Etapas de busca de expressao diferencial (screening por microarray, plataforma "Affymetrix" para
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andlise de microRNAs), validacao (por técnica de RNASeq) e andlise do perfil de expressdo de microRNAs
(plataforma de bioinformética) serdo realizadas em parceria com o A.C. Camargo Cancer Center em S&o
Paulo (Pesquisadora colaboradora: Dra. Silvia Regina Rogatto). Quando o material tecidual for
indispensavel ao diagnoéstico, segundo avaliagdo médica, podera ser também coletado e criopreservado um
diminuto

fragmento para analises futuras, caso o consentidor concorde (por escrito, em alinea do TCLE). Prontuario
meédico poderd ser consultado, também mediante consentimento escrito, para avalia¢cdes de custo-
efetividade do método proposto.

Dois bancos de dados serdo montados, um com dados clinicos disponiveis e outro do perfil de expresséo de
microRNAs, sendo que o perfil de expressao sera analisado em plataforma de Bioinforméatica do A. C.
Camargo Cancer Center (S&o Paulo-SP). Ao final, os dados obtidos serdo correlacionados e confrontados
com os dados de literatura disponiveis.

A evolucdo clinica dos sujeitos envolvidos (controles ou pacientes) sera obtida pela revisdo dos prontuarios
hospitalares, ou por entrevista em ambulatério, no momento da coleta de material bioldgico.Informacdes
médicas e epidemioldgicas dos pacientes recrutados somente serdo avaliadas apés obtencédo do TCLE.
Com relacao aos desfechos secundarios propostos no presente projeto, o Setor de Contas Médicas do
Instituto do Cancer.

do Cearé podera ser consultado para fornecer valores relacionadas ao custo do diagnéstico de CCR. Todos
os dados serdo acondicionados em

planilha Excel de forma codificada, a fim de garantir o sigilo dos dados e o anonimato dos pacientes.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoéria:

Todos os termos estéo presentes e cumprem adequadamente os principios éticos, sendo uma pesquisa em
andamento desde 2014. Trata-se o presente de uma Emenda tendo por jstificativa adicionar novos
assistentes da pesquisa: Dr. Roberto César Pereira Lima-Junior (UFC) e Dra. Deysi e Viviana T. Wong
(ICC).

Recomendacbes:

Nenhuma.

Conclus8es ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Recomenda-se a aprovacgéo desta emenda.

Consideragdes Finais a critério do CEP:
O Colegiado do CEP acompanha o parecer do relator, aprovando o projeto sem quaisquer
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Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES BASICAS 124674 06/11/2018 Aceito
do Projeto 1 E3.pdf 22:09:28
Outros Adendo.jpg 21/11/2016 |Camila Meirelles de Aceito
14:40:45 | Souza Silva

Outros Fiel depositario SAME-HUWC.pdf 24/02/2015 Aceito
15:25:04

Outros Termo fiel depositario HUWC.pdf 24/02/2015 Aceito
15:24:51

Declaracéo de Vinculo intituicdo coparticipante-carta de| 24/02/2015 Aceito

Instituicdo e anuéncia.pdf 15:24:33

Infraestrutura

Outros Fiel depositario SAME-HUWC.pdf 24/02/2015 Aceito
15:14:43

Outros Termo fiel depositario HUWC. pdf 24/02/2015 Aceito
15:14:17

Declaracéo de Vinculo intituicdo coparticipante-carta de| 24/02/2015 Aceito

Instituicdo e anuéncia.pdf 15:12:03

Infraestrutura

Projeto Detalhado / |Plataforma Brasil REBRATS microRNA | 29/09/2014 Aceito

Brochura NOVO 29SET14E.pdf 15:13:40

Investigador

Outros Checkilist de Elegibilidade microRNAs 29/09/2014 Aceito

29set14E.pdf 15:13:00

Outros TDFD - Dr. Ronaldo 2.jpg 06/08/2014 Aceito
10:06:33

Outros TDFD - Dr. Ronaldo 1.jpg 06/08/2014 Aceito
10:06:20

Outros TCLE do projeto com alteracdes.pdf 06/08/2014 Aceito
10:04:41

Outros Modelo do Termo de Fiel Depositario do| 06/08/2014 Aceito

HGCC.doc 10:02:26

Outros Termo de Fiel depositario.pdf 06/08/2014 Aceito
10:01:53

Declaracéo de vinculo pesquisa HGCC 28Jull4.pdf 28/07/2014 Aceito

Instituicdo e 16:11:03

Infraestrutura

TCLE / Termos de | TCLE microRNAs ICCHGCC 28/07/2014 Aceito

Assentimento / 28jull4C.pdf 15:04:28
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ANEXO 2

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Projeto de pesquisa: Avaliacdo do perfil de expresséao diferencial de micrornas plasmaticos como
. ferramenta para o rastreamento de cancer colorretal
Orgéo financiador e Numero do Projeto: MCTI/CNPg/MS-SCTIE-Decit, 401176/2013-4.

