UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM GENETICA E BIOLOGIA
MOLECULAR

ANTONIO ANDRE CONDE MODESTO

ANALISE SISTEMATICA DE POTENCIAIS VARIANTES INDELS DE
miRNAS EM PACIENTES COM CANCER GASTRICO NO ESTADO DO PARA

Tese de Doutorado

Belém-PA
Dezembro/2022



ANTONIO ANDRE CONDE MODESTO

ANALISE SISTEMATICA DE POTENCIAIS VARIANTES INDELS DE
miRNAS EM PACIENTES COM CANCER GASTRICO NO ESTADO DO PARA

Tese de Doutorado

Tese apresentada como requisito para obtencao do
titulo de Doutor em Genética e Biologia Molecular
pela Universidade Federal do Par4, sob a orienta¢ao

do Prof. Dr. Sidney E. Batista dos Santos.

Prof. Dr. Sidney E. Batista dos Santos
Orientador - UFPA

Prof. Dr. Geraldo Ishak
Examinador Externo — UFPA

Prof. Dra. Giovanna Chaves Cavalcante

Examinador Interno — UFPA

Prof. Dr. Samir Mansour Moraes Casseb

Examinador Externo — UFPA

Prof. Dr. Adenilson Leao Pereira

Examinador Externo — UFPA

Apresentado em: /| Conceito:

Belém-PA
Dezembro/2022



INSTITUICOES E FONTES FINANCIADORAS

Universidade Federal do Pard (UFPA)
Laboratorio de Genética Humana e Médica (LGHM/ICB)
Nucleo de Pesquisa em Oncologia (NPO/HUJBB)
Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto (HUJBB)
Hospital Ofyr Loyola

Prefeitura Municipal de Ananindeua



AKT
AUC
BCL2
BRCA
CA
CAAE
CASPS
CCNG1
CCR
CDH1
CEBPB
CG
CGD
CID
CircHIAT1
C-Myc
COL28A1
DA

DE
DAPC
dbSNP
DCAFI11
D-CDK4
DESeq2
DNA
E-CDK2
EMT
ERo
ESCC
FAST

GAPDHP72
GENCODE

GPAM
HDGC
HLA
HUJBB
HWE
ICB
INCA
INDELSs
KEGG
KM
KRAS
LGHM
MAF
MD
mIRDB
miRISC

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Treonina quinase

Calculo area sobre a curva

Proteina 2 do Linfoma de células-B

Gene cancer de mama

Céncer

Certificado de Apresentagdo para Apreciagio Etica.
Caspase 8

Ciclina G1

Cancer de colorretal

Gene E-caderina

CCAAT Enhancer Binding Protein Beta

Cancer gastrico

Cancer gastrico do tipo difuso

Classificagdo internacional de doencas

CircRNA Hippocampus Abundant Transcript 1

Aviaria Mielocitomatose homologo de oncogene viral
Collagen Type XXVIII Alpha 1 Chain

Analise discriminante

Diferencialmente expressos

Analise discriminante de componentes principais

Single Nucleotide Polymorphism Database

DDB1 And CUL4 Associated Factor 11

Cinases dependentes de ciclina

Pacote para analise diferencial de dados de contagem
Acido desoxirribonucleico

Quinase 2 dependente de ciclina,

Transicao epitélio mesenquimal

Receptor de estrogénio

Carcinoma de células esofagicas

E um formato baseado em texto para armazenar uma sequéncia bioldgica e seus
correspondentes indices de qualidade.
Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase Pseudogene 72
Projeto usado para identificar e classificar todas as caracteristicas genéticas nos
genomas humanos com alta precisdo com base em evidéncias bioldgicas e liberar
essas anotacgoes para o beneficio da pesquisa biomédica e interpretacdo do genoma.
Glycerol-3-Phosphate Acyltransferase, Mitochondrial
Cancer gastrico difuso hereditario

Human Leukocyte Antigen

Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto

Equilibrio de Hardy-Weinberg

Instituto de ciéncias biologicas

Instituto Nacional de Céancer

Polimorfismo de Inser¢ao/Delecao

Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
Kaplan-Meier

Homologo do oncogene viral do sarcoma de rato Kirsten
Laboratorio de genética humana e médica

Minor Allele Frequency

Mutagoes driver

MicroRNA target prediction database

Complexo de silenciamento induzido por microRNA



miRNA
MYC

NCBI
NFKp
NGS

NPO
OMS

OR

PCA
pPaJCC
PCK1
PCR

Qv
qRT-PCR
SEED
SMURF1
SNP

SPSS
TargetScan

TGFBR2
TGF-B 1
TNF
TNM

MicroRNA

Familia de genes reguladores e proto-oncogenes que codificam
fatores de transcrigao.

National Center for Biotechnology Information

Factor nuclear kappa B

Sequenciamento de nova geracdo

Nucleo de Pesquisa em Oncologia

Organiza¢do Mundial de Saude

Odds ratio

Andlise de componentes principais

American Joint Comittee on Céancer
Phosphoenolpyruvate carboxykinase 1

Reagdo em Cadeia da Polimerase

Valor de qualidade

PCR em Tempo Real quantitativo

Sequéncia de leitura do miRNA

Proteina ligase 1 de ubiquitina E3 especifica de SMAD
Single Nucleotide Polymorphism

Statistical Package for the Social Science

Servidor da Web que prediz alvos biologicos de microRNAs, procurando a
presenca de sites que correspondam a regido de semente de cada miRNA.

Transforming Growth Factor Beta Receptor 2
Transformador do fator de crescimento [3
Fator de necrose tumoral

Estadiamento avangado do tumor



LISTA DE FIGURAS

Figura 01 -
Figura 02 -
Figura 03 -
Figura 04 -

Figura 05 -

Figura 06 -

Figura 07 -

Figura 08 -
Figura 09 -

Figura 10 -
Figura 11 -
Figura 12 -
Figura 13 -

Figura 14 -
Figura 15 -
Figura 16 -

Figura 17
Figura 18 -

Figura 19 -
Figura 20 -
Figura 21 -
Figura 22 -
Figura 23 -

Figura 24-

Surgimento dO CANCET.........cccuierieeiieiieeieeee ettt
Etapas do processo carcinOgeniCo. ........coeevververeenienieneenieneenieesieneenieens
Caracteristicas adquiridas pela célula do Cancer, Modelo 2011 e Modelo
2022 1ESPECTIVAIMEINILL. ....euveeneieeirieireeieeniieeteeseeeeteesaeesseenseeeseesseesnseensnas
Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer, no Brasil, mais
incidentes estimados para 2020 por sexo, exceto pele ndo melanoma......
Distribui¢ao proporcional dos dez tipos de cancer, na Regido Norte do
Brasil, mais incidentes estimados para 2020 por sexo, exceto pele ndo
MELANOIMA. ¢ttt
Carcinogénese do adenocarcinoma géstrico. Fluxograma das alteragdes
genéticas e epigenéticas associadas ao tipo intestinal e difuso de Lduren.
Histologia do estomago normal: M — Mucosa (MM — muscular da
mucosa); SM — Submucosa; MO, MC e ML — Musculares obliqua,
circular e longitudinal, respectivamente; S — Serosa...........cccevveruereenncens
Anatomia do EStOMAZO.........cccueeriieiiiniieiiesie et
Tipos histologicos do adenocarcinoma gastrico. A e B: Tipo intestinal,
em objetivas de 10x e 40x, respectivamente. C e D: Tipo difuso, em
objetivas de 10x e 40X, resSpectivamente. .........cceeeveereeerieeneeenieeneeeneennes
Biogénese canonica de miCrORNAS........cccvevvirierieneiienieeee e
Sintese do MIRNA humano...........coceeverieiiniinieeieeeeeeeeee e
Sequéncia de microRNAs com destaque em Seed............cceeevverureannnnee.
Eletroferograma de um marcador HLA e CASPS8 do tipo INDEL pos-
eletroforese capilar, indicando uma dupla heterozigose (196 — 206pb), e
um homozigoto para delecao (249 - 255Pb)...cccuieriieciiiiiiieieeieeeeee,
Eletroferograma do painel com 11 marcadores de cancer do tipo INDEL.
Alinhamento de sequéncias MIRNA4463 (Query) e ao alvo biologico
DACF 11 (SUDJECL).c..eeiiiiiiiiiiiienieeienteieee et

Modelo de alinhamento de sequéncias MIRNA4463 (Query) e ao alvo
biologico DACF11 (Subject)...

Alinhamento de sequéncias MIRNA548-4 e ao alvo biologico COL28A...
Modelo de alinhamento de sequéncias MIRNA548-4 e ao alvo biologico
COL2EAIL ottt
Alinhamento de sequéncias MIRNA516B-2 (Query) e ao alvo biologico
PGA3 (SUDJECL)..ccuiiiiiiieteeeeee ettt
Modelo de alinhamento de sequéncias MIRNA516B-2 e ao alvo
DIOIOZICO PGASJ ..ottt st
Alinhamento de sequéncias MIRNA516B-2 (Query) e ao alvo biologico
SMURFT (SUDJECE)...uviiuiieiieeiiieieeee ettt et
Modelo de alinhamento de sequéncias MIRNA516B-2 e ao alvo
DIOIOZICO SMURF ...ttt
Alinhamento de sequéncias MIRNAS548A4J-2 (Query) e ao alvo bioldgico
GPAM (SUDJECL)...eeiiietieeiie ettt ettt ettt e see e ens
Modelo de alinhamento de sequéncias MIRNA548AJ-2 e ao alvo

15

16

16

18

20
20

21
25
28
29

30

42

50

50
52

53

54

54

55

55

56



LISTA DE GRAFICOS

Grafico 01 -

Grafico 02 -

Grafico 03 -

Grafico 04 -

Grafico 05 -

Grafico 06 -

Grafico 07 -

Sobrevivéncia  global de pacientes com CG  associado
significativamente ao genotipo del/del para o INDEL MIRNA3652.
Wilcoxon p = 0,03 (HR = 3,46); Long-rank p = 0,04. As anélises e
graficos foram realizados pelo pacote de sobrevivéncia, software

Sobrevivéncia global de pacientes com CG tipo Lauren difuso.
Wilcoxon p = 0,04; Long-rank p = 0,01. As andlises e graficos foram
realizados pelo pacote de sobrevivéncia, software spss..........ceceeeenuees
Volcano plot sumarizando transcritos diferencialmente expressos em
amostras tumorais para 0 marcador MIRNA4463........cccccvvuevveevennuenens
Volcano plot sumarizando transcritos diferencialmente expressos (DE)
em amostras tumorais para o marcador MIRNA3I71.........ccccceveveuenens
Volcano plot sumarizando transcritos diferencialmente expressos em
amostras tumorais para o marcador MIRNAS48H-4. ....cccocevvevvevceennnns
Volcano plot sumarizando transcritos diferencialmente expressos em
amostras tumorais para o marcador MIRNASI6B-2.............cccceevevvuenenns
Volcano plot sumarizando transcritos diferencialmente expressos (DE)
em amostras tumorais para o marcador MIRNAS48AJ-2........ccccceeuenuenn.

48

49

49

51

52

53



LISTA DE TABELAS

Tabela 01 -
Tabela 02 -
Tabela 03 -
Tabela 04 -
Tabela 05 -
Tabela 06 -

Tabela 07 -

Tabela 08 -

Tabela 09 -

Tabela 10 -

Tabela 11 -
Tabela 12 -

Tabela 13 -

Classificacdo do TNM patolOgiCo.......c.eevuieriieriieiiieiieeieeie e
Grupamento POr EStAAIOS. ......ccueeeiieriieeiieiie ettt
Grupos de polimorfismos INDEL de MIRNA que apresentaram
expressao alterada em pacientes portadores de Cancer..........ceceeeevueenenn
Dados do MIR630 € 0S tipos d€ CANCET..........cccuvevireiieiieeiieiie e
MIRNAS € 08 GENES ALVOS......eoiiiiiiiiiiiiiiiiieiteeee e
Frequéncia absoluta dos casos de cancer gastrico (CG). Os dados sdo
apresentados por nimeros absolutos de individuos e porcentagem..........
Dados demograficos dos grupos de cancer gastrico (CG) e controle. Os
dados categorizados sdo apresentados por numeros absolutos de
individuos (porcentagem) e analisados pelo teste Qui-quadrado..............
Frequéncia genotipica e alélica das 07 variantes do tipo INDEL
investigados neste estudo com base na andlise do teste Qui-quadrado.
Dados apresentados em porcentagem de pacientes com CG/porcentagem
de controles. dbSNP: Registro da variante genética no banco de dados

Variantes alélicas nos MIRNAs com associagdes significativas para a
predisposicdo ao CG. Andlises de regressao logistica com correcdo de
Bon Ferroni. Genotipos: del/del = homozigoto delecdo, del/ins=
heterozigoto e ins/ins = homozigoto INSEICA0.......ccvereerueriereenieeienieene

Associagdes significativas de insercdes e delecdes na andlise do INDEL
MIRNA4463 quanto ao prognostico no CG. Genotipos: del/del =
homozigoto delecdo, del/ins = heterozigoto e ins/ins = homozigoto
INSEIGAD ... cuvteeeteeeeieeeeteeeeteeeeteeesaeeesasaeeesseeessseeessseeesseessseessseeansseesnseeens
Genes associados e alinhados com as variantes INDELs de MIRNAs......
Alinhamentos, interacdo dinamicas e termodindmicas entre moléculas de
MiRNAS € 0S MRNA-AIVOS. .....ovuiiriiiiiiieieieciee e
Niveis de expressao dos mRNA-alvos no Banco de transcriptoma/NPO..

32
33
37

42

43

45

46

46
56
56
58
59



SUMARIO

1.

1.1
1.2
1.3
1.4

1.5
1.6
1.7.
1.8.
1.9.

1.9.1
1.9.2.
1.9.3.
1.9.4.
1.9.5.
1.9.6.
1.9.7.
1.9.8.
1.9.9.
1.9.10.
1.9.11.
2

2.1
2.2.

3

3.1

3.2

3.3
3.3.1.
3.3.2.
3.3.3.
3.3.4.
34.
34.1.
3.4.2.
3.4.3.
3.4.4.
3.4.5.
3.4.6.
3.4.7.
3.4.7.1.
3.4.7.2.
3.4.7.3.

INTRODUGAOQ........oooiiiiiiieeieriesineeieeeesie s 13
CAMCET ...ttt 13
CANCEr GASTIICO.....c..eoiiiiiiiiiiiieece e 17
Epidemiologia do Cancer GAastrico..............c.cccoceevereniinieiienienenenn 19
Localizacdo Tumoral e Classificacdo Clinico-histopatologica do

CANCETr GASTIICO.....c..eoiiiiiiiiiiiieece e 19
Estadiamento Patologico do Cancer GAastrico..............cccccoceeveeiennnne. 22
Biogénese dos MIRNAS...........cccoooiiiiiiiniiieeee e 25
INDEL €M MiRINAS........cccooouiiiiiiniinieeieitesiteeeeese et 30
Potenciais marcadores genéticos de cancer ...............c.cccceeevieiennenen. 31
Potenciais marcadores genéticos do tipo inser¢do/delecdo em regioes

de MIRNA ... 32
MIRG30...........ccoeeeiiiiiiiieeesee ettt 32
MIRSIOB?2 ...........oooiiiiiiiiiiieeeeeet ettt 33
MIRZAOG3 ...ttt 34
MIRIITI ..ttt st 34
MIR3GLS ...ttt st 34
MIRSABRA........cooieieeeeee ettt 35
MIRSABAJ-2..........ceooeiiiiiieeeeeee ettt 35
MIR3I02C.......c..ooeeeiiieiieeeeee ettt sttt 35
MIRE2TH. ...ttt st 36
MIRI20...........ooooieaiiiiiieieeesee ettt st 36
MIR3052.........ooeiieiiieeieeeee ettt 36
OBJETIVOS. ...ttt 37
ODbjetivo eral............coooiiiiiiiiiiee e 37
ODbjetivos eSPecifiCos............oovuiiiviiiiiiiiiiiiiieee e 37
MATERIAL E METODOS...........ooooiiriiiieieeieesisseieseissseneenns 37
Caracterizacdao da Amostra e Locus da Pesquisa...................coocoe... 37
ASPECLOS FHCOS ... 38
METODOLOGIA DA ANALISE DE FRAGMENTOS (INDEL).... 38
Extracao de DNA ... 38
Selecao dos polimorfismos (INDELS)............ccoccoiviiiiniiiiniiieeeee 38
PCR Multiplex e analise de fragmentos................c..ccocoiniiiniinninnnen. 38
Analises EStatisticas.............ccoceiiiiiiiiiiiiiiiiiccceeeeeeee e 39
METODOLOGIA RNA-SE(....c..coouiiiiriiiniieienienieeienitesieeee e sie e sieens 39
Extracio de RINA..........ooiiiiii et 39
Construcio das bibliotecas...............ccccovveeiiiiiiiiiiii e 40
Sequenciamento NGS.............cccoiviiiiiiiiin e 40
Controle de qualidade das leituras................ccoccoeniiiiniiiinieniee e, 40
Identificacio e quantificacdo dos InCRNAs............ccccoooiiiiininnnnnn. 40
Analise da caracteristica de operacido do receptor................ccceen..... 40
Analises Multivariadas................ccooooiiiiiiiiiiini 41
Normalizacdo de contagens.................coooveeriiiieniiieiniiieeniieeee e 40
Analise de componentes princCipais.............ccocccoeviiiiniiienieiniie e 41
Analise de sobrevivéncia global....................c.cccoooiiiiiiiiiii, 41
RESULTADOS. ...ttt 42
DISCUSSAQ......cooiiriiririeieiieeiesiesie s 61



8.1.
8.2.
8.3.
8.4.
8.5.