Com o objetivo de obter novos conhecimentos sobre o cancer colorretal e algumas lesées benignas
pré-cancerosas denominadas adenomas, o Instituto do Céncer do Ceara (ICC) em parceria com a
Universidade Federal do Ceara (UFC) e o Hospital Geral Dr. César Cals (HGCC), vem desenvolvendo
uma pesquisa sobre possiveis marcadores plasmaticos importantes no diagnéstico, prognéstico e
rastreamento dessas condi¢des. Vocé foi ou estd sendo admitido(a) em um servico especializado
para estabelecimento de um diagndstico através de colonoscopia ou de tratamento cirdrgico, com a
possivel retirada de material biolégico. Apds o seu diagnoéstico, o restante do material bioldgico
retirado n&o utilizado é usualmente descartado conforme a legislagdo sanitaria regulamentar sobre o
assunto. Estamos convidando vocé a ceder a guarda de amostras de sangue e, em casos especificos
definidos pelos médicos responsaveis, amostra tecidual residual fresca e/ou parafinada (coletado
segundo normas de biosseguranca) que nao fara falta ao seu diagnéstico, nem implicara riscos
adicionais ao seu procedimento ou tratamento, nem aumentard o seu tempo de procedimento
diagnéstico ou cirurgia nem a sua permanéncia no Servigo pelo qual estd sendo assistido(a). Os
riscos potenciais referem-se a coleta de sangue (dor local, hematoma, extravasamento) e/ou aos
procedimentos cirurgicos e endoscoépicos. A colonoscopia € um exame diagndstico complexo e
também um procedimento cirirgico, capaz de retirar lesbes suspeitas da mucosa intestinal. Sendo um
procedimento invasivo, acarreta riscos (1 a cada 1.000 procedimentos pode gerar complicagbes como
sangramentos ou perfuracdo da parede intestinal). Vocé estd sendo admitido em um servico
referéncia no Estado do Ceara, sendo assistido por pessoal qualificado e o procedimento
diagnéstico/cirurgico somente ocorrera a critério médico. Sua participagdo no estudo, portanto, nao
acarreta em aumento ou sobreposi¢cdo de risco, exceto os riscos usuais do procedimento que
somente sera realizado se autorizado e apds indicacdo médica. As amostras bioldgicas colhidas
serao congeladas em tubos com cédigos de barras (sangue ou tecido fresco) ou organizados em
cassetes plasticos (tecido parafinado); e armazenadas de forma organizada, preservando o sigilo de
sua identidade. A coleta, depésito, armazenamento e utilizagdo serdo gerenciados pelo Instituto do
Cancer do Ceara-ICC, juntamente com a Universidade Federal do Ceara-UFC. N&o havera
remuneragdo ou custos relacionados a sua participagcdo, e nenhum gasto adicional decorrera, sob
nenhum pretexto, no caso de vocé aceitar participar do presente estudo. Através dessa pesquisa,
poderemos avaliar se o perfil de expressdo de certos reguladores, conhecidos como microRNAs
plasmaticos, pode ser importante para o diagndstico e/ou prognédstico do cancer colorretal. Sua
participagdo podera ocorrer nos seguintes grupos: como controle sadio, ou como portador(a) de
lesbes precursoras ndo malignas (adenomas) ou como paciente oncolégico, a depender de critérios
médicos pré-estabelecidos. Caso seu material venha a ser utilizado, vocé podera ter acesso a
qualquer informagéo sobre seu material biolégico assim como sobre informagdes obtidas a partir do
seu material biolégico, e também sobre o teor e os resultados do estudo. As informacgdes obtidas
também poderdo ser utilizadas em novas pesquisas. Informagbes adicionais como dados
demogréaficos e clinicos serdo acrescentadas para melhor estudo da condi¢do apresentada; para isso,
0 seu prontuario médico podera ser acessado, ficando asseguradas a confidencialidade e a
privacidade, a prote¢cdo da imagem e o néo preconceito. Suas informagdes nao serdo utilizadas em
seu prejuizo. O acesso ao seu prontuario seguira as normas estabelecidas pelas resolugbes do
Conselho Federal de Medicina e as instrugbes complementares do Conselho Regional de Medicina.
Cabera ao médico patologista, apds a cirurgia, avaliar se o seu material biolégico pode ser alvo de
estudo: caso ndo haja coleta de amostra tecidual, havera a notificagdo no seu prontuario e a
justificativa no seu termo de consentimento. As amostras ficardo mantidas em equipamentos
especiais que garantem a conservagéo e a integridade das mesmas e estardo ordenadas por cédigos
de barras, ndo apresentando dados pessoais identificaveis, e ndo existindo quebra de privacidade ou
de sua confidencialidade. As Instituicdes envolvidas no estudo asseguram que n&o havera prejuizo
para o seu diagnéstico, nem para o seu tratamento, nem quaisquer penalidades para o paciente que
ndo queira consentir com a guarda de suas amostras para a pesquisa. Davidas em relagéo a inclusdo
de amostras poderédo ser esclarecidas pelo coordenador do projeto ou pesquisadores participantes do
mesmo. A qualquer momento, vocé podera retirar o consentimento de guarda e utilizagdo do material



biolégico armazenado, bem como solicitar por escrito a Instituicdo de seu atendimento, sua
devolugao, sem quaisquer prejuizos ao seu diagnoéstico / tratamento nas Instituigdes. Esclarecimentos
adicionais sobre o presente Termo de Consentimento Livre e Esclarecido poderdo ser obtidos via
telefones da Escola Cearense de Oncologia-ECO (3288-4653) ou do Comité de Etica em Pesquisa,
pelo telefone (3288-4653), ou diretamente no Hospital Haroldo Juagaba/ICC, a Rua Papi Junior,
1.222. Este termo sera assinado e rubricado em trés vias idénticas, ficando uma com vocé, ou seu
representante legal, outra arquivada no seu prontuario médico e uma terceira via sera destinada ao
arquivo do corpo gestor da pesquisa em questdo, sob a responsabilidade do ICC. Somente assine
este termo, se concordar, integralmente, com o seu teor.

CONSENTIMENTO

Tendo lido, atentamente todo o texto do presente termo, manifesto-me a respeito do mesmo, da
seguinte forma:

o CONCORDO o NAO CONCORDO que amostras de sangue podem ser coletadas, armazenadas
e utilizadas na pesquisa intitulada “Avaliagdo do perfil de expressao diferencial de micrornas
plasmaticos como ferramenta para o rastreamento de cancer colorretal ”

o CONCORDO o NAO CONCORDO que fragmentos de tecidos (quando ndo necessarios
para o meu diagnéstico) podem ser coletados, armazenados e utilizados na pesquisa supracitada.

o CONCORDO o NAO CONCORDO que dados demograficos e clinicos contidos no meu prontuario
médico, possam ser consultados e utilizados como fonte de informagao na pesquisa supracitada, com
a garantia institucional do sigilo e da confidencialidade dessas informacoes.

o CONCORDO o NAO CONCORDO que além das informagdes minimas citadas acima, meu
prontuario médico possa ser acessado, para coleta de informagbes importantes a compreensao dos
métodos diagndsticos utilizados, consultas e tratamentos, para fins de avaliagdo da viabilidade
econdmica da implantagdo de novos métodos nao-invasivos de rastreamento do cancer colorretal ou
lesbes pré-cancerosas, com a garantia institucional do sigilo e da confidencialidade dessas
informagdes.

Fortaleza, de de

Dados do Paciente:

Nome:

RG: RG Hospitalar:

Declaro estar ciente das informagdes ora prestadas, tendo lido atentamente e concordando com o
teor.
Fortaleza de de

Dados do Responsavel:

Nome: RG:
Responsavel pela coleta no Servigo:a ICC; o HUWC; ou oHGCC
Fortaleza, de de

Assinatura:




Anexo 3
FICHA CLINICA

Numero

Avaliagao do perfil de expressiao diferencial de micrornas plasmaticos como ferramenta para o
rastreamento de cancer colorretal

Iniciais do nome: Prontuario:
Data nasc.: / / Idade:
Sexo:( ) feminino () masculino

Racga: ( ) branca ( ) afrodescendente ( )indigena ( ) pardo

Escolaridade: ( ) Fundamental incompleto ( ) Fundamental completo ( ) Médio incompleto () Médio

completo () Superior incompleto () Superior completo

Data diagnéstico, se aplicavel:

Local de nascimento:

Cidade de moradia:

Contato:
CARACTERISTICAS DO PACIENTE:

Diagnéstico cancer: ( ) NAO ( ) SIM

Se sim, qual: ( ) COLON ASCENDENTE ( ) COLON DESCENDENTE ( ) RETO

Histérico familiar:

( YNAO ( ) SIM

Grau de parentesco:

Tipo de tumor: Idade ao diagndstico:

Status de sobrevida:

Grau de parentesco:

Tipo de tumor: Idade ao diagnostico:

Status de sobrevida:

CARACTERISTICAS DO TUMOR:

Estadiamento T N M Se M1, local:

1.1Figado ( )

1.2 Pulméo ( )

1.30sso ( )

1.4 Outro:

TRATAMENTO:

Cirurgia: ( ) NAO ( ) SIM, Qual

Quimioterapia: ( ) NAO ( )SIM

Se QUIMIO: ( ) NEOADJUVANTE ( ) ADJUVANTE ( ) PALIATIVA

Linhas

RADIOTERAPIA:

()NAO () SIM

Drogas/Esquemas:

Toxicidade grau 3/4: () NAO ( ) Hematoldgica ( ) Gastrintestinal ( ) Cutanea

() Neurolégica ( ) Cardiaca

Hormonioterapia: ( )NAO ( ) SIM:

Terapia-alvo: ( ) NAO ( ) Trastuzumab ( ) Bevacizumab ( ) Pertuzumab ( ) ANTI-EGFR

HABITOS:

Fumante ( ) NAO ( ) SIM Quantidade e frequéncia

Alergias: ( ) NAO ( ) SIM

Uso de medicag&o: ( ) NAO ( ) SIM

Visita de seguimento DATA /[ |

Queixas clinicas:

Exame fisico:

Exames complementares:

Recidiva/progressdo: NAO( )SIM( ) Data: __ / |/

Sitio: Neoplasia maligna: NAO( ) SIM( ):

Data do diagndstico: / /




ANEXO 4 - Tabela com informacdes clinicas, s6cio-demograficas e de expressao de miRNAs da coorte estudada.

ID DIAGNOSTICO HOSPITAL LOCAL METASTASE SEXO IDADE RACA
1 CCRM ICC RETO MEDIO HEPATICA MASC 64 PARDA
2 CONTROLE HUWC X X FEM 36 PARDA
3 CCR ICC RETO INFERIOR X FEM 75 PARDA
4 CONTROLE HUWC X X MASC 35 BRANCA
5 CCRM ICC RETO MEDIO PULMONAR MASC 74 AFRODESCENDENTE
6 CCR ICC RETO BAIXO MEDIO X MASC 55 PARDA
7 CCR ICC RETO INFERIOR X FEM 83 AFRODESCENDENTE
8 CCR ICC COLON ASCENDENTE X FEM 92 BRANCA
9 CCRM ICC COLON ASCENDENTE PULMONAR E HEPATICA MASC 52 PARDA
10 CONTROLE HUWC X X FEM 63 PARDA
11 CONTROLE HUWC X X FEM 50 PARDA
12 CONTROLE HUWC X X MASC 42 PARDA
13 CONTROLE HUWC X X FEM 58 PARDA
14 CCR ICC X X MASC 37 PARDA
15 CCRM ICC COLON ASCENDENTE HEPATICA FEM 46 PARDA
16 CCRM ICC COLON ASCENDENTE PULMONAR FEM 67 PARDA
17 CCR ICC COLON DESCENDENTE X FEM 54 PARDA
18 CCR ICC RETO BAIXO X MASC 70 PARDA
19 CCR ICC X X MASC 72 BRANCA
20 CCR ICC RETO X FEM 26 BRANCA
21 POL.HIPERPLASICO HUWC RETO X FEM 40 PARDA
22 POL.HIPERPLASICO HGCC RETO X FEM 59 PARDA
23 POL.HIPERPLASICO HGCC RETO X FEM 68 BRANCA
24 CCR ICC RETO INFERIOR X MASC 55 BRANCA
25 CCR ICC RETO MEDIO X FEM 63 PARDA
26 CCR ICC X X FEM 76 PARDA
27 CCRM ICC COLON HEPATICA FEM 47 BRANCA
28 CCRM ICC RETO SIGMOIDE OSSO E SUPRARENAL MASC 77 BRANCA
29 ADENOMA HUWC X X MASC 81 PARDA
30 ADENOMA HGCC RETO X MASC 55 PARDA
31 CCRM ICC COLON DESCENDENTE PULMONAR E SUPRA RENAL ESQUERDA FEM 72 PARDA
33 CCRM ICC RETO SIGMOIDE HEPATICA E PERIANAL MASC 75 PARDA