CONCLUSAO . ... et e es e ees e esesen s 70

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......oooooiviriiriinereineeeneseens 71
APENDICES........oiriioriiiiiieeeiee et 81
Apéndice A — Cronograma..............ccooceeviienieniieniienieeieeeieesneesneeeees 81
Apeéndice B — ArtiZ0 .........c.cccoiviieiiiiiiiiieeeee e 82
Apéndice C — Termo de Consentimento Livre e esclarecido.............. 92

Apéndice D — Tabelas Suplementares

Apéndice E — Artigos publicados como co-autor, durante o
Doutorado............c.ccoooiiiiiiiiiiiii 97



RESUMO

O Cancer Gastrico ¢ uma doenga multifatorial, complexa e agressiva, na qual fatores como
alteracdes genéticas, epigenéticas e ambientais contribuem para o surgimento e progressao da
doenca. O fator genético ¢ favorecido através das mutacdes génicas e da epigenética, pois ambas
influenciam no controle de proliferacdo e morte celular. Os biomarcadores do tipo MIRNA t€m
papel crucial no mecanismo de adoecimento de intimeras enfermidades humanas, e pode ser
também interpretado como marcadores do seu processo, prognoéstico, diagndstico e na avaliagdo
da resposta ao tratamento. Nossa pesquisa investigou a genotipagem de marcadores INDELs,
relacionados a diversas vias envolvidas no cancer, em pacientes com diagnostico médico de
cancer gastrico. Os marcadores, foram genotipados em uma unica reacdo de PCR e
posteriormente, submetidos a eletroforese capilar. Da analise obtivemos a padroniza¢do de um
painel com 11 biomarcadores, e a susceptibilidade dos dados clinicos dos pacientes com cancer
gastrico. Associagdes significativas foram encontradas em trés INDELs: hsa-mir-
4463 1s5877455, hsa-mir-3945 1s145931056, hsa-mir-548H-4 1s150141473 correlacionados
ao risco aumentado, € o Asa-mir-920_rs66686007, hsa-mir-3652 1s62747560 correlacionados ao
risco diminuido de desenvolver o cancer gastrico. O hsa-mir-4463 rs5877455 também
apresentou dados clinicos com associacdo significativa para risco aumentado para
adenocarcinoma do tipo Lauren difuso, para tumores desenvolvidos na regido ndo-céardia e para
diagnéstico precoce do cancer gastrico. A validacdo dos marcadores, também, foi realizada em
27 casos de cancer gastrico pela técnica de RNA-seq, onde foi possivel verificar os niveis de
expressdo do transcrito nos tumores solidos e tecidos adjacentes de cancer géstrico. Do mesmo
modo, foi realizada a associagdo do mRNA-alvos a partir de banco de previsdo de alvos para
miRNAs e por ultimo o alinhamento das sequéncias génicas 3°UTR a 5’UTR dos alvos para cada
variante alterada. Nossos dados apontam intera¢des relevantes destes biomarcadores a genes que

influenciam em vias importantes do CG.

Palavras chaves: Cancer gastrico, miRNA, RNA-seq e Transcriptoma.



ABSTRACT

Gastric Cancer is a multifactorial, complex and aggressive disease, in which factors such as
genetic, epigenetic and environmental changes contribute to the onset and progression of the
disease. The genetic factor is favored through gene mutations and epigenetics, as both influence
the control of cell proliferation and death. Os biomarcadores do tipo MIRNA tém papel crucial
no mecanismo de adoecimento de inumeras enfermidades humanas, e pode ser também
interpretado como marcadores do seu processo, prognostico, diagnoéstico e na avaliagdo da
resposta ao tratamento. Our research investigated the genotyping of INDELs markers, related to
several cancer pathways, in patients with a medical diagnosis of gastric cancer. The markers were
genotyped in a single PCR reaction and subsequently submitted to capillary electrophoresis.
From the analysis, we obtained the standardization of a panel with 11 biomarkers, and the
susceptibility of the clinical data of patients with gastric cancer. Significant associations were
found in three INDELS: hsa-mir-4463 rs5877455, hsa-mir-3945 1s145931056, hsa-mir-548H-
4 1s150141473 correlated with increased risk, and hsa-mir-920 rs66686007, hsa-mir-
3652 1562747560 correlated with decreased risk. Develop gastric cancer hsa-mir-
4463 1s5877455 also presented clinical data with a significant association for increased risk for
diffuse Lauren-type adenocarcinoma, for tumors developed in the non-cardia region, and for
early diagnosis of gastric cancer. The validation of the markers was also performed in 27 cases
of gastric cancer by the RNA-seq technique, where it was possible to verify the transcript
expression levels in solid tumors and adjacent tissues of gastric cancer. Likewise, the association
of mRNA-targets from a target prediction bank for miRNAs was performed and, finally, the
alignment of the 3'UTR to 5'UTR gene sequences of the targets for each altered variant was
performed. Our data point out relevant interactions of these biomarkers to genes that influence

important GC pathways.

Keywords: Gastric cancer, miRNA, RNA-seq and Transcriptome.
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1. INTRODUCAO
1.1. Cancer

O cancer (CA) ¢ o conjunto de mais de 200 tipos de doencas complexas, na qual apresenta
como caracteristica em comum, a todos os tipos, a capacidade de crescimento celular
desordenado (Figura 1) com um alto potencial invasivo em diferentes tecidos e 6érgaos do corpo

humano, denominado de metastase (Da Silva, 2020).

Figura 1 - Surgimento do cancer.

Multiplicacdo Actmulo de Tumor

descontrolada de células cancerosas
células alteradas

Fonte: Adaptado do INCA, 2020.

Diversos fatores atuam contribuindo diretamente na causa da carcinogénese. O
surgimento desta patologia oncoldgica ocorre a partir do acumulo de mutagdes favoraveis a
instalagdo do fenotipo maligno, na qual copias de células mutadas sdo expandidas e submetidas
a diversas alteragdes genéticas, epigenéticas e a alteracdes do microambiente, o que favorecera
o surgimento de lesdes neopldsicas. Vale ressaltar que essas células alteradas adquirem

diferentes caracteristicas genéticas (Prasetyanti; Medena, 2017).

Conforme a Figura 2, o processo carcinogénico ocorre em trés etapas: a iniciagdo, a
promogao e a progressdo. Na etapa de iniciag¢do, fatores carcinogénicos ao entrar em contato
com o microambiente celular, podem causar danos irreparaveis ao DNA, transformando esta
célula normal em uma célula mutada. Na segunda etapa de promogdo, agentes promotores
induzem a proliferacdo celular nas células ja mutadas, como exemplo, os receptores celulares
que alteram vias de sinalizagdo e aumentam a capacidade proliferativa dessas células. Na
terceira e Ultima etapa ocorre a progressao celular, na qual a célula alterada adquire um perfil
maligno com capacidade invasivo e metastatico devido as alteragdes genéticas, bioquimicas e
morfoldgicas, sendo que este perfil celular maligno e metastatico poderé atingir outros tecidos

e 6rgaos no corpo humano (Da Silva, 2020).
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Figura 2 - Etapas do processo carcinogénico.

INICIACAO PROMOGAO PROGRESSAO

o Célulanormal /# Iniciador = Artéria .. Vaso [}D Pulmzo /’ Osso

S

- 3 ;
® célulamaligna | Promotor == Veia @ Cérebro [ Fisado % Linfonodos

Fonte: Adaptado de Da Silva, 2020.

Em relacdo as mutagdes que as células neoplasicas sofrem, na maioria delas sdo
mutacdes passageiras que ndo conferem capacidade proliferativa, porém algumas mutacdes
denominadas mutagdes driver (MD) atuam diretamente na ativagdo da cascata de sinalizagao
intracelular favorecendo a capacidade proliferativa e invasdo. As MD sdo necessdrias para o
surgimento do fenotipo maligno, pois conferem uma dependéncia bioldgica, na qual as
proteinas alteradas sdo fundamentais para sobrevivéncia da célula maligna (Baldotto et al.,

2016; Vogelstein et al., 2013).

Cerca de 5 a 10% de todos os tumores malignos sao herdados através das mutagdes
germinativas em genes de alta penetrancia, logo o cancer hereditario, através destas mutagoes,
aumenta significativamente o risco cumulativo vital para o cancer e para transmissdo genética
a prole. A investigacdo do cancer hereditario através da avaliacdo clinica e do levantamento
detalhado do historico familiar de cancer de um individuo e/ou da familia ¢ muito importante
para um direcionamento mais claro de um prognostico da doenga e adequada indicagdo de

diagnéstico molecular (Gehm, 2013).

Dentre os fatores que caracterizam o CA hereditério, os individuos diagnosticados com
cancer em idade jovem e a presenga de mais de um tumor primario ao longo da vida, apresentam
grande predisposi¢cdo genética a terem outros familiares em maior risco para o cancer, sendo
que esta detec¢do precoce podera contribuir na intervencao de reducdo de risco de cancer e/ou

no tratamento especifico com drogas alvo-moleculares (Gehm, 2013).

E importante destacar que os principais genes envolvidos na carcinogénese sio
denominados de oncogenes e de genes supressores tumorais. Os oncogenes atuam nas mutagdes

de ganho de funcdo o que facilita a multiplicagdo, a proliferacdo e a diferenciacdo da célula
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normal. Estes oncogenes sdo resultados de mutacdes pontuais, microdelegdes, insergoes e
alteracdes cromossdmicas em genes de células normais, os chamados proto-oncogenes, sendo
que o resultado de uma proteina codificada por um oncogene podera contribuir diretamente ou

indiretamente para um efeito neoplasico (Mullauer et al., 2001).

Os genes supressores tumorais atuam codificando proteinas que inibem o crescimento
celular bloqueando o desenvolvimento do tumor, pois esse tipo de gene atua no reparo do DNA
e, caso o DNA ndo seja reparado, pode ocorrer o inicio do processo de apoptose celular. Logo,
a perda de fung¢do das proteinas codificadas pelos genes supressores de tumor resulta em uma
divisdo celular anormal e uma apoptose deficiente o que favorece a patologia do cancer

(Nussbaum et al., 2016).

Diante de todo essa natureza complexa e multifatorial que o céncer abrange, ¢
importante destacar o que Hanahan e Weinberg (2000) conceituaram como as ‘“marcas
genéticas” adquiridas pelas células neoplésicas, isto €, conjunto de capacidades funcionais
adquiridas pelas células neoplésicas. Inicialmente no ano de 2000 propuseram seis marcas
genéticas, em 2011 adicionaram mais quatro novas caracteristicas, totalizando 10
caracteristicas genéticas do cancer, como: a insensibilidade a sinais que bloqueiam o
crescimento, a evasdao do sistema imune, a capacidade replicativa ilimitada, a inflamagao
promovida pelo tumor, a invasao tecidual e metastase, a indugdo a angiogénese, a instabilidade
gendmica e mutacional, a evasdo a via apoptética, a desregulagdo energética celular e a alto
suficiéncia em sinais de crescimento (Hanahan; Weinberg, 2011). Em 2022, foram
incorporados mais 4 caracteristicas emergentes, dentre elas: o desbloqueio da plasticidade
fenotipica, a reprogramacdo epigenética ndo mutacional, microbiomas polimorficos e a
senescéncia das células, conforme a Figura 3 (Hanahan, 2022).

Figura 3 - Caracteristicas adquiridas pela célula do Cancer, Modelo 2011 e Modelo
2022 respectivamente.
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Fonte: Hanahan, 2022.
O cancer ¢ um importante problema de saude publica mundial, sendo responsavel por
mais de 6 milhdes de obitos e representa cerca de 12 % de todas as causas de morte do mundo

(Oliveira et al., 2016).

Segundo (INCA, 2021a) estima-se que no Brasil, no biénio 2020-2022, ocorra 625 mil
casos novos de cancer, sendo que o cancer de prostata, cdlon e reto, mama e pulmao estio entre
os mais incidentes, contudo os canceres de estdbmago e colo de utero ainda apresentam altas
taxas (Figura 4).

Figura 4 - Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer, no Brasil, mais incidentes
estimados para 2020 por sexo, exceto pele ndo melanoma

Distribui¢do proporcional dos dez tipos de cAncer mais incidentes estimados para 2020 por

sexo, exceto pele ndo melanoma*

Localizagao Primaria Casos % Localizagao Primaria Casos %

Préstata 65.840 29,2% Homens Mulheres Mama feminina 66.280 29,7%

Colon e reto 20.520 91% Cdlon e reto 20.470 9,2%

Traqueia, brénquio e pulméo 17.760 7,9% Colo do ttero 16.590 7,4%

Estomago 13.360 5,9% Traqueia,bronquio e pulmédo  12.440 5,6%

Cavidade oral 11.180 5,0% Glandula tireoide 11.950 5,4%

Esodfago 8.690 3,9% Estémago 7.870 3,5%

Bexiga 7.590 3,4% Ovério 6.650 3,0%

Linfoma nao Hodgkin 6.580 2,9% Corpo do utero 6.540 2,9%

Laringe 6.470 2,9% Linfoma nao Hodgkin 5.450 2,4%

Leucemias 5.920 2,6% Sistema nervoso central 5.220 2,3%

*Nimeros arredondados para mdltiplos de 10.

Fonte: INCA, 2020.
Na regido Norte do Brasil (Figura 5), o cancer de prostata e mama feminina estdo entre
os principais, sendo que a incidéncia dos canceres do estdmago e do colo do utero tem impacto

significativo nessa populagdo (INCA, 2020a).

Figura 5 - Distribui¢do proporcional dos dez tipos de cancer, na Regido Norte do Brasil, mais
incidentes estimados para 2020 por sexo, exceto pele ndo melanoma.

Distribui¢do proporcional dos dez tipos de cAncer mais incidentes estimados para 2020 por

sexo, exceto pele nao melanoma*

Localizagdo Priméria Casos % Localizagao Primaria Casos %

Préstata 2.770 28,7% Homens Mulheres ~ Mama feminina 1.970 21,0%
Estémago 1.110 11,5% Colo do ttero 1.940 20,6%

Traqueia, bronquio e pulmao 870 9,0% Célon e reto 590 6,3%

Colon e reto 490 5,1% Traqueia, bronquio e puimao 590 6,3%

Leucemias 410 4,2% Estémago 550 5,9%

Cavidade oral 340 3,5% Leucemias 320 3,4%

Sistema nervoso central 300 31% Sistema nervoso central 280 3,0%

Esofago 250 2,6% Ovério 310 3,3%

Laringe 240 2,5% Glandula tireoide 260 2,8%

Linfoma nédo Hodgkin 210 2,2% Corpo do utero 230 2,4%

*Numeros arredondados para maltiplos de 10.

Fonte: INCA, 2020.
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1.2. Cancer Gastrico

O CG ¢ um tipo de cancer que se desenvolve lentamente com o passar dos anos, € antes
da manifestacdo da doenca propriamente dita ocorrem alteragdes pré-cancerosas na mucosa que
reveste internamente o estdbmago. O CG ¢ uma doenca multifatorial, complexa e agressiva, na
qual fatores intrinsecos e extrinsecos contribuem para o surgimento e progressio da doenga. E
importante destacar que a maioria dos canceres de estobmago surgem esporadicamente, sem
influéncia hereditéria, pois a maioria das alteracdes genéticas associadas ao CG s@o adquiridas,
contudo 3% dos casos fazem parte de sindromes de cancer hereditario, sendo que 40% desses
casos associados a predisposi¢cdo genética apresentam mutagdes no gene CDHI, que codifica a
proteina E-caderina, responsavel pelo processo de adesdo e diferenciagdo celular. Essas
alteracdes genéticas no CDHI sdo frequentemente encontradas em tumores gastricos difusos,
denominada de sindrome do cancer gastrico difuso hereditdirio (HDGC) (INCA, 2021;
Magalhaes et al., 2018; Oliveira et al., 2016; Ramos, 2019).

Assim como os outros tipos de cancer, as neoplasias da regido gastrointestinal sofrem
influéncia dos fatores genéticos e ambientais, sendo que entre as multiplas variagdes genéticas,
estdo as alteragdes ocorridas nos proto-oncogenes, as quais irdo codificar oncoproteinas que

influenciardo diretamente no CG.