ID DIAGNOSTICO HOSPITAL LOCAL METASTASE SEXO IDADE RACA

34 | POL.HIPERPLASICO HGCC COLONICO X MASC 48 PARDA

36 CCRM ICC RETO PULMONAR MASC 45 | AFRODESCENDENTE
37 CCRM ICC RETO MEDIO PULMONAR FEM 54 BRANCA

38 | POL.HIPERPLASICO HGCC CECO X FEM 55 PARDA

39 | POL.HIPERPLASICO HGCC X X MASC 63 PARDA

40 CCRM ICC RETO ALTO OSSEO MASC 69 BRANCA

41 CCRM ICC RETO HEPATICA E PULMONAR FEM 59 BRANCA

42 CONTROLE HUWC X X FEM 37 PARDA

a4 ADENOMA HGCC RETO X FEM 73 | AFRODESCENDENTE
45 CCR ICC RETO MEDIO X MASC 58 PARDA

46 CCRM ICC RETO SIGMOIDE HEPATICA FEM 61 BRANCA

47 | POL.HIPERPLASICO HUWC X X FEM 70 PARDA

48 | POL.HIPERPLASICO HUWC X X FEM 51 PARDA

49 | POL.HIPERPLASICO HUWC X X FEM 59 PARDA

50 ADENOMA HGCC X X FEM 68 | AFRODESCENDENTE
51 CCR ICC RETO SIGMOIDE X MASC 60 BRANCA

54 CONTROLE HUWC X X FEM 40 PARDA

55 CCRM ICC RETO PULMONAR FEM 55 BRANCA

59 ADENOMA HUWC X X MASC 54 BRANCA

60 ADENOMA HGCC X X MASC 82 PARDA

62 ADENOMA HGCC X X MASC 67 PARDA

63 CCRM ICC RETO OSSEA MASC 65 PARDA

65 CONTROLE HUWC X X FEM 32 PARDA

66 CCR ICC RETO INFERIOR X MASC 69 | AFRODESCENDENTE
67 CCRM ICC RETO PULMAO/HEPATICA MASC 46 BRANCA

68 CONTROLE HUWC X X FEM 26 BRANCA

69 | POL.HIPERPLASICO HUWC X X FEM 74 PARDA

70 CCR HUWC COLON ASCENDENTE X FEM 54 PARDA

71 CONTROLE HUWC X X FEM 44 PARDA

72 CONTROLE HUWC X X FEM 62 PARDA

73 CONTROLE HUWC X X FEM 49 BRANCA

74 | POL.HIPERPLASICO HUWC X X MASC 55 PARDA




ID DIAGNOSTICO HOSPITAL LOCAL METASTASE SEXO IDADE RACA

75 ADENOMA HUWC X X FEM 55 BRANCA
76 CCR ICC SIGMOIDE X FEM 57 PARDA
77 CONTROLE HUWC X X FEM 60 BRANCA
78 CONTROLE HUWC X X FEM 79 PARDA
79 ADENOMA HUWC X X MASC 59 BRANCA
80 ADENOMA HUWC X X FEM 68 PARDA
81 CCR HUWC X X FEM 62 BRANCA
82 CONTROLE HUWC X X FEM 39 PARDA
83 POL.HIPERPLASICO HUWC X X FEM 44 PARDA
84 CONTROLE HUWC X X MASC 67 BRANCA
85 CCR ICC X X FEM 62 BRANCA
86 CCR ICC X X FEM 68 BRANCA
87 CCRM ICC RETO BAIXO FIGADO MASC 68 BRANCA
88 CONTROLE HUWC X X FEM 70 PARDA
89 CONTROLE HUWC X X FEM 33 BRANCA
90 ADENOMA HGCC RETO/TRANSVERSO X MASC 43 PARDA
91 CONTROLE HGCC X X FEM 36 PARDA
92 CONTROLE HUWC X X MASC 61 BRANCA
93 CONTROLE HUWC X X FEM 56 PARDA
94 CONTROLE HUWC X X FEM 55 PARDA
95 CONTROLE HGCC X X FEM 52 PARDA
96 CONTROLE HUWC X X FEM 47 BRANCA
97 POL.HIPERPLASICO HUWC X X FEM 50 PARDA
98 CONTROLE HGCC X X MASC 66 PARDA
99 CONTROLE HGCC X X MASC 65 PARDA
100 | POL.HIPERPLASICO HGCC RETO X FEM 55 PARDA
101 ADENOMA HGCC RETO X MASC 66 PARDA
102 CONTROLE HGCC X X MASC 59 PARDA
103 ADENOMA HUWC RETO X FEM 59 PARDA
104 ADENOMA HUWC X X FEM 67 BRANCA
105 ADENOMA HGCC ASCENDENTE/RETO/SIGMOIDE X MASC 79 PARDA
106 ADENOMA HUWC ASCENDENTE X FEM 59 BRANCA