Em relagao aos fatores ambientais, mais descritos na literatura, associados ao CG, estao
a infec¢do por H. pylori, a baixa ingestdo de frutas e vegetais frescos, alto consumo de sal e o
tabagismo. Estudos de caso-controle apontam uma associacdo significativa e inversa da
ingestao de frutas e vegetais frescos com o risco de desenvolver o CG, contudo uma associagao
direta do tabagismo e do etilismo com o CG (Assumpgao et al., 2020). Em relacdo a infec¢ao
por H. pylori, hd uma associagdo com adenocarcinoma gastrico, na qual essa infeccao
desempenha papel importante como iniciador nos principais tipos histologicos do CG: o tipo
difuso e o intestinal. O H. pylori ¢ classificado pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS,
2018) como carcindgeno do grupo I para humanos e considerada uma das infec¢des mais
comum no mundo com uma prevaléncia de 70 — 80 % nos paises em desenvolvimento. E
importante destacar que apenas uma pequena parcela dos individuos infectados por H. pylori
desenvolve o CG, sendo que na maioria dos casos, desenvolve aqueles que apresentam:
influéncia dos fatores ambientais, susceptibilidade genética e variacdo da cepa bacteriana

(Ramos, 2019).
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O processo cancerigeno ocorre a partir de multiplas etapas que atuam no microambiente
da mucosa gastrica, o qual resultard em uma cascata de processos degenerativos, na qual a
mucosa gastrica normal sofrerd alteragdes para um quadro de gastrite cronica atrofica e, em
seguida progredira para atrofia multifocal e metaplasia intestinal, displasia e ao final da cascata,
resultard na formagdo do carcinoma (Figura 6), este processo ¢ denominado de cascata de
Corréa. A cascata de Corréa consiste na progressao histopatologica da mucosa normal até o
cancer gastrico conforme as etapas: i - Gastrite ndo atrofica, ii — Gastrite atréfica multifocal
sem metaplasia, iii — Metaplasia intestinal do tipo completo, iv — Metaplasia intestinal do tipo
incompleto, v — Displasia, e o vi — Cancer. Estas etapas de lesdes podem ser induzidas pela
infeccdo por H. pilory. O adenocarcinoma do tipo difuso ndo apresenta estagios pré-cancerosos
bem definidos quanto o tipo intestinal. Este tipo ¢ mais frequente em jovens do sexo feminino,
e tem inicio a partir de uma mucosa normal e sofre alteragdes a partir da hereditariedade (Correa

etal., 1975; Abib et al., 1997; Correa and Piazuelo, 2012; Ramos, 2019).

Figura 6 - Carcinogénese do adenocarcinoma gastrico. Fluxograma das alteragdes

genéticas e epigenéticas associadas ao tipo intestinal e difuso de Lauren.
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Fonte: Modificado de Correa et al., 1975.

Durante as diversas etapas de forma¢ao do tumor, muitos genes com fungdes celulares
importantes como adesdo celular, transducao de sinais, diferenciacdo ou reparo de DNA, sao
alvos de carcindgenos. Sendo assim, a biologia molecular do cancer ¢ diversificada e
representada pelas inimeras influéncias genéticas como: a instabilidade cromossomica, a

instabilidade de microssatélites, mutagdes genéticas somadticas ou de polimorfismos de
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nucleotideos unicos (SNP’s), mudancas no perfil dos microRNA’s, além de modificagdes

epigenéticas envolvendo a metilacdo do DNA.
1.3. Epidemiologia do Cancer Gastrico

Considerado o quinto tipo de cancer mais diagnosticado e a terceira causa de morte
relacionada ao cancer no mundo, o cancer géstrico ¢ uma doen¢a multifatorial, complexa e
agressiva, na qual fatores contribuem para o surgimento e progressao da doenca (INCA, 2020a;

Magalhaes et al., 2018).

No ano de 2020, o CG apresentou uma prevaléncia de um milhdo de novos casos e uma
estimativa de 769.000 mortes no mundo. Em relacdo as taxas de incidéncia por sexo, esta
neoplasia ¢ duas vezes mais frequente nos homens do que nas mulheres. Fatores de risco como
a infeccdo por H. pilory ¢ um dos principais fatores que estd associado ao aumento do risco
para o desenvolvimento do cancer de estomago. Outros fatores ambientais também favorecem
este aumento do risco como: hédbitos alimentares (alimentos salgados e defumados), obesidade,
alcool e o tabaco. Contudo uma alimentagao rica em frutas, verduras, cereais e frutos do mar

atuam como fator de protecdo (INCA, 2020; Sung et al., 2021).

No Brasil, o CG ¢ o quarto tipo mais frequente entre os homens e o sexto entre as
mulheres. Na regido Norte o cancer de estdmago em homens € o segundo tipo mais frequente.
No estado do Pard, 860 novos casos foram diagnosticados em 2020, com 560 nos casos em
homens e 300 em mulheres. Na cidade de Belém estima-se 260 novos casos, sendo 170 novos
casos em homens e 90 novos casos em mulheres. Fatores ambientais da nossa cultura regional
que favorecem a incidéncia da doenga ¢ o hébito alimentar, marcado por uma dieta rica em sal

e nitritos que afetam a mucosa gastrica (Assumpg¢ao, 2016; INCA, 2020).

1.4. Localizacio Tumoral e Classificagdo Clinico-histopatologicas do Céancer

Gastrico

O céncer gastrico ¢ uma neoplasia maligna que pode localizar-se entre a juncdo
gastroesofagica até o piloro, sendo que, histologicamente, pode atingir diferentes camadas de
tecido no estdbmago (mucosa, submucosa, camadas musculares e a serosa) (Figura 7). Sendo
que as camadas musculares sdo subdivididas em muscular obliqua, muscular circular e

muscular longitudinal (Amin et al., 2017; Owen, 1986; Sobin; Wittekind, 2004).



20

A cardia ¢ a regido proximal do estobmago e localiza-se abaixo do diafragma, mais
abaixo encontra-se o fundo e o corpo, ja na parte final ou distal localiza-se o antro seguido do

piloro, o qual atua no controle do fluxo alimentar para o duodeno (Figura 8) (Amin et al., 2017).

Figura 7 - Histologia do estdmago normal: M — Mucosa (MM — muscular da mucosa); SM —
Submucosa; MO, MC e ML — Musculares obliqua, circular e longitudinal, respectivamente; S
— Serosa.

Fonte: UL - University of Leicester. Disponivel em: <http://www.le.ac.uk>. Acessado em:
20 de janeiro de 2014

Figura 8 - Anatomia do Estomago.
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Fonte: Sung, H. et al., 2020
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Os tumores de CG apresentam-se divididos em trés tipos histologicos: adenocarcinoma,

linfoma e o leiomiossarcomas (tumores raros que surgem a partir de células da musculatura lisa

do estomago) (Oliveira et al.,2016; INCA, 2019).

Segundo (Smith et al., 2006), o adenocarcinoma gastrico, que se origina na mucosa,
corresponde a 95% dos casos de CG, e € considerado o tipo de cancer no estbmago mais comum
do que os casos de tumores do estroma gastrointestinal, leiomiomas e tumores neuroendocrinos

(INCA, 2020; Ramos, 2019).

Dentre muitas classificagdes microscopicas na literatura, a classificacdo mais
comumente utilizada no ocidente ¢ a que tem como base os estudos de Lauren, a qual classifica
os adenocarcinomas em dois tipos principais, o difuso e o intestinal (Figura 9), além de um
terceiro tipo, o “padrao misto”, que ocorre em menor frequéncia, ¢ um tipo intermediario entre
os dois tipos histologicos difuso e intestinal (Lauren, 1965; Waldum; Fossmark, 2018).

Figura 9 - Tipos histoldgicos do adenocarcinoma gastrico. A e B: Tipo intestinal, em objetivas
de 10x e 40x, respectivamente. C e D: Tipo difuso, em objetivas de 10x e 40x,
respectivamente.
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Fonte: Lauren, 1965; Waldum; Fossmark, 2018.

O adenocarcinoma mais comum ¢ o intestinal ou “epidémico”, o qual ¢ mais
diagnosticado em pacientes idosos com uma predile¢do do género masculino, ¢ dependente de
fatores extrinsecos associado a lesdes pré-cancerosas como gastrite cronica, atrofia gastrica,
metaplasia intestinal e displasia. Histologicamente este tipo ¢ bem caracteristico com células
com nucleos grandes e irregulares, presenca de coesdo celular e um padrido de crescimento

invasivo (Correa; Piazuelo, 2012; Ramos, 2019; Waldum; Fossmark, 2018).
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O tipo difuso, que ocorre em pacientes mais jovens e com distribuicdo igualitaria entres
os géneros, com um pior progndstico, € um tipo de adenocarcinoma pouco diferenciado e nao
apresenta associagdes a lesdes pré-cancerosas, tendo um padrdo de crescimento invasivo
(Ramos, 2019). Histologicamente o tipo difuso apresenta células com nucleos periféricos
devido a elevada produ¢do de mucina, além disso apresenta células pequenas, ndo coesas,

dispersas de forma difusa e que ndo formam estruturas glandulares (Waldum; Fossmark, 2018).

Vale ressaltar que o adenocarcinoma que apresenta um bom progndstico ¢ aquele
diagnosticado precocemente, isto ¢, quando se restringe a mucosa e a submucosa, independente
da extensdo local ou da presenca ou ndo de metastase ganglionar. Contudo, na maioria dos
casos, 0 CG ¢ detectado na sua fase avancada apds invadir as camadas mais internas do
estdmago, ultrapassando a submucosa, na qual pode ou ndo apresentar metastase nos linfonodos
e/ou em outros orgdos. Logo o diagndstico tardiamente ocorre devido a manifestagdo dos

sintomas ocorrer somente nesta fase da doencga (Oliveira, 2016; Mclean; EI-Omar, 2014).
1.5. Estadiamento Patolégico do Cancer Gastrico

Estadiar um caso de cancer significa avaliar seu grau de disseminagao, logo ha uma
necessidade em classificar os casos de cancer em estadios a partir da constatacdo de que as taxas
de sobrevivéncia sdo diferentes quando a doenga se restringe ao 6rgdo de origem ou quando se

estende a outros orgaos (INCA, 2021).

O estadiamento do adenocarcinoma gastrico ¢ determinado a partir da classificacdo
TNM segundo American Joint Comittee on Cancer (AJCC) e pela Union Internacionale contre
Le Cancer (UICC). A classificacio TNM ¢ um sistema para classificar uma malignidade, na
qual ¢ utilizada em tumores sélidos e no auxilio prognostico do cancer. Este sistema de
estadiamento utiliza um modelo clinico ou patoldgico. No modelo clinico avalia-se a extensao
do tumor a partir de exames fisicos, radiograficos, endoscépicos e histologicos. Enquanto o
modelo patoldgico - pTNM (Tabela 1) ocorre a partir da andlise macro e microscopica do tumor,
com o objetivo de avaliar a profundidade da invasao, a presenca de linfonodos comprometidos
e da presenca de metéstase a distdncia (Amin et al., 2017; Oliveira, 2016; INCA, 2021; Rosen;
Sapra, 2022).

De acordo com esse sistema de classificacdo, a letra “T” determina a extensao do tumor
primario e a sua invasdo em tecidos adjacentes; a letra “N” determina a auséncia ou a presenca,
assim como a extensdo das metastases em linfonodos proximais. Contudo, a letra “M”

estabelece a auséncia ou a presenca de metastase a distancia. Logo, o diagnostico do pTNM
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determina o estdgio do cancer (Tabela 1), o qual estard relacionado com o prognéstico do
paciente. E importante destacar que ha uma necessidade de uma abordagem mais personalizada
quanto a classificacdo tumoral de cada paciente, pois o “The Eighth Edition AJCC Cancer
Staging Manual” introduziu os primeiros passos para reconhecimento da importancia da
oncologia molecular, pois um estadiamento detalhado e bem conduzido leva a uma correta

conduta terapéutica (Amin et al., 2017; Oliveira, 2016; INCA, 2021; Rosen; Sapra, 2022).

Na Tabela 1, estdo classificados os tipos de acordo com a extensdo do tumor (em tumor
primario), a presenca e/ou auséncia de linfonodos comprometidos (em linfonodos regionais) e

a presenca e/ou auséncia de metastase a distdncia (em metastase a distancia).

Tabela 1 - Classificacdo do TNM patoldgico.

Estadiamento Combinacoes TNM
Estadio 0 Tis NO MO
Estadio TA T1 NO MO
Estadio 1B Tl N1 MO
T2 NO MO
Estadio ITA T3 NO MO
T2 N1 MO
Tl N2 MO
Estadio I11B T4a NO MO
T3 N1 MO
T2 N2 MO
Tl N3 MO
Estadio IITA T4a N1 MO
T3 N2 MO
T2 N3 MO
Estadio I1IB T4b NO-1 MO
T4a N2 MO
T3 N3 MO
Estadio ITIC T4a N3 MO
T4b N2-3 MO
Estadio IV Qualquer T Qualquer N Ml

Fonte: Amin et al., 2017.
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Na tabela 2, encontra-se o estadiamento do tumor que esté relacionado ao prognostico

do paciente e esta relacionado a combinacao da classificacdo observada na tabela anterior.

Tabela 2 - Grupamento por estadios.

Pt Tumor Primario

X O tumor primario ndo pode ser avaliado.

TO Nao hé evidéncia de tumor primario.

Tis Carcinoma in situ: tumor intraepitelial sem invasdo da lamina propria.

Tl Tumor invade a lamina propria, muscular da mucosa ou submucosa.

Tla Tumor invade a lamina propria ou muscular da mucosa.

T1b Tumor invade a submucosa.

T2 Tumor invade a muscular propria.
Tumor penetra no tecido conjuntivo subseroso sem invasdo do peritonio
visceral ou estruturas adjacentes. Também incluem aqueles que se

T3 estendem ao gastrocdlico ou ligamentos gastrohepaticos, ou para o
momento maior ou menor, sem perfuragdo do peritonio visceral que cobre
estas estruturas.

T4 Tumor invade a serosa (peritonio visceral) ou invade estruturas adjacentes.

T4a Tumor invade a serosa (peritonio visceral).
Tumor invade estruturas adjacentes como bago, colon transverso, figado,

T4b diafragma, pancreas, parede abdominal, glandula adrenal, rim, intestino
delgado e retroperitonio.

pN Linfonodos Regionais

NX Os linfonodos regionais ndo podem ser avaliados.

NO Auséncia de metastase em linfonodos regionais.

N1 Metastase em 1 a 2 linfonodos regionais.

N2 Metastase em 3 a 6 linfonodos regionais.

N3 Metastase em 7 ou mais linfonodos regionais.

Pm Metastase a Distancia

MX A metastase ndo pode ser avaliada.

MO Auséncia de metastase a distancia.

Ml Metastase a distancia.

Fonte: Amin et al., 2017.

Os marcadores biologicos sdo alteragdes genéticas e epigenéticas presentes na molécula

de DNA que estdo associadas a diferentes tipos de cancer, logo mapear estes biomarcadores de

modo que suas localizagdes cromossomicas, efeitos e niveis de expressdes se tornem

conhecidos ¢ muito importante para a oncologia (Capelozzi, 2001; Strachan, 2013).
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Descobertos em 1993, os microRNAs (miRNAs) sdo pequenos RNAs regulatorios e ndo
codificantes, com comprimento variando entre 17 e 25 nucleotideos, que atuam no processo de
regulacdo génica pos-transcricional, esta ocorre por meio da degradacdo do RNA mensageiro

(mRNA) ou do impedimento da sintese proteica.

Do ponto de vista evolutivo, os miRNAs sdo conservados, estando presentes inclusive
em seres unicelulares. Tanto o aparecimento quanto a expansao dos miRNAs estdo diretamente
relacionados a multicelularidade e a evolugdo dos organismos, essa expansao destes miRNAs
contribuiram para a variabilidade das espécies e para a evolucdo de diversas doengas como € o

caso do cancer.
1.6. Biogéneses dos miRNAS

A biogénese do miRNAs ocorre no nucleo e estende-se até o citoplasma. Varias enzimas
e complexos proteicos celulares participam também na regulagdo de todo o processo até a
producdo de miRNAs maduros aptos a desempenhar sua funcio (Figura 10). No minimo, trés

vias de producdo de miRNAs sdo conhecidas (O’Brien et al., 2018).

Figura 10. Biogénese canonica de microRNAs.
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Fonte: Pereira, Jorge AL et al., 2021.

A via candnica ¢ a mais estudada. Inicia com a transcricdo do DNA, porém os miRNAs
podem estar codificados em regides intragénicas (principalmente regides intronicas) e
intergénicas, tanto da fita sense quanto da fita antisense do DNA. A transcri¢ao ¢ realizada
geralmente pela RNA polimerase II e, alternativamente, pela RNA polimerase III (Borchert

GM et al., 2006).
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O primeiro transcrito (miRNA primario ou pri-miRNA), tem uma estrutura de hairpin,
havendo uma parte na qual a molécula esta pareada formando uma regido de dsSRNA (RNA de
cadeia dupla) e com seus extremos protegidos por encapamento (CAP - capped) e cauda poli-
A (Kim VN et al., 2009). Essse primeiro transcrito ¢ acionado no nucleo pelo complexo
enzimatico formado pela RNase III Drosha e a proteina Pasha ou DiGeorge Syndrome Critical
Region 8 protein (DGCRS8), que tem habilidade de se atrelar essa molécula de RNA de cadeia
dupla e remover a cauda de poli A e o encapamento dos extremos dela. Esse processo resulta
em uma molécula de RNA de dupla fita com aproximadamente 70 nucleotideos, denominada
miRNA precursor ou pré-miRNA, que ¢ exportada para o citoplasma com o auxilio das

proteinas exportina-5 ¢ Ran-GTP (YiR, et al., 2003).

No citoplasma, a enzima Dicer continua com o processamento do miRNA, extraindo a
alca ndo pareada da molécula e dando origem a um miRNA de fita dupla de aproximadamente
22 nucleotideos. Alternativamente, a proteina argonauta 2 pode participar da clivagem do pré-
miRNA no citoplasma (Yang JS et al., 2012). Esse miRNA (fita dupla) ¢ associado a um
complexo proteico chamado complexo silenciador induzido por RNA (RISC), formado por
varias proteinas, sendo que as proteinas argonautas sao um dos fatores mais importantes, pois
sd0 as responsaveis pela interagdo com as moléculas de RNAs (Maniataki E & Mourelatos Z.,
2005). O RISC causa a divisao das duas fitas do miRNA, uma delas degenera, e a outra (miRNA
maduro) fica exposta para parear com o0 mRNA-alvo (O’Brien et al., 2018; Kim VN et al.,

2009).

Nas vias ndo candnicas, a produgdo de pré-miRNAs ocorre no nticleo, a partir de outras
moléculas, como short hairpin RNA (shRNAs), miRtron (participacdo do spliceossomo no
nucleo) ou m7G-pre-miRN (precisa da proteina exportina-1 para ser transportado para o
citoplasma), sendo que existem também variagdes em algumas das etapas subsequentes. A
diferenca entre as vias canonicas e ndo candnicas, envolvendo os shRNAs, esta na participagao

das argonautas 2 no lugar da Dicer (O’Brien et al., 2018; Plotnikova O et al., 2019).

Sendo assim, os miRNAs tem papel crucial no mecanismo de desenvolvimento de
inumeras enfermidades humanas, e pode ser também interpretado como marcadores do seu
processo, progndstico, diagnostico e na avaliagdo da resposta ao tratamento. E este mecanismo
de adoecimento ¢ favorecido a partir da atuagdo destes miRNAs na regulacio da expressdo de
diversos genes, pois trabalham de forma orquestrada com amplas redes regulatdrias integradas

controlando assim, uma via ou fun¢ao bioldgica comum, como as vias de determinadas doengas.
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Quando o padrao de expressdo ¢ alterado, 0 miRNA tem perda ou ganho de funcdo, que pode
originar uma expressdo diferenciada do gene, afetando intimeros processos celulares e
favorecendo doencas como o cancer, o diabetes tipo 2, a hipertensdo e doencas coronarianas,
exemplos de patologias em que a expressdo alterada dos miRNAs influenciam nos diversos
processos bioldgicos (Ribeiro-dos-Santos et al., 2012; Pereira, 2015; Strachan, 2013). Além
disso, estudos apontam a importancia da deteccdo de assinaturas de miRNAs no sangue para
predicdo prognostica, isto €, a utilizagdo de miRNAs no sangue como biomarcadores de
resposta patologica completa apds quimiorradioterapia neoadjuvante e com excelente
prognostico, como por exemplo, 0 miRNA148a em pacientes com cancer de reto, na qual
pacientes que apresentaram superexpressao deste marcador, apds a irradiagdo neoadjuvante,
obtiveram inibi¢do da proliferacdo celular tumoral e induc¢do da apoptose celular, sendo assim,
identificar miRNAs com expressdes significativas também ¢ muito importante como
ferramenta de diagndstico e prognostico para o cancer (Huang et al., 2021; Kahraman et al.,

2018).

E importante destacar que o padrio de expressio dos miRNAs diferem quando
comparado a tecidos normais e entre os diferentes tipos de cancer. Mais de 50% dos genes de
miRNAs sdo geneticamente alterados nos tumores humanos devido a localizacdo destes genes
em sitios frageis e em regides de perda de heterozigosidade ou em regides de quebras comuns

(Gehm, 2013).

No caso do cancer gastrico os miRNAs atuam como oncogenes ou supressores de tumor,
favorecendo vias importantes para o cdncer como proliferagdo, apoptose e migragao celular. O
miRNA1284, por exemplo, atua no controle da tumorigénese do CG; o miRNA448 promove o
aumento do metabolismo celular e fornece energia para a proliferagdo descontrolada da célula
tumoral; e o biomarcador miRNA125 atua na inibicdo do fator de crescimento endotelial

vascular A (VEGF-A) promovendo a formacao de novos vasos sanguineos (Sosa et al., 2016).

O processo de sintese do miRNA acontece inicialmente a partir do filamento de DNA
de um gene que ¢ usado como um molde para a sintese de um filamento complementar de RNA,
denominado transcrito génico. Estes sdo moléculas de miRNAs cujo produto da transcrigdo ¢
denominado de transcrito primario (pri-miRNA), e geralmente, ndo controlam ou regulam as
moléculas de miRNA (Figura 11) (http://www.wikiwand.com/gl/MicroARN>. Acesso em: 14
Mai. 2019).
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Figura 11 - Sintese do miRNA humano.
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Fonte: http://www.wikiwand.com/gl/MicroARN.

O transcrito primdario tem repeti¢des invertidas posicionadas em regides proximas cujas
bases pareiam formando um grampo de RNA que chamamos de hairpin, este é clivado por uma
RNAse III nuclear conhecida como Drosha. O resultado desta clivagem ¢ um pequeno pré-
miRNA de dupla fita, o qual ¢ transportado para fora do nticleo. No citoplasma uma RNAse III
citoplasmatica chamada Dicer, cliva este pré-miRNA para sintetizar um miRNA de fita dupla
contendo dinucleotideos 3’livres. Finalmente, um complexo de silenciamento especifico
contendo a endorribonuclease argonauta que se liga a fita dupla de miRNA e degrada uma das

fitas, mantendo o miRNA maduro e apto a regulagdo dos genes (Strachan, 2013).

O mecanismo de funcionamento das moléculas de miRNA e sua molécula alvo ¢
dirigido pela interagdo molecular entres as extremidades 5’ UTR do regulador e a extremidade
3’UTR do regulado e pelo reconhecimento da sequéncia seed (2-8 nucleotideos iniciais da
extremidade 5’UTR do miRNA). Apos a sintese do miRNA, este se torna apto para parear com
o RNAm alvo. Deste pareamento duas situagdes podem ocorrer: Perfeito pareamento entre as
bases, desencadeando a clivagem ou degradacdo do mensageiro (siRNAs); e o imperfeito
pareamento, o que induz a repressao traducional, caracteristicos dos miRNAs. Contudo, a partir

de técnicas mais sensiveis, estudos mais recentes mencionam que o pareamento perfeito nao ¢
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o Unico determinante do mecanismo miRISC (Complexo de silenciamento induzido por
microRNA), pois os miRNAs parcialmente complementares também podem levar a clivagem
do RNA-alvo, assim como pode ocorrer o silenciamento génico transcricional, também podera
ocorrer a promocao da transcri¢do e o aumento da eficiéncia da traducao (Bartel, 2004; Nielsen

et al., 2007; Pereira, 2015) (Figura 12).

Figura 12 - Sequéncia de microRNAs com destaque em Seed.
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Fonte: Ribeiro- dos- Santos et al., 2012.

Na éarea da oncologia que surgiram as primeiras evidéncias envolvendo os miRNAs e as
doengas humanas, onde estas moléculas atuam na regulagdo do crescimento e diferenciagao
celular, ambas quando desreguladas atuam intensamente na evolug¢do desta enfermidade

(Pereira, 2015).

Os genes especificos codificam produtos que regulam a divisdo celular, e a agdo de
agentes mutagénicos, carcinogénicos e/ou a a¢do dos miRNAs, podem levar a uma regulagao

negativa do gene (Snustad et al., 2008).

Portanto, a regulagdo da expressdo negativa do gene estd envolvida em processos
celulares fundamentais como a proliferacao celular, o desenvolvimento, a diferenciagdo e a
apoptose. Sendo assim, o perfil de expressdo dos miRNAs pode fornecer fatores de risco,
diagnosticos e prognosticos, podendo agir como biomarcadores para diversos tipos de cancer

(Moreira et al., 2014).

Diversos estudos que mencionam essas moléculas ndo codificantes no cancer
mostraram uma assinatura caracteristica de expressao de miRNAs nos tecidos tumorais,
diferenciada em relacdo aos seus respectivos tecidos normais, logo os miRNAs sdo
considerados eficientes marcadores de risco e de diagndstico de tumores (Getz et al., 2005).
Uma das grandes dificuldades no estudo dessas moléculas reside no fato dos miRNAs

controlarem e serem influenciados por diversos fatores. Um dos fatores ¢ quando o segmento
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de miRNA sofre modificagdes genéticas a partir de sequéncias de polimorfismos, o que resulta

em um miRNA com alteracdes nas funcdes e nos seus sitios alvos.
1.7. INDEL em miRNAs

O INDEL, polimorfismo de inser¢do/delecdo, ¢ uma variacdo génica na qual uma
sequéncia de nucleotideo esta presente (inser¢ao) ou ausente (delecdo) (Figura 13). Os INDELs
assim como os SNPs estdo espalhados pelo genoma, e esta alteracao do tipo INDEL, modifica
o quadro de leitura e a sequéncia do transcrito de DNA, codificando um aminodacido diverso ou
resultando em um c6don de parada prematuro, o que resultard em uma proteina estruturalmente
e funcionalmente modificada (Rodriguez-Murillo et al., 2013).

Figura 13 - Eletroferograma de um marcador MIR548H-4 € MIR548AJ-2 do tipo INDEL p0s-

eletroforese capilar, indicando uma dupla heterozigose (196 — 206pb), e um homozigoto para
delecdo (249 - 255pb).

MIR548H-4 MIR548A4J-2

DAY

Fonte: autor da pesquisa
As alteracdes genéticas em regides especificas dos miRNAs (pri-miRNAs, pré-miRNAs
e regido madura) ou nos locais alvos (RNAm) modificam a funcionalidade do mesmo e esta
relacionado ao risco de doengas. Diversas evidéncias experimentais através da analise
sistematica de identificacdo de inser¢des e delecdes (INDELs) em miRNA e seus locais alvos
comprovam o papel funcional destes polimorfismos no desenvolvimento de doencas como a

doenca de Parkinson, o acidente vascular cerebral e o cancer.

Bhattacharya et al. (2012) exemplificaram um polimorfismo de um tnico nucleotideo
(rs2910164) no pré-miRNA do miRNA146a associado a um risco aumentado para diversos
tipos de cancer. Esses polimorfismos podem alterar a expressdo do miRNA146a e dos sitios
alvos (neste caso incluindo BRCA 1), promovendo a proliferacao celular. Assim como alteragdes
do tipo INDELSs poderao modificar a regido de leitura e com isso a a¢gdo do miRNA maduro no
mRNA-alvo, alteragdes deste tipo em regides do pré-miRNA e pri-miRNA também poderao

favorecer a susceptibilidade a doengas como o cancer, pois insercdes e delecdes em regides
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precursoras podem afetar o reconhecimento da sequéncia SRp20, proteina responsavel pelo
processamento do pré-miRNA, logo a alteragdo neste seguimento pertubard o processo de

sintese, matura¢do e expressao do miRNA maduro (Wang et al., 2017).

Apesar do fato que a funcao geral dos miRNAs ter sido identificada na década de 1990,
sd0 mais recentes os trabalhos publicados descrevendo a func¢ao desses miRNAs em relagdo a
doengas complexas, especialmente as diferentes formas de cancer. Neste direcionamento, a
maioria dos trabalhos tem se voltado para a identificagdo de alteragdes funcionais de miRNAs
em tumores (diferenca de expressdo e silenciamento de genes). Mais ainda, até recentemente
muito pouco era conhecido a respeito de alteragdes germinativas na molécula de DNA que
pudessem alterar significativamente sua expressao, alterando, assim diferentes vias metabolicas

essenciais para a higidez dos tecidos (Pereira et al., 2021).

Bhattacharya et al. (2012) publicaram um trabalho em que identificaram diferentes
polimorfismos INDELs em genes que codificam miRNA, presentes em individuos que fazem
parte do banco de dados do 7.000 Genomes. Nesta publicagdo eles identificaram 181
polimorfismos do tipo INDEL presentes entre 124 miRNAs. Logo, devido essas ligacdes entre
polimorfismos relacionados com miRNA e as doengas humanas, ha um crescente interesse em

andlises sistematicas de polimorfismos em miRNAs e nos sitios de destino.

O grupo de pesquisas do Laboratorio de Genética Humana e Médica da UFPA ja
identificou uma série de miRNAs que tem expressao alterada em pacientes portadores de cancer
gastrico, e acreditamos que este trabalho de investigar a variabilidade pode trazer beneficios
para pesquisadores que pretendem investigar miRNAs associados ao cancer. Pensando desta

forma construimos um modelo de investigacdo que passamos a descrever a seguir.

Um painel de 11 biomarcadores do tipo INDEL em miRNAs associados ao cancer. A
ideia central ¢ identificar polimorfismos INDEL que tenham frequéncia média maior de que
2% (MAF=0.02), entre as regides que codificam miRNAs alterados nesta patologia e montar
um modelo prético e rapido de investiga¢do destes polimorfismos, validando em populagdes

miscigenadas, com histdrico médico de cancer, residentes no estado do Para.
1.8. Potenciais marcadores genéticos de cancer

Uma das ferramentas promissoras utilizadas no diagndstico precoce, no progndstico e
na identificagdo de novos tratamentos do cancer ¢ o rastreamento através de potenciais
marcadores genéticos, pois avaliar e entender os componentes celulares, estruturais e as vias

bioquimicas através dos marcadores bioldgicos ¢ muito importante para a detecgdo até antes
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mesmo do desenvolvimento macroscopico do tumor, o que permite uma intervengdo antes da

invasao tumoral, da angiogénese e da metastase (Da Silva et al., 2015).

Neste trabalho 11 INDELs foram associados @ miRNAs, pois apresentaram expressao
alterada em pacientes portadores de cancer, todos marcadores foram genotipados em uma tnica
reagdo de PCR do tipo Multiplex seguida de eletroforese capilar (Tabela 3).

Tabela 3 - Grupos de polimorfismos INDEL de MIRNA que apresentaram expressdo alterada
em pacientes portadores de cancer

Gene ID Regiiao Alelos MAF Primers Amplicon

FS’GCTTCCAGTTCCATCCATGT3’
MIR302C 15199971565 seed CACTT/C 0,08 253-257
- R5’CTCAGCGTGGTAGTGTTGGA3’

F5S’AGGAGTATCCCCTCGTGGAC3’
MIR3945 15145931056 mature ~CCTATGCCCTCC/- 0.28 145-157
R5’CAAGAGTCAGGCAAAAACAGG3’

FS’CTCTTCAATGCTTCCTTGAGGT3’
MIR5484J-2 15145326096 mature AAGT/- 0.39 207-211
R5’CTGCATGCCAGGAGCTAAGTAT3’

FS’TTTTTGTCCTCCAAGCTTCC3’
MIR4274 15 202195689 mature -/CCC/CCCCA 0.26 132-135
- R5’GAACAAGAGAGAGGGCAGGA3’

. F5S’"GGTGACCCCAGAATTGACCCT3’
MIR630 rs139334001  pré-miRNA -/TTG 0.42 96-99
R5’GCCCTCAGGACGCACCTCTG3’

. FS’CATGCACAGCTATCCAGGAG3’
MIR516B-2 1510670323 pré-miRNA -/AAAGA 0.32 162-167
RS'TTGTTCCTGTCCGATAGATGC3’

. FS'TGCCCCTACTTAGCAGTCTCA3’
MIR4463 rs 5877455 pré-miRNA -/AG 0.47 191-193
R5’GAGAGGTGGAGAACTGGGATT3’

. FS’GCATCAGGACGCTGAACATA3’
MIR920 1s 66686007  pré-miRNA GTTGT/A 0.12 230-235
R5’AATGCAACTTGCTCCAGAGG3’

. FS’CTGTGTGTCTGAGGGGTGAA3’
MIR3171 rs 35170395  pré-miRNA -/TA 0.21 331-333
R5’ATCCTGCCAICTTTCTGATGG3’

. FSGGAATGGAAAATAGACAAGAAGTGA3’
MIR548H-4  rs150141473  pré-miRNA TAAAG/- 0,28 i i 197-202
R5S'TGGCAAGTGTACCACAGAAAAC3

F5’ATTGGTGGGTTCATGTTTCC3’
MIR3652 1s 62747560  pré-miRNA GGGGTGG/- 0,36 236-246
R5'CAGAATCACTCACCGAAGGTC3’

Fonte: Adaptado Bhattacharya, 2012.

1.9. Potenciais marcadores genéticos do tipo insercdo/delecio em regioes de
MIRNA

1.9.1. MIR630 (rs139334001)

Este INDEL de 3 pares de base (TTG) esté4 localizado na regido do pré-miRNA (miRNA
precursor) do MIR630, no cromossomo 15 e ¢ um RNA gene da classe dos miRNA.