ID DIAGNOSTICO HOSPITAL LOCAL METASTASE SEXO IDADE RACA

107 ADENOMA HUWC X X MASC 71 BRANCA

108 ADENOMA HUWC X X FEM 74 PARDA

109 | POL.HIPERPLASICO HGCC X X FEM 49 PARDA

110 ADENOMA HGCC X X MASC 80 PARDA

111 | POL.HIPERPLASICO HUWC X X MASC 55 PARDA

112 ADENOMA HUWC X X FEM 57 PARDA

113 | POL.HIPERPLASICO HUWC X X MASC 46 BRANCA

114 ADENOMA HGCC X X FEM 89 PARDA

115 ADENOMA HUWC X X MASC 67 AFRODESCENDENTE
116 ADENOMA HGCC X X FEM 46 PARDA

117 ADENOMA HGCC COLON TRANSVERSO X MASC 75 PARDA

118 | POL.HIPERPLASICO HGCC X X MASC 44 PARDA

119 CCRM HGCC RETO HEPATICA E PULMONAR FEM 67 AFRODESCENDENTE
120 | POL.HIPERPLASICO HUWC X X FEM 60 PARDA

121 | POL.HIPERPLASICO HGCC SIGMOIDE E RETO X FEM 48 AFRODESCENDENTE




ANEXO 4 - Continuagéo

ID | HIST FAMILIAR | GRAU PARENTESCO TIPO TUMOR IDADEDIAG | SOBREVIDA |mir-106a-5p | mir-28-3p | let7e-5p | mir-542-5p
1 SIM TIO PROSTATA X X -0,1493 0,1433 | -1,6566 | 1,0662
2 NAO X X X X -0,1931 -0,9309 | -0,3291 | 0,6606
3 NAO X X X X 0,6667 1,0604 | 0,4780 | 0,2914
4 NAO X X X X -0,5546 -1,0292 | 0,3782 | -0,2152
5 NAO X X X X -4,3502 1,4306 | 3,2756 | 1,5269
6 NAO X X X X -0,5249 -0,4307 | -0,5020 | 0,5471
7 SIM PRIMA/SOBRINHA OVARIO / CCR X X 0,0920 0,3997 | 1,3781 | -3,0186
8 SIM PAI/FILHA CCR/PULMAO X X 1,6227 1,6875 | 1,1050 | 3,1141
9 SIM PAI/IRMA INTESTINO/MELANOMA 79/X X -1,3267 -0,9236 | -1,5489 | -0,0641
10 NAO X X X X -2,3085 -1,8115 | -1,6377 | -0,4515
11 NAO X X X X -1,8538 -1,2080 | -0,6885 | -1,5864
12 NAO X X X X -0,5067 0,0321 |-0,3234 | 2,0854
13 NAO X X X X -1,8729 -1,3760 | -1,0749 | -3,9828
14 NAO X X X X -0,7599 -0,2845 | -0,5475 | 0,4957
15 SIM TIO/AVO LEUCEMIA/INTESTINO 55/40 X -0,8221 -0,2514 | 0,0077 | -0,0870
16 SIM TIA/TIA INTESTINO/MAMA 70/50 X 1,8082 2,7326 | 2,5338 | 12,5617
17 SIM PAI/TIA PROSTATA/UTERO 60/55 X -0,6590 -0,0288 | 0,9311 | -1,1617
18 NAO X X X X -0,3245 -0,2101 | 1,7489 | 11,4290
19 NAO X X X X -0,9586 -0,9138 | -0,1779 | 0,8816
20 SIM SOBRINHA LEUCEMIA 22 3 ANOS 0,0732 0,3995 | 0,4313 1,4669
21 SIM AVO ESTOMAGO X X -1,2970 -0,6809 | -0,5748 | -1,2441
22 NAO X X X X -0,7966 -0,4328 | 0,0379 | 1,3691
23 SIM MAE ESTOMAGO 84 2 MESES -0,2439 0,2251 |-0,0264 | 1,5375
24 NAO X X X X 0,8995 0,7536 | 0,9857 | 1,1826
25 SIM TIA UTERO 60 X 0,0123 0,5498 | 0,3507 | 2,7076
26 SIM IRMA UTERO 60 X -0,5855 -0,2288 | 1,4690 | 4,9468
27 SIM TIO/MAE PULMAO/PULMAO 70/70 X -1,5949 -0,1057 | 1,2501 | 4,6768
28 SIM IRMA/IRMAO MAMA/OSSEO 60/ 77 X -0,1005 -0,8877 |-1,3094 | 0,8781
29 SIM IRMAO MELANOMA 63 X -1,0380 -0,9443 | -1,0256 | -0,5273
30 SIM PAI X 79 40 DIAS -2,5769 -1,2172 | -0,2057 | 13,7161
31 NAO X X X X 1,0215 1,0663 | 1,2844 | 3,0573
33 NAO X X X X 2,0909 2,2176 | 0,9313 | 4,6277