INDELs localizados nessa regido precursora do MIR630 tem sido relacionado ao
desenvolvimento do cancer, como por exemplo, o carcinoma urotelial de bexiga (Whang et al,

2012), cancer de ovario (Eoh et al, 2018), cancer gastrico (Zhang et al, 2017). O miRNA630



33

também atua em vias importantes como as vias de sinaliza¢do gama e no sistema imunologico
inato (Bhattacharya et al, 2012).

Zhang et al. (2017) investigaram os niveis de expressao do miRNA630 em tecidos de
cancer gastrico e verificaram que o MIR630 e o circRNA 100269, juntos, atuam em uma nova
via que regulam a proliferagdo de células géstricas.

Pesquisas também apontam o MIR630 atuando com niveis de expressdo aumentados,
favorecendo a resisténcia a quimioterapico, como por exemplo, o paclitaxel, utilizado no
tratamento do cancer de ovéario (Eoh et al., 2018). Em relacdo ao cancer de mama, Zhou et al
(2016) destacaram o papel importante dos niveis baixos de expressdo do MIR630 regulando
vias metastaticas, o que possibilita a aplicabilidade do marcador miRNA630 no tratamento do
cancer de mama. A Tabela 4 demonstra diversos trabalhos envolvendo o MIR630, onde a

regulagdo da expressao mostra diversidade nos diferentes tipos de cancer.

Tabela 4 - Dados do MIR630 e os tipos de cancer.

miRNA Cancer Expressao Referéncia - PubMed
MIRNA630 Mama Baixa Zhou et al (2016)
MIRNA630  Colorretal Alta Chu et al (2014)
MIRNA630  Gastrico Baixa Feng et al (2017)
MIRNA630  Gastrico Baixa Li et al (2018)
MIRNA630  Glioma Baixa Zhang et al (2017)
MIRNA630  Carcinoma Hepatocelular  Alta Zhang et al (2015)
MIRNA630  Carcinoma Hepatocelular Baixa Chen et al (2016
MIRNA630  Pulmdo Baixa Cao et al (2014)

Fonte: http://mircancer.ecu.edu.
1.9.2. MIR516B-2 (rs10670323)

Esse INDEL investigado ¢ de 5 pares de base (AAAGA), localizado na regido do pré-
miRNA do MIR516B-2, este miRNA esta localizado no cromossomo 19 e ¢ um RNA gene da
classe dos miRNAs. Atuando como supressor tumoral em diversos tumores, o MIR516B2
modula a expressdo do gene CCNGI no carcinoma de células esofagicas (ESCC), pois niveis
baixos de hsa-mir-516b-2 estdo correlacionados diretamente com os estdgios avancados da
tumorigénese, da profundidade da invasdo, metastase linfatica e a pior sobrevida global de

pacientes com ESCC (Zhao et al., 2018).
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Zhu et al. (2017) verificou o nivel de expressdo do MIR516B2 no cancer de pulmao de
células ndo pequenas e constatou que o nivel de expressdo deste miRNA ¢ significativamente
menor nestas células do que nos tecidos e células normais, sendo que este nivel de expressao
baixo foi associado ao tamanho do tumor, ao estagio da metastase e a menor sobrevida global,
logo o hsa-miR-516B-2 pode ser um marcador potencial de diagndstico e prognostico para o

cancer de pulmao.
1.9.3. MIR4463 (rs5877455)

O INDEL investigado ¢ de 2 pares de base (AG), localizado na regido do pré-miRNA
do MIR4463, este miRNA estd localizado no cromossomo 6 e ¢ um RNA gene da classe dos
miRNAs.

O alto nivel de expressdo nesse MIR4463 esta associado com o tempo de sobrevida
menor em pacientes com carcinoma hepatocelular (Hu et al., 2017). Pesquisas também utilizam
este miRNA na aplicabilidade da distingdo de subgrupos clinicamente relevantes de linfoma
(Jima et al., 2010). Segundo Zhang et al. (2017), o MIR4463 pode ser considerado um possivel
biomarcador de diagnostico para o cancer de colon, pois niveis altos de expressao deste miRNA

foram identificados em tumores de colon.
1.9.4. MIR3171 (rs35170395)

Este INDEL apresenta 2 pares de base (TA), localizado na regido do pré-miRNA do
MIR3171, no cromossomo 14 e ¢ um RNA gene da classe dos miRNAs.

Segundo Stark et al. (2010), o MIR3171 ¢ especifico para a linhagem melanocitica, isto
¢, um forte biomarcador no auxilio da detecc¢ao precoce de metastases em niveis circulantes no
sangue, logo este miRNA tem papel funcional em células pigmentares, o que possibilita um
foco no desenvolvimento e progressao do cancer.

Além disso, ha estudos que apontam correlagdo inversa entre o nivel de expressdo do
MIR3171 com o circHIAT1 em pacientes com hepatocarcinoma, sendo que o circHIAT1 atua
no gene PTEN que inibe as células de crescimento do carcinoma hepatocelular, o qual pode ser

regulado pelo MIR3171 (Wang et al., 2019).
1.9.5. MIR3945 (rs145931056)

Este INDEL de 12 pares de base (CCTATGCCCTCC) esté localizado na regido madura
do MIR3945, no cromossomo 4 ¢ ¢ um RNA gene da classe dos miRNAs. O miRNA3945 nao
apresenta trabalhos descritos associados ao cancer gastrico, porém tem como potenciais alvos

genes RAB e TNF, ambos envolvidos no processo de proliferacao celular, metastase e risco ao
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mau prognostico em pacientes com cancer de pulmao (Koh; Song, 2019; Guo et al, 2020; Liu;

Wang, 2019).
1.9.6. MIR548h-4 (rs150141473)

Apresentando um INDEL de 5 pares de base (TAAAG), este polimorfismo estd
localizado na regido do pré-miRNA do MIR548h-4, no cromossomo 8 ¢ ¢ um RNA gene da
classe dos miRNAs. Estudos apontam a superexpressao deste miRNA associado a inibicao da
proliferacdo de células do cancer de mama e sendo considerado alvo terapéutico para este tipo
de cancer; no cancer de prostata este miRNA atua na via da PTEN e foi correlacionado a

sobrevida dos pacientes portadores deste tipo de cancer (Shi et al., 2015; Saffari et al., 2019)
1.9.7. MIR548aj-2 (rs145326096)

Com um INDEL de 4 pares de base (AAGT), o polimorfismo esta localizado na regido
madura do MIR548aj-2, o qual esté localizado no cromossomo X e ¢ um RNA gene da classe
dos miRNAs. A literatura aponta este miRNA como potencial alvo de vias que favorecem
varios tipos de cancer, dentre eles o gene GPAM, KARAS e o MYC, genes que atuam na
migracdo celular e tem associagdo a sobrevida global dos pacientes portadores de cancer

(Marchan et al., 2017; Agarwal et al., 2015)
1.9.8. MIR302c¢ (rs199971565)

Apresentando um INDEL de 4 pares de base (ACTT), o polimorfismo esté4 localizado
na regido de leitura (Seed) do MIR302c, este miRNA esta localizado no cromossomo 4 e ¢ um
RNA gene da classe dos miRNAs. Diversos estudos abordam este polimorfismo associado ao
cancer gastrico (Raad et al., 2019), ao cancer coloretal (Ma et al., 2018), ao cancer de figado
(Zhu et al., 2014) e ao cancer renal (Guo et al., 2017).

Estudos envolvendo este miRNA apontam uma susceptibilidade e um risco de
incidéncia para o cancer gastrico sob um modelo de heranga recessiva, onde o alelo de delecao
aumentou significativamente o risco de CG (Raad et al., 2019).

O MIR302c também foi investigado por Leivonen et al. (2009), onde verificou a atuacao
deste miRNA inibindo a sinalizagcdo do receptor de estrogénio (ERa) em linhagens de cancer
de mama, pois o ERa ¢ o principal mediador das atividades mitogénicas do estrogénio no tecido
mamario, podendo atuar no desenvolvimento e progressdo do cancer de mama.

Shi et al. (2010) investigou o Asa-mir-302c inibindo a tumorigénese de células-tronco
pluripotentes, ou seja, na espécie humana a expressao elevada do MIR302c inibe o ciclo celular

através das vias ciclina E-CDK2 e ciclina D-CDK4 bloqueando o ciclo celular.
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1.9.9. MIR4274 (rs202195689)

O INDEL investigado € de 3 pares de base (CCA), localizado na regido madura do pré-
miRNA do MIR4274, este miRNA esta localizado no cromossomo 6 e ¢ um RNA gene da classe
dos miRNA. Na literatura ndo existem dados referenciando este miRNA associado ao CG,
porém estudos mencionam o envolvimento deste miRNA associado ao KRAS, TNF e AKT
atuando na regulagdo do crescimento celular e na progressdo do tumor no cancer do trato

urindrio (Tao et al., 2015).
1.9.10. MIR920 (rs66686007)

Com um INDEL de 5 pares de base (GTTGT), o polimorfismo esta localizado na regido
do pré-miRNA do MIR920, o qual esta localizado no cromossomo 12 ¢ ¢ um RNA gene da
classe dos miRNAs.

Pesquisas envolvendo este miRNA estdo associadas ao carcinoma hepatocelular (Chen
et al, 2010), na qual o estudo associa niveis baixos do Asa-miR-920 a regulag¢do da proteina
BTrCP, a qual regula a via de sinalizacio NFKf, ambas envolvida na progressdo do
hepatocarcinoma. O MIR92( atua em diversas vias do cancer, envolvendo genes de grande
potencial na oncologia como o CEBPB, 0 MYC e o TGFBR2, os quais estdo relacionados a vias
de proliferacdo, anti-apoptose, invasdo e metdstase em patologias como o cancer colorretal,

leucemia, linfoma, sarcoma, cancer de prdstata e neuroblastoma (Vlachos, 2015).
1.9.11. MIR3652 (rs62747560)

Este INDEL de 7 pares de base (GGGGTGQG) esta localizado na regido do pré-miRNA
do MIR3652, no cromossomo 12 e ¢ um RNA gene da classe dos miRNAs. Nao contém

informagdes na literatura referenciando este miRNA.

Apesar de poucos estudos envolvendo essas variantes (miRNAs) associadas ao CG,
buscamos também possiveis alvos destes marcadores no mIRDB e no miR Target Link 2.0 —
Bancos de dados on line para previsdo de alvos de miRNA e vias funcionais, conforme a tabela

5 (Kern et al., 2021; Liu; Wang, 2019).
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Tabela 5: miRNAs e os Genes alvos.

miRNA Genes alvos Referéncia
has-miR-4463 PNUTS,AKT,BCL2,TP53,KRAS Hu et al (2017); Jima et al (2010); Zhang et al (2017); Liu et al (2019)
has-miR-548h-4  ERBB2,TP53,KRAS,CDH1,TGFBR2 Liu et al (2019)

h iR-920 MYC,TGFBR2,CEBPB,IL18,TNFa,CDK2,
as-miR- Chen et al (2010); Daina Tools-MirParth v.3 (2019); Liu et al (2019)
CDK4,NFK8,TP53

has-miR-3945 RAB, TNFa Guo et al (2020); Liu et al (2019); Kho et al (2019)

has-miR-3652 BCL2, TP53,PIK3CA, CDH1 Ramos et al (2019); Liu et al (2019)

Fonte: autor da pesquisa

2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral
- Caracterizar variantes do tipo INDEL em miRNAs a partir de amostras de sangue

periférico de pacientes com CG e validar em amostras de tecido tumoral géstrico.
- Objetivos Especificos
- Investigar a distribui¢ao da frequéncia alélica e genotipica de 11 marcadores genéticos;

- Comparar as distribuicdes de frequéncia genotipica dos marcadores no grupo

populacional investigado e comparar com os dados da literatura;

- Validar os resultados obtidos com os dados do transcriptoma (RNA-seq) em 27 amostras

de tecidos de individuos com cancer géstrico participantes deste trabalho.

- Desenvolver um painel com marcadores moleculares do tipo INDEL associados a genes

de miRNAs.
3. MATERIAL E METODOS
3.1. Caracterizacio das amostras e Locus da pesquisa

A andlise dos polimorfismos do tipo INDEL foram realizadas em 301 amostras de
sangue periférico de individuos miscigenados, sendo 224 provenientes do Hospital Offir
Loyola, 77 provenientes do Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto com histdrico médico
de cancer e 145 pacientes controles sem historico de cancer, ambos residentes no estado do
Para. Estas amostras fazem parte do acervo bioldgico e do banco de dados de projetos
concluidos ¢ em andamentos do Nucleo de Pesquisas em Oncologia (NPO/UFPA).

Adicionalmente foi solicitado ao comité de ética do NPO a utilizagdo das amostras para
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realizacdo deste trabalho. Os dados clinicos dos participantes foram obtidos pela consulta aos

prontuarios.

A validagdo dos resultados deste estudo foi realizada em 27 amostras de tecido tumoral
(T) e ndo tumoral (NTA) de pacientes com diagnostico confirmado de adenocarcinoma géstrico

submetidos a ressecagdo cirtrgica no Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto (HUJBB).
3.2. Aspectos Eticos

Durante o estudo os individuos foram devidamente esclarecidos a respeito da pesquisa
na qual participaram e solicitados a assinar o termo de consentimento livre e esclarecido
(TCLE) e caso necessario, o termo de consentimento de uso dos dados, permitindo o uso de
suas aliquotas de sangue e obtencao de seus dados clinicos, em nivel de prontudrio. O projeto
desta pesquisa foi submetido ao Comité de Etica do Nucleo de Pesquisas em Oncologia —

NPO/UFPA (CAAE:0352920.0.0000.5634).
3.3. METODOLOGIA DA ANALISE DE FRAGMENTOS - INDEL
3.3.1. Extraciao de DNA total

O DNA foi extraido pelo método convencional com fenol-cloroférmio, segundo
Sambrook et al. (1989). As amostras foram quantificadas no equipamento NanoDrop ND-1000
(NanoDrop Technologies — USA). Apds a quantificacdo, as amostras foram diluidas (10ng/uL)

e posteriormente utilizadas na reagcdo em cadeia da polimerase.
3.3.2. Selecao dos polimorfismos (INDEL:s)

Os potenciais marcadores genéticos foram escolhidos a partir de levantamento prévio
da literatura especializada sobre genes e seus polimorfismos do tipo INDEL relacionados aos
miRNAs (hsa-mir-302c, hsa-mir-548AJ-2, hsa-mir-4274, hsa-mir-630, hsa-mir-516B-2, hsa-
mir-4463, hsa-mir-3945, hsa-mir-548H 4, hsa-mir-920, hsa-mir-3171 e hsa-mir-3652). Esses
polimorfismos, além de estarem relacionados a diversas doengas como o cancer, conferem

praticidade na confec¢do do sistema de genotipagem por PCR multiplex.
3.3.3. PCR multiplex e analise de fragmentos

A genotipagem dos 11 marcadores INDELs investigados foram realizados em uma
unica reagdo de PCR e posteriormente, foi realizada a eletroforese capilar. Na PCR multiplex,
foi utilizado 5,0 pL do kit QIAGEN Multiplex PCR (QIAGEN, Alemanha), 1,0 pL de Q-
solution, 1,0 pL de Primer Mix, 2,0 pL de 4gua e 1,0 uL de DNA (10 ng). As amostras foram
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incubadas a 95°C por 15 minutos, posteriormente foram submetidas a 35 ciclos a 94°C por 45
segundos, 60°C por 90 segundos e 72°C por 60 segundos, com uma extensao final a 70°C por
30 minutos. Essa reacdo foi realizada no termociclador ABI Verity (Life Technologies, Foster

City, CA, EUA).