ID | HIST FAMILIAR | GRAU PARENTESCO TIPO TUMOR IDADE DIAG| SOBREVIDA | mir-106a-5p | mir-28-3p | let7e-5p | mir-542-5p
34 NAO X X X X 0,1482 0,8032 | 1,7682 | 12,1977
36 SIM MAE PULMAO 62 X 2,2171 1,3081 | 2,3119 | -0,2918
37 NAO X X X X -0,6031 | -0,9158 |-0,6348 | 0,4629
38 NAO X X X X -1,2586 | -1,2144 | -0,8194 | 1,6972
39 NAO X X X X 1,6957 0,6095 | 0,5259 | -0,5805
40 SIM MAE/AVO MAMA/CABECA E PESCOCO 70/ 65 X 1,1576 0,2784 | 0,7447 | 2,1096
41 SIM IRMAO/PRIMA OSSEO/HEPATICO 15/50 |1ANO/8MESES | 0,5642 0,1664 | 1,0432 | 0,0833
42 SIM TIA/PRIMO(2°GRAU) CCR/CCR 50/41 | 1ANO/1ANO 1,6329 1,2611 | 1,2021 | 3,4457
44 NAO X X X X 0,0409 0,2383 | 0,7510 | -0,6284
45 SIM IRMA/PRIMO PULMAO/PULMAO 60/ 67 1 ANO /6M 0,5377 0,4141 |-0,2809 | 1,3308
46 SIM PAI/TIO FIGADO/LEUCEMIA 65 /55 | 3MESES/1ANO | 0,6249 0,4910 | 0,9902 | 1,8328
47 SIM TIO PROSTATA 50 X -0,4740 | -0,6941 |-0,2194 | -2,5967
48 SIM MAE/PRIMA MAMA/MAMA 76 /84 NS/10 ANOS -0,6175 | -0,8711 |-0,9677 | -4,6642
49 SIM PAI/MAE/IRMA | PROSTATA/PULMAO/PULMAO | 72/X/54 6 MESES 1,1847 1,2766 | 1,4062 | 1,3645
50 NAO X X X X 0,4796 0,5720 | 0,3797 | -2,0613
51 NAO X X X X 1,1625 1,1265 | 1,0026 | 2,7873
54 SIM MAE PULMAO 40 8 ANOS 0,5611 0,1589 | -0,5838 | -0,4547
55 NAO X X X X 0,4292 0,5669 | 1,9586 | -0,0061
59 SIM MAE MAMA 77 2 ANOS -0,9554 | -0,8980 |-0,3576 | 1,7408
60 NAO X X X X 0,1836 -0,2401 | -1,5557 | 12,3310
62 NAO X X X X -0,2377 | -1,0932 | 0,4705 | 2,1129
63 SIM IRMAO / IRMAO INTESTINO / OSSEO 31/38 2/1ANO 0,8228 -0,2511 | -0,1390 | 2,8017
65 SIM TIO FIGADO 58 1 MEs 1,1621 1,1906 | 1,3028 | 1,4898
66 NAO X X X X 2,2742 2,3981 | 1,9690 | 2,0172
67 SIM TIO MELANOMA 60 6ANOS 0,7745 0,2942 | 0,1273 | -2,1476
68 SIM TIO CABECA E PESCOCO 49 6MESES 0,2857 -0,0374 | 1,0000 | -0,8637
69 NAO X X X X -1,0935 | -1,2220 |-1,0319 | -1,8476
70 SIM PAI/TIO PULMAO/PROSTATA 80/ 60 X -0,2883 | -0,3384 |-0,7413 | 2,0858
71 SIM AVO/TIA PANCREAS/PANCREAS 60/70 | 4MESES/IANO | 0,4013 0,0157 | 0,4096 | 1,1315
72 SIM IRMA/PRIMA MAMA/UTERO 58/ 60 13 / 2ANOS 0,3974 0,2888 | 1,0457 | -3,5740
73 SIM PAI/AVO PROSTATA/LEUCEMIA 70/70 | 4ANOS/5ANOS| 0,2244 0,9093 | 1,5866 | -6,3741
74 SIM MAE/TIO MAMA/PROSTATA 48/70 | 8ANOS/4 MESES | 0,5849 0,3200 | 0,4021 | 1,7685




ID | HIST FAMILIAR | GRAU PARENTESCO TIPO TUMOR IDADE DIAG| SOBREVIDA | mir-106a-5p | mir-28-3p | let7e-5p | mir-542-5p
75 SIM IRMAO MELANOMA 50 4 MESES -0,5551 | -1,1793 |-1,8124 | 1,3736
76 SIM TIA/TIO INTESTINO/PROSTATA 48/ 60 1/8 ANOS -0,5262 | -0,4186 |-1,1403 | 0,6984
77 SIM TIA/TIO MAMA/MELANOMA X X -0,7237 | -0,4936 |-0,5782 | 1,8082
78 NAO X X X X -0,9850 | -0,4874 | -2,0774 | -0,4554
79 SIM PAI/TIO INTESTINO/INTESTINO 50/70 |6MESES/6MESES | -1,2817 | -1,2020 |-1,3554 | -2,0158
80 SIM PRIMA/TIA CCR/TCR 55/ 70 X 0,2099 0,2793 | 0,7563 | 0,7087
81 NAO X X X X 0,6575 0,9275 | 0,8915 | 2,8282
82 NAO X X X X 0,9195 1,4709 | 1,1424 | 3,7747
83 NAO X X X X -0,7470 | -0,4290 |-0,3092 | -0,1580
84 SIM MAE/TIA INTESTINO/INTESTINO 78/60 |2 ANOS/2ANOS| -1,3487 | -0,9898 | 0,7810 | -2,2893
85 SIM MAE/IRMAO MELANOMA/PULMAO 60/ 59 4 / 6 MESES 1,0055 -0,0565 | 0,1687 | -1,5155
86 SIM IRMAO/IRMA ESOFAGO/ESOFAGO 36/ 60 3 /6 MESES -0,5368 | -0,8144 |-0,6948 | 1,6943
87 SIM TIO PULMAO X X 1,7748 0,8224 | 1,9944 | 1,6126
88 SIM PAI MELANOMA 70 6 MESES 0,5814 0,7948 | -0,0678 | 1,9136
89 SIM TIA MAMA 70 X 1,3849 1,9820 | 2,1254 | -1,9600
90 NAO X X X X 0,4704 1,4532 | 1,3942 | 2,9532
91 SIM IRMA CCR 40 4ANOS 0,7830 -0,4365 | -0,7173 | 0,2585
92 SIM MAE/TIA TIREOIDE/ESTOMAGO 70/ 75 2/ 3-4 ANOS -0,4501 | -0,1484 |-0,0316 | -1,4329
93 NAO X X X X -0,6106 | -0,5565 |-1,3537 | 0,4577
94 SIM IRMA TIREOIDE 45 5ANOS -0,1060 0,2605 | -0,9367 | 0,0202
95 SIM PAI/MAE CCR/UTERO 48/ 40 1ANO / 2ANOS | -0,3668 0,5538 | -1,1996 | 1,2459
96 SIM TIA/AVO MATERNA CCR/UTERO 68/ 78 4/ 6 ANOS 1,3416 1,0281 | 0,7442 | 1,8880
97 NAO X X X X 0,9247 1,2112 | 2,0536 | 1,0898
98 SIM IRMA BEXIGA 66 1ANO 0,6438 -0,0562 | 0,5152 | 1,1776
99 SIM PRIMO CCR X X 1,3543 0,1176 |-0,1984 | 1,3739
100 SIM TIA/AVO CCR/ESTOMAGO 60/ 75 1ANO/1ANO 0,5404 0,3015 | -0,3888 | 1,9164
101 NAO X X X X 0,6086 -0,5079 | 0,2284 | 1,5557
102 NAO X X X X 0,2072 -0,5031 | -0,4349 | 0,9085
103 NAO X X X X 0,2670 -0,8379 | -0,5893 | -1,5249
104 SIM PAI ESOFAGO 75 5 ANOS 0,2302 -0,0357 | -1,0023 | -0,3039
105 SIM TIO/PRIMO GARGANTA/GARGANTA X 2 ANOS/2 ANOS |  2,5095 1,3067 | 0,8580 | -1,5996
106 SIM IRMAO GARGANTA 46 4 ANOS 0,8505 0,8789 | 1,9582 | 2,3111




ID | HIST FAMILIAR | GRAU PARENTESCO TIPO TUMOR IDADE DIAG SOBREVIDA | mir-106a-5p | mir-28-3p | let7e-5p | mir-542-5p
107 NAO X X X X 1,7874 0,2864 | -0,5254 1,1680
108 SIM TIO/TIO BOCA/ESTOMAGO 45/ 50 6 / 6 MESES -0,3193 0,6904 | 0,0941 1,9920
109 SIM MAE/AVO BOCA/ESTOMAGO 61/X 1ANO/1ANO 1,7017 -0,3486 | 0,2407 0,9203
110 SIM IRMA/IRMAO ESTOMAGO/PROSTATA 70/ 50 5 ANOS/ 5 ANOS 1,4429 1,4539 1,9177 2,0474
111 SIM PAI/TIO ESTOMAGO/ESTOMAGO 80/ 82 8MESES/1 ANO -0,8828 -1,0679 | -0,5045 1,4176
112 SIM PAI/TIA GARGANTA/PULMAO 80/ 40 6/ 6 MESES -0,7878 -0,9691 | -0,1927 0,2029
113 SIM AVO PROSTATA 83 3 ANOS -0,0340 0,4180 | 1,2361 2,3667
114 SIM IRMA X 50 X -0,5562 0,0142 | -0,5476 2,3654
115 NAO X X X X -0,8000 -0,3040 | -0,9495 | -1,7396
116 NAO X X X X 0,6451 -1,4592 | -0,7396 0,0704
117 SIM IRMAO RIM X 6 MESES -0,1516 -0,1425 | -0,0639 1,5440
118 SIM NAO X X X -0,9658 -0,8595 | 0,8699 -1,2473
119 NAO X X X X 2,9620 1,0972 1,3986 3,6746
120 SIM IRMA UTERO 40 1ANO -0,0835 0,1471 1,4632 0,0504
121 SIM MAE/TIO ESTOMAGO/ESTOMAGO 75/ 60 6 MESES -0,7809 0,2291 | 0,0251 -0,9077