Para a eletroforese capilar e andlise de fragmentos, utilizamos 1,0 pL do produto de
PCR e adicionado a 8,5 puL da formamida deionizada HI-FI (Life Technologies, Foster City,
CA, EUA) e a 0,5 uL de GeneScan 500 LIZ pattern size (Life Technologies, Foster City, CA,
EUA). A separagao desses fragmentos de DNA foi realizada com o ABI PRISM 3130 Genetic
Analyzer e, a leitura dos picos, com o uso do programa GeneMapper ID v3.2, também da Life

Technologies (Foster City, CA, EUA).
3.3.4. Analise Estatistica

O teste Qui-quadrado foi utilizado nas varidveis categoricas (caso e controle) e
verificagcdo do Equilibrio de Hardy-Weinberg entre os grupos. As andlises de regressao logistica
com corre¢do de Bom Ferroni, entre o modelo genotipico, risco de CG, as varidveis de
caracteristicas clinicas e a constru¢do dos graficos foram desenvolvidos com a utiliza¢do do
software estatistico R (R development core team, 2021). As curvas de sobrevivéncia foram
realizadas a partir da associacdo entre genotipo e tempo de sobrevida e avaliada por parcelas de
Kaplan-Meier; os testes Log-rank e Wilcoxon foram usados para examinar o efeito genético
nos resultados de sobrevivéncia, estas andlises foram realizadas utilizando o programa SPSS
(Pacote Estatistico para Ciéncias Sociais), Versao 27.0 (C. IBM, 2021). Os valores de p foram

considerados estatisticamente significativos quando menores que 0,05.
3.4. METODOLOGIA RNA-seq
3.4.1. Extracao de RNA

O RNA das amostras foi obtido a partir de 50-100 ng de tecido de cada amostra,
aproximadamente, e foram macerados. Em seguida, a extracdo foi realizada com o TRIzol® de
acordo com as instru¢des do fabricante. Apos a extragdo, o RNA total foi avaliado quanto a
integridade e concentracdo utilizando-se os equipamentos Qubit 2.0 Fluorometer (Thermo
Fisher Scientific) e 2200 TapeStation System (Agilent Technologies AG, Basel, Sui¢a). Por

fim, o RNA total obtido foi armazenado em nitrogénio liquido até a sua utilizagao.
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3.4.2. Construcao das Bibliotecas

A construgdo das bibliotecas foi realizada a partir do kit TruSeq Stranded Total RNA
(Illumina) de acordo com as instru¢des do fabricante. As amostras foram padronizadas para 100
ng/pl em 10ul de volume final e avaliada novamente quanto a integridade do RNA. Foram
utilizadas para o sequenciamento apenas as amostras que apresentaram o niimero de integridade
de RNA (RIN) > 5. Em seguida, foi realizada a deplecdo do RNA ribossomico, sintese de
cDNA, ligagdo dos adaptadores, amplificagdo por PCR, e, por fim, a normalizag¢do, no qual as

bibliotecas foram diluidas a 10 mM em um volume de 10 pl.
3.4.3. Sequenciamento NGS

O RNA-seq foi executado em pair-end na plataforma NextSeq (Illumina). O kit NextSeq
500 ID Output V2 kit - 150 cycles (Illumina) foi utilizado de acordo com as instru¢des do

fabricante.
3.4.4. Controle de qualidade das leituras

As reads obtidas foram convertidas para o formato FASTQ pelo software reporter, no
qual todas as sequéncias identificadas e suas respectivas sequéncias de qualidade foram
codificadas em ASCII. Em seguida, a qualidade das reads foi avaliada utilizando o FASTQC,
foi adotado como pardmetro para avaliar as leituras geradas no sequenciamento um valor de
qualidade (QV) superior a 15. Por fim, os adaptadores e as leituras de baixa qualidade foram

removidas usando o Trimmomatic (Bolger et al., 2014).
3.4.5. Identificacido e quantificacio dos mRNA-alvos

O alinhamento das reads foi realizada com a ferramenta Salmon (Patro et al., 2017), no
qual foi utilizada como index a anotagdo de RNAs mensageiros versao hg38 do GENCODE.
As reads identificadas foram quantificadas e importadas para o programa estatistico R (R
Development Core Team, 2018) por meio da biblioteca tximport (Love et al., 2014) e para a
analise da expressao génica diferencial utilizou-se a biblioteca DeSEQ2 (Love; Huber; Anders,
2014; Love et al., 2014). Foram considerados diferencialmente expressos (DE) os transcritos
cuja diferenca de expressdo apresentaram os seguintes critérios: 1) |Log2(Fold-Change) | > 2; e

i1) p-ajustado < 0,05.
3.4.6. Analise da caracteristica de operacio do receptor

A relevancia dos mRNAs identificados foi avaliada calculando area sobre a curva

(AUC) de caracteristica do receptor (ROC). A curva ROC foi estimada usando o pacote pPROC



41

versdao 1.18.0 (Robin et al., 2021) disponivel no R. Foram considerados como bons

classificadores, mRNAs com AUC maior que 0,75.

3.4.7. Analises Multivariadas

3.4.7.1. Normalizacio de contagens

Os dados obtidos a partir de RNA-seq apresentaram uma variancia que cresce com a
média, o que pode ser limitante para visualizacdo multivariada e ordenagdes como agrupamento
hierarquico ndo supervisionado ou andlise de componentes principais (PCA). Por isso, foi
utilizado a fun¢do de transformacdo logaritmica regularizada, rlog, fornecida pela biblioteca
DESeq?, para estabilizar a variancia e assim, fazer com que a forca de expressdo de um gene

ndo dependesse da média.
3.4.7.2. Analise de componentes principais

A PCA foi executada apenas com os mRNAs de que apresentaram pelo menos
AUC>0,75 entre as condic¢des avaliadas, usando a fungao prcomp disponivel no R (versdo 4.0.2,
R Foundation, Viena, Austria) ¢ para visualizagdo dos resultados foi utilizada a biblioteca

ggfortify v 0.4.13 (Horikoshi & Tang, 2018).
3.4.7.3. Analise de sobrevivéncia global

Para analisar o impacto da expressao de IncRNAs na SG foi utilizado a curva de Kaplan-
Meier (KM). Foram excluidos da andlise os pacientes que faleceram em até 30 dias de pos-
operatério (Zheng et al., 2020). Os perfis de expressdo de pacientes com cancer gastrico
selecionados foram normalizados e dicotomizados em dois grupos baseado nos niveis de
expressao utilizando o pacote Survminer (Kassambra et al., 2018) disponivel no R, que adota a
estatistica de classificagdo selecionada ao méximo para fornecer um ponto de corte que
corresponde a relagcdo mais significativa com a sobrevivéncia. Em seguida, com o pacote
Survival (Therneau, 2015) foi estimada a SG entre os diferentes grupos para os miRNAs DE
identificados. Para analisar a diferenca entre as curvas, adotou-se o teste log-rank, sendo p <0,05

estatisticamente significante.
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4. RESULTADOS

A variacdo génica na qual uma sequéncia de nucleotideo estd inserida ou deletada ¢
chamada de INDEL, que sdo pequenas variagdes genéticas, que medem de 1 a 10.000 pares de
bases de comprimento, incluindo episddios de insercao e dele¢do que podem ser separados por
muitos anos, € podem ndo estar relacionados entre si. Assim, quando ha uma mutacdo na sua
leitura, ocorre uma alteracdo na sequéncia do DNA gerando proteinas modificadas na sua
estrutura e fungdo. A andlise sistematica de identificagdo de INDELs em miRNA e seus locais
alvos evidenciam a ac¢do funcional destes polimorfismos no desenvolvimento de algumas

doengas como o cancer.

Na Figura 14 encontra-se a padronizagdo do painel de 11 biomarcadores do tipo
inser¢do/dele¢do relacionados ao cancer, sendo que estes foram estabelecidos a partir da
literatura e que apresentaram frequéncia média maior de que 2% (MAF=0,02) entre as regides

que codificam os alvos alterados nesta patologia.

Figura 14 - Eletroferograma do painel com 11 marcadores de cancer do tipo INDEL.
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Fonte: autor da pesquisa.
As amostras foram caracterizadas com 446 individuos, sendo 301 individuos com CG e
145 individuos livres de cancer. Das amostras de cancer gastrico 77 (25,58%) individuos sdao
provenientes do Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto e 224 (74,41%) individuos do

Hospital Offir Loyola conforme a Tabela 6.
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Tabela 6 - Frequéncia absoluta dos casos de cancer gastrico (CG). Os dados sio

apresentados por numeros absolutos de individuos e porcentagem.

Amostras Frequéncia Porcentagem
HUJBB 77 25,58 %
HOL 224 74,41 %
Controle 145 —
Total 446

Fonte: autor da pesquisa.

A comparagdo entre as caracteristicas caso-controle, idade (p=0,198) e género (p=0,
606), ndo houve diferencas significativas entre elas, conforme apresentada na Tabela 7. Outros
dados clinicos foram analisados em relacdo aos individuos diagnosticados com cancer gastrico,
como: localizacdo, Lauren e estadiamento do tumor. Para localizagdo apresentaram 20,7%
corpo, 29,7% cardia, 30,7% antro, 10,4% fundo, 2% piloro e 6,7% das amostras sem
informagdes. Em relagdo a Lauren os tumores apresentaram-se 37,5% intestinal, 54% difuso e
8,44% amostras sem informagoes. E sobre o estadiamento encontramos 10,8% estadio 1, 21,9%

estadio 2, 18,9% estadio 3, 20,9% estadio 4 ¢ 27,3% sem classificagdo de estadiamento.
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Tabela 7 - Dados demograficos dos grupos de cancer gastrico (CG) e controle. Os dados

categorizados sdo apresentados por numeros absolutos de individuos (porcentagem) e

analisados pelo teste Qui-quadrado.

Caracteristicas

Casos, n =301 Controles, n =145

Idade (média em anos)
<40

> 40

Género

Masculino

Feminino

Localizacao do tumor
Corpo

Cardia

Antro

Fundo

Piloro

Auséncia

Lauren

Intestinal

Difuso

Auséncia
Estadiamento do tumor
Estadio 1

Estadio 2

Estadio 3

Estadio 4

Auséncia

49 (18-88)
143 (48,6%)
151 (51,4%)

173 (58.,4%)

123 (41,55%)

60 (20,7%)
88 (29,7%)
91 (30,7%)
31 (10,4%)
6 (2%)
20 (6,7%)

111 (37,5%)
160 (54%)
25 (8,44%)

32 (10,8%)
65 (21,9%)
56 (18,9%)
62 (20,9%)
81 (27.3%)

41,5 (18-65)
80 (55,1%)
65 (44,82%)

81 (55,8%)
64 (44,1%)

NA
NA
NA
NA
NA

NA

NA
NA
NA

NA
NA
NA

NA
NA

Fonte: autores da pesquisa
* NA: ndo aplicavel

Na distribui¢do de genotipos associados a suscetibilidade ao CG foi realizado a anélise

de Equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) nas amostras estudadas, de maneira que se pudesse

controlar as varidveis que poderiam estar sofrendo influéncia de erros de genotipagem. Desta
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forma, a andlise de HWE demonstrou que quatro marcadores MIRNA630 (p=0,023),
MIRNA3171(p=0,009) e MIRNA5484J-2 (p=0,000) e MIRNA302C (p=0,000) estio em
desequilibrio de Hardy-Weinberg (p < 0,05), logo foram removidas da analise.

As frequéncias genotipicas e alélicas dos grupos estudados estdo descritas na tabela 8.
A frequéncia genotipica dos genes MIRNA4463 (p=0,02), MIRNA920 (p = 0,01) e MIRNA3652
(p= 0,00) foram significativamente diferentes entre os casos-controles. Os genes MIRNAS516B-
2 (p=0,66), MIRNA548H-4(p=0,09), MIRNA4274 (p=0,09) e MIRNA3945 (p=0,055) nao

apresentaram resultados significativos.
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Tabela 8 - Frequéncia genotipica e alélica das 7 variantes do tipo INDEL investigados neste estudo com base na analise do teste Qui-

quadrado. Dados apresentados em porcentagem de pacientes com CG/porcentagem de controles (dlbSNP: Registro da variante genética

no banco de dados NCBI).
Caso/controle (n = 301/145)

Genotype frequency Allele frequency HWE

Gene dbSNP II ID DD p value I D p value
MIRNA630 rs 139334001 89,7/92,4 9,0/7,6 1,3/0,0 0,440 94,8 5,16 0,023
MIRNAS516B-2 s 10670323 1,0/2,1 19,0/19,4 80/78,5 0,660 10,5 89,5 0,631
MIRNA4463 s 5877455 28,6/41,6 49,8/43,1 21,5/15,3 0,023 56,5 43,4 0,558
MIRNA3171 rs 35170395 69,2/75 24/25 6,8/0 0,001 83,2 16,74 0,009
MIRNA3945 rs 145931056  80,3/88,8 18,4/9,8 1,4/1,4 0,055 90,8 9,15 0,239
MIRNAS548H-4  1s 150141473 74,8/83,9 24,1/15,4 1,0/0,7 0,090 88,4 11,5 0,489
MIRNAS5S48AJ-2 s 145326096  67,2/75,9 9,6/7,6 23,2/16,6 0,166 74,5 25,4 0,000
MIRNA302C rs 199971565 96,6/100 2/0,0 1,4/0,0 0,076 98,4 1,59 0,000
MIRNA4274 rs 202195689  90,9/85,2 8,4/14,8 0,7/0,0 0,092 94,2 5,7 0,642
MIRNA920 s 66686007 91,5/82,1 8,2/16,6 0,3/1,4 0,015 93,8 6,15 0,217
MIRNA3652 s 62747560 62,2/62,7 35,0/27,5 2,7/9,9 0,004 78,6 21,3 0,567

Fonte: autor da pesquisa.
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Para a andlise dos INDELs em relacdo a susceptibilidade (caso-controle) foi feita
regressao logistica com corre¢do de Bon Ferroni. Esta andlise apontou 3 variantes associadas
com o risco aumentado para o CG (Alelo de/ do MIRNA4463, do MIRNA3945 e do
MIRNA548H-4) e 2 variantes associadas com o risco diminuido para o CG (Alelo del do
MIRNA920 e alelo ins do MIRNA3652) conforme a tabela 9.

Tabela 9 - Variantes alélicas nos miRNAs com associacdes significativas para a
predisposicio ao CG. Analises de regressio logistica com correcio de Bon Ferroni.

Gendtipos: del/del - homozigoto delecio, del/ins - heterozigoto e ins/ins - homozigoto

insercao.
Gene Modelo OR (IC 95%)  Valorp
MIRNA4463 rs5877455 ins/ins vs del/ins + del/del 1,78 (1,16-2,71) 0,007
MIRNA3945 rs14593105 6/ ins/ins vs del/ins + del/del 1,95 (1,08-3,53) 0,021
MIRNAS48H-4 rs150141473 ins/ins vs del/ins + del/del 1,75 (1,05-2,95) 0,028
MIRNA920 rs66686007 ins/ins vs del/ins + del/del 0,43 (0,24-0,77) 0,004
MIRNA3652 rs62747560 ins/ins + ins/del vs del/del 0,26 (0,10-0,62) 0,002

Fonte: autor da pesquisa.

Além susceptibilidade, foi avaliado também as variantes clinicas dos pacientes
investigados; sendo que ao avaliar o impacto genético das 7 variantes INDELSs nas variantes
clinicas categorizadas em Lauren (difuso ou intestinal), tipo (cardia e ndo cardia) e diagndstico
(precoce e tardio) encontrou-se associagdo significativa apenas na variante MIRNA4463

conforme demonstrado na tabela 10.

Nao houve correlagdo dos demais variantes com as caracteristicas clinicas, assim como

nenhuma variante teve associagao significativa com o estadiamento tumoral.

Tabela 10 - Associacoes significativas de insercoes e delecdes na analise do INDEL
MIRNA4463 quanto ao prognostico no CG. Genotipos: del/del - homozigoto delecio,

del/ins - heterozigoto e ins/ins - homozigoto insercao.

Gene Modelo Categorizacao OR (IC 95%)  Valor p
MIRNA4463 rs5877455  ins /ins vs del /ins + del / del Lauren (Difuso ou Intestinal) 2,30 (1,27-4,18) 0,004
MIRNA4463 rs5877455  ins/ins vs del /ins + del / del Tipo (Cardia e ndo-cardia) 2,20 (1,26-3,84) 0,005
MIRNA4463 rs5877455  ins/ins vs del /ins + del / del Diagnostico precoce ou tardio 2,80 (1,64-4,80) 0,000

Fonte: autor da pesquisa.

Quanto ao tipo de adenocarcinoma gastrico, foi observado associagdes significativas do
alelo del do gene MIRNA4463 com o risco aumentado para a incidéncia do adenocarcinoma

gastrico do tipo Lauren difuso (OR= 2,30, p=0,004). Ao categorizar os tumores em relagcdo ao
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tipo (cardia e ndo-cardia), as andlises apontaram uma associagao significativa do alelo del do
gene MIRNA4463 com risco aumentado de desenvolver o tumor na regido da “nao-cardia”
(OR=2,20, p=0,005). Quando se avaliou a distribui¢ao alélica em relagdo diagndstico precoce
(menos de 40 anos) e tardio (mais de 40 anos) de CG, observou-se que o alelo del do
MIRNA4463 foi associado a uma maior incidéncia nos pacientes com diagnostico precoce
(OR=2,80, p=0,000).

Em relagdo a anélise da curva de sobrevivéncia de CG e considerando 51 dados clinicos
e de sobrevida dos pacientes com CG deste estudo, a andlise dos INDELs apontou diferencas
significativas para a variante MIRNA3652 (p=0,04) conforme a Figura 13. Pois o alelo
homozigoto del/del do MIRNA3652 foi associado ao risco diminuido € com isso a uma

sobrevida maior destes pacientes, conforme Gréfico 1.

Grifico 1 - Sobrevivéncia global de pacientes com CG associado significativamente ao
genotipo del/del para o INDEL MIRNA3652. Wilcoxon p = 0,03 (HR = 3,46); Long-rank
p =0,04. As analises e graficos foram realizados pelo pacote de sobrevivéncia, software
SPSS.
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Fonte: autor da pesquisa.

Em relacdo aos dados de sobrevivéncia associado ao CG tipo Lauren (difuso e
intestinal), a curva de sobrevivéncia apontou diferenga significativa com p=0,01, conforme o
grafico 2, na qual as amostras de cancer gastrico do tipo difuso apresentaram tempo de

sobrevida menor do que as do tipo intestinal.
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Grifico 2 - Sobrevivéncia global de pacientes com CG tipo Lauren difuso. Wilcoxon p =
0,04; Long-rank p = 0,01. As analises e graficos foram realizados pelo pacote de
sobrevivéncia, software SPSS.
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Lauren

intestinal
—Difuso
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Fonte: autor da pesquisa.
Para a validacdo dos INDELs de MIRNAs pelo método RNA-seq realizamos a analise
diferencial em 27 amostras de tecidos tumorais do grupo de CG deste estudo. Nesta analise
avaliamos todos os transcritos diferencialmente expressos em amostras tumorais a partir da

variante alterada em cada marcador de MIRNA.

Para o gene MIRNA4463 a analise diferencial das 27 amostras tumorais associadas as
variantes alteradas (del/ins e del/del), apontaram os transcritos GPAM e DCAFI1I

diferencialmente expressos (p<0,05) (grafico 3).

Grafico 3 - Volcano plot sumarizando transcritos diferencialmente expressos (DE) em
amostras tumorais para o marcador MIRNA4463.
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Fonte: autor da pesquisa.
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Dentre os diferencialmente expressos buscamos os genes alvos do MIRNA4463
previstos usando o banco de dados TArgetScan, na qual indicou o alvo DCAFFI11 como um
alvo potencial deste MIRNA (Agarwal et al., 2015). E ao realizarmos o alinhamento destes,

observamos uma similaridade de 100% entre sequéncias do MIRNA4463 e o transcrito

DCAFF11 (Figura 15).

Figura 15 — Alinhamento de sequéncias MIRNA4463 (Query) e ao alvo bioldgico
DCAFF11 (Subject).

Score Expect Identities Gaps
26.5 bits (28) 0,048 14/14 (100%) 0/14 (0%)
TN
Sbjct 3568 CAGCCCCAGTATAT 3581

Fonte: https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi.
Figura 16 — Modelo do alinhamento de sequéncias MIRNA4463 e o alvo biologico

DCAF11.
DELECAO
MIRNA4463
AG

MIRNA4463 r : \
| cAAAGTAGGACTAAGTCCAGAAAATTGCAAAGAAGCCC G 2 c ‘
REGIAC MADURA 100 % alinhados

DCAF11 (mRNA)

Fonte: autor da pesquisa.

Para o marcador MIRNA3171, a analise diferencial das 27 amostras associadas as

variantes alteradas (del/ins e del/del), identificaram 27 transcritos diferencialmente expressos

(p<0,05).
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Grafico 4 - Volcano plot sumarizando transcritos diferencialmente expressos (DE) em

amostras tumorais para o marcador MIRNA3171.
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Fonte: autor da pesquisa.
Ao analisarmos esses mRNAs-alvos no site de previsdo TargetScanHuman
identificamos o CTHRCI como um potencial alvo para este marcador (Agarwal et al., 2015).

Apesar do alvo previsto, 0 mesmo nao apresentou nenhuma similaridade com a sequéncia
génica do MIRNA3171.

Para o marcador do gene MIRNAS548H-4, a analise diferencial das 27 amostras tumorais
associadas as variantes alteradas (del/ins e del/del), apontaram o transcrito COL28A41

diferencialmente expressos (p<0,05) (grafico 5).
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Grafico 5 - Volcano plot sumarizando transcritos diferencialmente expressos

(DE) em amostras tumorais para o marcador MIRNA548H 4.
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Fonte: autor da pesquisa.

Ao realizarmos a predi¢do génica relacionada ao MIRNA548H-4 com o banco de dados
TargetScan, identificamos o transcrito COL2841 como um potencial alvo biolégico (Agarwal
et al., 2015). E ao alinharmos ambos, observamos uma similaridade de 89% em uma regido de

complementariedade do MIRNA548H-4 e o COL28A41 (Figura 17).

Figura 17 — Alinhamento de sequéncias MIRNA548H 4 (Query) e ao alvo biologico
COL28A41 (Subject).

Score Expect Identities Gaps
51.8 bits (56) 2e - 08 34/38 (89%)  0/38 (0%)
Query 143 GTATTAGGTTGGTGCAAAAGTAATTGCGGTTTTTGTCA 180

LT TR EEE LT

Sbjet 121076 ~ GTATTTCGTCGGTGCAAAAGTAATTGCGGTTTTTGCCA 121039

Fonte: https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi.
Observamos que no alinhamento do MIRNA548H e o COL28A1, mais precisamente
préoxima a regido madura, encontra-se a variante delecdo do MIRNA na regido do pré-miRNA

(Figura 18).
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Figura 18 — Modelo do alinhamento de sequéncias MIRNA548H 4 e o alvo biolégico
COL28A1.

REGIAO MADURA
|

MIRNA548H_4 |
TAATGAAACGTAAAGTAP{TT&TGACAAAAACCGCGATTAC TTTTGCACCAACCTAATAGCT
|

samasian_o 89% alinhados

TAAAGTAA

COL28A1 (mRNA)

Fonte: autor da pesquisa.
Além desse alvo, 0 MIRNA548H-4 apresentou alinhamento com o gene associado a via

de proliferacdo celular do cancer: O KRAS (88% alinhados) (NCBI, 2022; Uprety; Adjeei, 2020;
Yoon et al., 2019).

No gene MIRNA516B-2 a andlise diferencial das 27 amostras tumorais associadas as
variantes alteradas (del/ins e ins/ins), apontaram os transcritos MTND5P7, MTND5P16, PGA3,
GAPDHP72, PCKI, RP11-98L5.5 e SMURFI diferencialmente expressos (p<0,05) (Grafico
6).

Grafico 6 - Volcano plot sumarizando transcritos diferencialmente expressos

(DE) em amostras tumorais para o marcador MIRNAS516B-2.
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Fonte: autor da pesquisa.
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Dentre os diferencialmente expressos, a partir do banco de dados TargetScan,
identificamos o transcrito PGA3 e SMURFI como potenciais alvos para o MIRNAS516B-2
(Agarwal et al., 2015). E ao realizarmos o alinhamento destes, observamos uma similaridade

de 86% do MIRNA516B-2 e o transcrito PGA3 (Figura 19)

Figura 19 - Alinhamento de sequéncias MIRNA516B-2 (Query) e ao alvo biolégico PGA3

(Subject).
Score Expect Identities Gaps
26.5 bits (28) 0,044 14/14 (100%) 0/14 (0%)

Query 200 GAAAGAAAAGAAAG 213

Sbjet 460 GAAAGAAAAGAAAG 473

Fonte: https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi.
E importante destacar que no alinhamento entre a variante do MIRNA516B-2 e o PGA3

encontram-se localizados a inser¢ao do MIRNA e parte da regido madura (Figura 20).

Figura 20 — Modelo do alinhamento de sequéncias MIRNA516B-2 e o alvo biologico
PGA3.

INSERGAO
MIRNA516B_2
AAAGA
REGIAO MADURA

|
MIRNA516B_2 1 [ \
CTTTGTGTTTTGTGAAAGAARAGAAAGTGCTTCCTTTCAGAGGGTTACTCTTTGAG

100 % alinhados

PGA3 (mRNA)

Fonte: autor da pesquisa.
Também verificamos uma similaridade de 93% do MIRNAS516B-2 e o transcrito
SMURF1 (Figura 21).
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Figura 21 - Alinhamento de sequéncias MIRNA516B-2 (Query) e ao alvo biologico
SMURF1 (Subject).

Score Expect Identities Gaps
41.0 bits (44) 2¢ - 05 25/27 (93%)  0/27 (0%)
Query 349 TCTGTAGCCCAGGCTCGAGTGCGGTGG 375

L PP T

Sbjct 72646 TCTGTTGCCCAGGCTGGAGTGCGGTGG 72672

Fonte: https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi.
A Figura 22 apresenta o modelo de alinhamento do MIRNA516B-2 ¢ o SMURF'I, na
qual notamos a regido de alinhamento e a variante inser¢do do MIRNA localizada na regido do

pré-miRNA.

Figura 22 — Modelo do alinhamento de sequéncias MIRNA516B-2 e o alvo biologico
SMURFI.

<=

INSERCAO
MIRNA516B_2
AAAGA

MIRNA516B_2

| cerrrreT i CTANGACAGGGTGTCTGTAGCCCAGGCTCGAGTGCGETGAC |

N

REGIAO MADURA

93% % alinhados

SMURF1 (mRNA)

Fonte: autor da pesquisa.

Em relagdo a variante INDEL MIRNA548A4J-2, a anélise diferencial das 27 amostras
tumorais associadas as variantes alteradas (del/ins e del/ins), apontaram os transcritos DCAF11,
GPAM e o RP11-777B9.5 como diferencialmente expressos (p<0,05) (grafico 7). Contudo o
banco de dados de predig@o a alvos de miRNAs TargetScanHuman identificou apenas o GPAM
como alvo potencial do MIRNA548A4J-2 (Agarwal et al., 2015).
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Grafico 7 - Volcano plot sumarizando transcritos diferencialmente expressos

(DE) em amostras tumorais para o marcador MIRNA548AJ-2.
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Fonte: autor da pesquisa.

Ao realizarmos o alinhamento deste, observamos uma similaridade de 91% de do

MIRNA548A4J-2 e o transcrito GPAM (Figura 23).

Figura 23 - Alinhamento de sequéncias MIRNA548A4J-2 (Query) e ao alvo biolégico

GPAM (Subject).
Score Expect Identities Gaps
64.4 bits (70) le-12 41/45 (91%)  0/45 (0%)

Query 220 AAAAGTAATAGCAAAAACTGCAATTACTTTTGCACCAACCTAATA 264

LELTLLEE TEE P LT

Sbijct 3702  AAAAGTAACAGCGAAAACCGGAATTACTTTTGCACCAACCTAATA 3746

Fonte: Agarwal et al., 2015.
No modelo de alinhamento entre o MIRNA5484J-2 ¢ o GPAM, observamos a

localizagdo da variante delecdo na regido madura e a regido de alinhamento em destaque (Figura

24).
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Figura 24 — Modelo do alinhamento de sequéncias MIRNA548AJ-2 e o alvo bioldgico
GPAM.

REGIAO MADURA
|

MIRNA548AJ-2

AGGTTGGTG N BNIGOHG 71T TACCAT T OGO

1

DELECAO 91 % alinhados

MIRNA548AJ
AAGT

GPAM (mRNA)

Fonte: autor da pesquisa.

O transcriptoma ndo apontou genes diferentemente expressos associados com os
marcadores MIRNA920, MIRNA4274, MIRNA630 e MIRNA3945, porém quando associamos a
transcritos envolvidos em vias importantes do CG, obtivemos os seguintes alinhamentos (tabela

11), os quais foram mencionados como potenciais alvos no site de previsdo TargetScanHuman.

Tabela 11 — Genes associados e alinhados com as variantes INDEL de MIRNAs.

MIRNAs GENES alinhados Autor
MIRNA920 KRAS

BCL2
MIRNA4274 KRAS

TNF Agarwal et al., 2015

MIRNA3171 TGFBR2
MIRNA630 KRAS

BCL2
MIRNA3945 TGEBR2

Fonte: autor da pesquisa.

Em relacdo aos INDELs alterados em regides especificas de alinhamentos SEED e
madura dos marcadores (MIRNA302c, MIRNA3945, MIRNA548A4J-2, MIRNA4274 E
MIRNA516B-2), mais precisamente nas regides especificas 3’-5’UTR dos miRNAs e nas
regides 5’-3’UTR dos mRNAs-alvos, identificou-se com exatiddo os genes alvos regulados por

estes marcadores a partir do banco de dados miRanda (Banco de dados que prevé alvos de
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mRNA para miRNAs usando alinhamento de programagdo dindmica e termodinamica -
https://bioweb.pasteur.fr/packages/pack@miRanda@3.3a). A analise computacional levou em
consideragdo trés parametros: a complementariedade da sequéncia usando um algoritmo de
alinhamento, o nivel de energia de interagdo entre as ligagdes miRNA-mRNA a partir de -30
kcal/Mol e uma pontuagao (score) acima de 170.000.000, estes valores sdo considerados devido
serem parametros significativos e necessarios para previsao de locais de ligagdes de miRNAs

de alta afinidade a um mRNA-alvo (Mathews et al. 2007; Stark et al., 2003).

A principio a andlise computacional identificou 118 mRNA-alvos dos miRNAs
alterados nas regides de leitura (SEED e madura), sendo 43 mRNA-alvos associados a diversos
tipos de cancer, e desses, 20 alvos associados ao cancer gastrico, e finalmente, 16 mRNA-alvos
alinhados com o miRNA302¢, 2 mRNA-alvos alinhados com o miRNA548aj-2 ¢ 2 mRNA-
alvos alinhados com o miRNAS516b-2 (Tabela 12). O miRNA3945 ¢ miRNA4274 nao

apresentaram alinhamentos com nenhum mRNA-alvo conforme o banco de dados MiRanda.
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Tabela 12 — Alinhamentos, interacio dinimicas e termodinAmicas entre moléculas de

miRNAs e os mRNA-alvos.

mRNA- Score Energia Alinhame

Interagdo miRNA-mRNA-alvo INDEL  Regido alvo 10° kealMol nto 35" Fungio Biologica associadas ao cincer gastrico Referéncias
x ¥
Forward:  Score: 174,000000 0Q:2 to 20
Query: 3" attcACGAAGGT-ACAAAGTCACC 5° . Goh et al.
Ret: 5 sattreeHiad L . MIRNA302c  Seed  DLAT 174 2081  89.47% Proliferagdo de células. 2015
Energy: =-20.809999 kCal/Mol
Forward: Score: 172.000000 0Q:2 to 17
Query:  3' attcacgAGGTACAMGTCACE 5° Yang etal
pet: 5 qg"“g“,{,t‘;é}émaé}éa 3 MIRNA302¢  Seed PGM2LI 172 -20.02 100.00% Metabolismo de glicose e lipidios associado ao prognotico. 2022 -
Energy: -20.020000 kCal/Mol
Forward:  Score: 189.000000 0:2 to 22
Query: 3" atTCACGAAGGTACAAAGTCACC 5 Wu et al.
net 5 m}.m!.v.l'lrl'ré“yruarlrlrét 3 MIRNA302c  Seed ATG4C 189 -28.22  95.00% Altos niveis associados a uma boa sobrevida global. 2020 ’
: g
Energy: -28.219999 kCal/Mol
Forward:  Score: 172.000000 0:2 to 19
Query: 3 attcaCG-AAGGTACA-AAGTCACC 5* Hiperexpressio iadaa bstico ruim (proliferagdo ¢ Hashi et
o
Ref: 5 ua.aéb\”&&}éh”&éug 3 MIRNA302¢  Seed  PRKCI 172 -28.48  89.47% invasio de células). al, 2019
Energy: -28.480000 kCal/Mol
Forward:  Score: 171.000000 Q:2 to 22
Query: 3" atTCACGAAGGTACAAAGTCACC 5* Ma et al
Rt s com it L 0 MIRNA302¢  Seed  TNKS 171 -21.17  90.00% Proliferagdo e migragdo de células. 2021 N
Energy: -21.170000 kCal/Mol
Forward:  Score: 173.000000 0:2 to 19
Query:  3' attcaCGAAGGT-ACAAAGTCACC 5* liferacio. invasi ioraci d
LTI MIRNA302e  Sced ZBTB20 173 -2658  88.89% ! gdo, invasiio ¢ migragdo favorecendo a Zhang ctal.
Ref: 5' acaccGCTTGCAGTGTTTCAGTGG 3' tumorigénese com associagdo ao H.pilory 2019
Energy: -26.580000 kCal/Mol
Forward:  Score: 172.000000 0:2 to 17
Query: 3" attcacgAAGGTACAMAGTCACC 5° Hipoexpressd iada a progressio do tumor e ao Cuietal.,
Ref: 5 :gucu”}«cl;uévl'#cl;lgc‘c MIRNA302c  Seed ABI 172 | -19.25 | 93,33% prognostico. 2010
Energy: -19.250000 kCal/Mol
Forvard:  Score: 176.000000 0:2 to 22
ok it by Ao promondoa oo, migno e
pets 5 AT oMYy 3+ MIRNA302c  Seed ALDH3BI 176 258  85.71% invasio de células no tmor. Lietal, 2022
Energy: -25.809999 kCal/Mol
Forward:  Score: 173.000000 0:2 to 18
Query: 3" attcacGAAGGTACAMAGTCACC 5* Xuetal,
et o Ltn(ca(“ﬂ";cll’:c‘#‘}élc‘}ét 5 MIRNA302¢  Seed  NRGI 173 -21.08  93.75% Promove migragdo e invasio de células. 2021 ?
Energy: -21.080000 kCal/Mol
Forward:  Score: 172.000000 Q:2 to 17
Query:  3' attca(g?&ﬁl?tlﬁﬂcﬁc 5 Zhang et al
o 4 ]
Ref: s uccuan“ccll\nlrr\‘uémg 3 MIRNA302¢c  Seed ENTPD4 172 -2326 93.33% Promogio do CG. 2020
Energy: -23.260000 kCal/Mol
Forward:  Score: 174.000000 Q:2 to 22
Query:  3' atTCACGAAGGTACAMAGTCACC 5' Wang et al.
LU i MIRNA302c  Seed CTNNA2 174 -21.01  85.00% Mutagao driver. ’
Ref: 5' gtATTGCTTC—TGTTTCAGTGE 3° 2014
Energy: -21.010000 kCal/Mol
Forward:  Score: 170.000000 0:2 to 21
Query:  3' attCAC—GAA-GGTACAAAGTCACC 5' Wang et al.
et 5 tareroacemct b ML MIRNA302c Seed  GSDME 170 -21.49 = 81,82% Regula apoptose em célulasde do cancer. 2018
Energy: -21.490000 kCal/Mol
Forward:  Score: 173.000000 Q:2 to 22
Query:  3' atTCACGAAGGTACAAAGTCACC 5* Guo etal
et o :u‘\r}tl.cll«‘rrrll\}r‘.a”y\é}clg 3 MIRNA302c Seed RABI4 173 2212 85.00% Oncogene que atua na proliferagdo de células via AKT 2017 ”
Energy: -22.100000 kCal/Mol
Forvard:  Score: 171,000000 0:2 to 22
Query:  3' atICAI\(IZG?AGGTAtUIMG;‘Cﬁ: s Xu etal
: o . . s .,
Ref: 5 caaeHb L L . MIRNA302c  Seed  PKHDI 171 -16 85,00% Variante associada ao TP53 ¢ ao C. géstrico 2020
Energy: -16.000000 kCal/Mol
Forward:  Score: 179,000000 0:2 to 20
Query:  3' attcACGAAGGTACAAAGTCACC 5° Leong et al.
fef: 5 guc“‘(lH(Ic‘r‘réaHruéHq 3 MIRNA302c  Seed  DOK6 179 -27.08 8889% Biomarcador associado a baixa sobrevida. 2017
Energy: -27.080000 kCal/Mol
Forward:  Score: 177.000000 Q:2 to 22
Query: 3" atTCACGAAGGTACAAAGTCACc 5' Duan et al.
pef: o Lo LR TTTIVTTTY MIRNA302c  Seed ACYP2 177 2229  90.00% Susceptibilidade ao c. gastrico. 2010
Energy: -22.290001 kCal/Mol
Forward: Score: 171.000000 Q:2 to 16
Query:  3' atTTTTGACGTTAAAAt 5' . . Wang etal.,
net . M%w\m} 5 MIRNA5484J-2Madura  GSTO2 171 -18.77  100% Associagdo ao H. pylori e a0 CG. 2021
ef: g a
Energy: ~-18.770000 kCal/Mol
Forward:  Score: 175.000000 Q:2 to 16
Query:  3' aﬂTT'TGA(?YT t L i Luetal,
Ref: 5 amé}écuma 3 MIRNAS5484J-2Madura HOXA3 175 -17.66 100,00% Proliferagdo de células. 2020
Energy: -17.660000 kCal/Mol
Forward:  Score: 179.000000 Q:2 to 21
Query: 3 taGAC(-TCCATTCWCGTGAla 5" A 15 deste A, iado a do Dayyam et
Rets . gt‘l:.l’éé(ué“érmaéut 3+ MIRNASI6B-2 Madura MDM2 179 -29.79  90.00% C.G. ¢ tbm com Epstein-Barr. al. 2021
Energy: =-29.790001 kCal/Mol
Forward:  Score: 174.000000 0:2 to 19
Query:  3' tagaCCTCCATTCTTCGTGAAa ' i i iaga i
LT MIRNASIGB-2 Madura BCLG6B 173 2108 8824y, pressortumoralno cincer gistrico ¢ associagio abaixa  Xu etal,
Ref: 5' ggtaGAAAGTAAGAAGCACTTt 3 sobrevivéncia. 2012
Energy: -21.799999 kCal/Hol

Fonte: autor da pesquisa.
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A partir dos resultados obtidos pela técnica de RNA-seq nas andlises de tecidos de CG

e tecidos adjacentes (Banco de dados do NPO), analisamos os niveis de expressdo desses

mRNA-alvos alinhados com os miRNAs que apresentaram INDELSs alterados na regido SEED
e madura (Tabela 13).

Tabela 13 — Niveis de expressao dos mRNA-alvos no Banco de

transcriptoma/NPO

INDEL Regiio  mRNA-alvo A“gf;j';“;“t“ Tecido CG (;’, <V0a 1005;
MIRNA302¢ Seed DLAT 89.47%, Hiperexpresso p =001
MIRNA302c Seed PGM2LI 100.00% Hiperexpresso p=003
MIRNA302¢ Seed PRKCI 89.47%, Hiperexpresso p =004
MIRNA302¢ Seed ZBTB20 88.899%, Hipoexpresso p =002
MIRNA302c Seed ABII 93.33% Hiperexpresso p =000
MIRNA302c Seed RABI4 85.00% Hiperexpresso p =004
MIRNA302c Seed PKHD1 85,00% Hipoexpresso p=0,00
MIRNA302c Seed ACYP2 90.00% Hipoexpresso p =000
MIRNA5484J-2 Madura HOXA3 100,00% Hiperexpresso p =001
MIRNAS516B-2 Madura MDM?2 90.00% Hiperexpresso p =000

Fonte: autor da pesquisa.

Na Tabela 13 verificamos a interacdo dos INDELSs alterados e seus respectivos mRNA-

alvos, apontando niveis de expressdes que influenciam vias importantes do CG, porém devemos

considerar que a epigenética ndo ocorre somente com a acao de um tinico miRNA, ¢ importante

entendermos que podem ocorrer em conjunto processos epigenéticos como agdo de outros

RNAs ndo codificantes, metilagdes do DNA e modificagdes a nivel de histonas (Oliveira et al.,

2016).
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5. DISCUSSAO

O estudo de variantes em miRNAs ¢ de grande importancia para entendermos vias
importantes que acometem o cancer gastrico, pois diversas alteragcdes gendmicas ocorrem em
regides especificas do gene que podem atuar na modificacdo da funcionalidade e na biogénese
de uma molécula a ser codificada como um miRNA, logo ¢ relevante avaliar variantes em
genes de pacientes portadores de CG da regido Norte, regido esta que apresentou uma alta

incidéncia de novos casos em comparagdo com as taxas gerais no Brasil e no mundo

(Bhattacharya; Ziebarth; Cui, 2012; Cavalcante et al., 2020; Chen; Guo, 2020; INCA, 2020).

Neste estudo caso-controle analisamos um painel de 11 INDELs (hsa-mir-302c, hsa-
mir-548A4J-2, hsa-mir-4274, hsa-mir-630, hsa-mir-516B-2, hsa-mir-4463, hsa-mir-3945, hsa-
mir-548H-4, hsa-mir-920, hsa-mir-3171 e hsa-mir-3652) em 446 amostras, sendo 301
pacientes portadores de CG e 145 individuos do grupo controle todos eles oriundos de
populagdes miscigenadas da Amazonia brasileira. E importante destacar que pouco estudos
foram desenvolvidos em estas 11 variantes INDELs no trabalho relacionadas ao CG. Neste
trabalho, encontramos associacdo significativas em cinco variantes do tipo INDEL: Asa-mir-
3945 rs145931056, hsa-mir-548H 4 rs150141473, hsa-mir-920 rs66686007, hsa-mir-
3652 rs62747560 e hsa-mir-4463 rs5877455.

A validagdo desses marcadores do tipo INDEL foi realizada através da andlise dos
transcritos diferencialmente expressos e através da busca do alinhamento desses MIRNAs com
seus respectivos RNA-alvos, pois apesar do grau de complementariedade ser um parametro
complexo e muito importante, o perfeito pareamento ndo ¢ obrigatoriamente o Unico fator
determinante para o funcionamento do complexo miRISC, porque miRNAs com alinhamentos
imperfeitos também podem levar a clivagem do RNA-alvo, além de que novos mecanismos
estdo sendo mais detalhados como a agdo destes miRNAs nao somente no silenciamento
transcricional, mas como promotor da transcricdo e ainda como indutor na eficiéncia da

traducdo (Pereira, 2015).

Com um INDEL de 12 pares de bases, 0o MIRNA3945 esté localizado no cromossomo 4
e na regido madura do gene. Encontramos associa¢ado significativa do alelo alterado del do hsa-
mir-3945 com o risco aumentado para o desenvolvimento do CG ao fazer analise em relagdo a
susceptibilidade. Apesar deste miRNA nao estar descrito na literatura associado ao CG, o banco
de dados miRDB (Banco de dados para alvos funcionais de miRNA) apontou o hsa-mir-3945

como alvo de proteinas da familia Rab, sendo esta considerada como um potencial indicador
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de metéstase e prognostico para o carcinoma de pulmao (Koh; Song, 2019); Além disso o Asa-
mir-3945 é alvo também da familia da proteina receptora TNF que atua no processo de

proliferacdo celular e de tumorigénese (Guo et al., 2020; Liu; Wang, 2019).

O gene TNF codifica uma citocina pré-inflamatoria pertencente a superfamilia do fator
de necrose tumoral, este gene esta envolvido em varios processos bioldgicos como proliferagao
celular, metabolismo lipidico, coagulagdo, diferenciacdo e apoptose, funcdes bioldgicas

associadas a diversas doencas entre elas, o cancer (NCBI, 2022).

E importante destacar, que o MIRNA3945 apresentou similaridade de sequéncias
quando alinhado com o RNA-alvo TGFBR?2 (88% Alinhados) (Tabela 13). O TGFBR2 ¢ um
gene codificador de uma proteina transmembrana que tem um dominio de proteina quinase
compondo um complexo heterodimérico com o receptor Tgf-B 1 e se liga ao Tgf-p. A
fosforilacdo das proteinas entra no nlicleo e regulam a transcricdo de genes relacionados a
proliferacdo celular, parada do ciclo celular, cicatrizagdo de feridas, imunossupressdo e
tumorigénese (NCBI, 2022). A inflamacdo, na verdade, pode ser um mecanismo chave na
patogenicidade de algumas doengas como artrite reumatdide, doenca de Crohn e aterosclerose,

bem como cancer de figado, estobmago e célon (Onizawa M, et al, 2009).

Nas analises do RNA-seq, o MIRNA516B-2 apresentou dois RNAs-alvo
diferenciamenlte expressos nos tumores de CG: o PGA3 (hipoexpresso) e o SMURFI
(hiperexpresso) (Figura 19). Quando alinhados com uso da ferramenta BLAST estes RNAs-
alvos PGA3 e SMURF1 apresentaram pareamento de 100% e 93% respectivamente como o
MIRNAS516B-2. O transcrito PGA3 aparece diferencialmente hipoexpresso nos pacientes de
acordo com o grafico Volcano plot (Figura 19). Este transcrito PGA3 traduz um gene que
codifica um precursor proteico da enzima digestiva pepsina, um membro da familia peptidase,
em seguida o precursor codificado ¢ secretado pelas células principais géstricas e em condigdes
acidas forma a enzima ativa, que funciona na digestdo de proteinas alimentares. Este gene
traduzido ¢ encontrado em um conjunto de genes relacionados no cromossomo 11, cada um dos
quais codifica um dos varios pepsinogénicos. Os niveis de pepsinogen no soro podem servir
como biomarcador para gastrite atrofica e cancer gastrico (NCBI, 2022). Logo, nossos dados
associam este miRNA ao risco diminuido quando a variante INDEL na regido do alinhamento
e pode estar favorecendo o pareamento perfeito (100%) do MIRNAS516b-2 para com o mRNA-
alvo PGA3 (Figura 21) e contribuindo para a maquinaria miRISC, isto ¢, o silenciamento deste

transcrito, o qual apresenta-se nas analises de trascriptoma hipoexpresso (Figural9).
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Além desse transcrito, as andlises do transcriptoma apresentaram o transcrito SMURF'1
diferencialmente hiperexpresso para os alelos alterados do MIRNAS516B-2, na qual apresentou
um pareamento incompleto (93%) entre miRNA e mRNA-alvo (Figura 23). O SMURF1 atua
como um fator oncogénico em neoplasias humanas, na qual a hiperexpressao deste gene esta
associado ao tamanho do tumor, a linfonodos ¢ metastases distantes, um estadiamento avangado
do tumor (TNM) e a uma diminuicdo significativa da sobrevida. Além disso o SMURFI atua
em vias importantes como a via PI3K/Akt e seus alvos adjacentes, incluindo c-Myc e Zebl. O
nocaute do SMURF'] inibiu significativamente a proliferagdo, a migracdo e a invasdo celular,
logo inibiu o crescimento tumoral e a metastase de CG. Logo, a literatura menciona o SMURF I
como um potencial biomarcador clinico para o tratamento do CG (Tao et al., 2017). Uma
possivel interpretacdo dos nossos resultados em relag@o a hiperexpressao do transcrito SMURF']
¢ que o pareamento imperfeito (93%) (Figura 23) nao foi suficiente para 0 miRNAS516b-2
silenciar o RNA-alvo SMURF, logo este apresenta-se hiperexpresso nos tecidos tumorais de

CG conforme nossos dados do RNA-seq mencionaram o transcrito.

A variante tipo INDEL MIRNA3171 ¢é caracterizada por um INDEL de 2 pares de bases,
a qual estd localizado na regido do pré-miRNA do gene. As analises de RNA-seq identificaram
como diferencialmente expresso o transcrito CTHRCI, na qual o banco de dados
TargetsScanHuman associou o mesmo como um alvo potencial para o MIRNA3171. O
CTHRCI quando expresso estd associado a processos de remodelacdo de tecidos e a
carcinogénese e metastases em tumores de CG, além de que a superexpressdo deste gene em
tecidos tumorais esta associada a um mau prognostico de CG (Ding et al., 2020; Zhao et al.,
2022). Varios estudos mencionam o CTHRCI como um eficiente biomarcador de progndstico
para previsdo de recorréncia ou metastase tumoral (Mei et al., 2020; Guo et al., 2014). Além
desse alvo, ao alinharmos 0 MIRNA3171 com vias importantes e que influenciam no CG citadas
no site de predigdo de alvos para miRNAs TArgetScanHuman, verificamos associagdo e
alinhamento com os genes TGFBR2 (77% alinhados), gene este envolvido na proliferacao e
ciclo celular do cancer (Agarwal et al., 2015; Onizawa M, et al.,2009). Logo a nossa
interpretacdo ¢ que o alelo alterado del esteja causando um erro de leitura do miRNA3171 para
com os mRNA-alvos, e impedindo a acdo do complexo de silenciamento, o que favorecera a

superexpressao dos genes CTHRCI e TGFBR2 no CG.

A variante MIRNA548A4J-2 esta localizada no cromossomo X e na regido madura do
gene da classe dos miRNAs. Em relagdo as analises moleculares do INDEL, este marcador nao

apresentou um p significativo quanto a susceptibilidade e aos dados clinicos (p<0,05), porém
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quando associamos os marcadores alterados (del/del + del /ins) ao transcriptoma do CG,
identificamos transcritos diferencialmente expressos no transcriptoma, como: O DCAFI1, o
GPAMeo RP11-777B9.5. O banco de dados de miRNA TargetScanHuman identificou somente
o transcrito GPAM como potencial alvo do MIRNA548A4J-2 (Agarwal et al., 2015). O GPAM ¢
um gene que atua na migragao celular e que se apresenta hiperexpresso em diferentes tipos de
cancer, além de estar associado uma reducao da sobrevida global em casos de cancer de ovario
(Marchan et al., 2017).

Quando alinhados, este MIRNA5484J-2 e o RNA-alvo GPAM apresentaram-se com um
alinhamento incompleto (91% alinhados) (Figura 27). Logo, a nossa interpretacdo € que a
localizagdo da variante dele¢do na regido madura poderd ocasionar um erro de leitura do
complexo miRISC MIRNA5484J-2 ¢ o mRNA GPAM, o que favorecera a expressdo deste
transcrito, esta interpretagdo corrobora com o dado obtido da andlise do transcriptoma
apresentando o transcrito GPAM hiperexpresso nas amostras de tumor gastrico (Figura 25).

Além disso, o site de predicao de alvos para 0 MIRNA548A4J-2 ressalta como mRNAs-
alvos o gene KRAS e o MYC (Agarwal et al., 2015). Estes dois transcritos apresentaram
alinhamentos 91% e 100% de alinhamentos respectivamente, sendo ambos apresentaram
alinhamentos na regido madura do gene e de localiza¢do da variante deleg@o.

O MYC é um oncogene envolvido nos mais diferentes tipos de cancer, no cancer gastrico
a desregulagdo dele ¢ fundamental para o processo de tumorigénese no tecido gastrico a partir
da associacdo a proliferagdo celular, sobrevivéncia e resisténcia a medicamentos. O papel exato
dos miRNAs e o MYC ¢ desconhecido, porém muitos estudos buscam esclarecer esse papel e
identificar o potencial da via do MYC, pois trata-se de um potencial alvo a ser utilizado na
clinica médica como biomarcador e também como alvo para desenvolvimento de terapias

promissoras (Anauate et al., 2020).

O KRAS ¢ um oncogene que codifica a proteina kras que atua em vias importantes de
proliferacdo celular e angiogénese, sendo que no adenocarcinoma gastrico a ativagdo do KRAS
estimula a transi¢do epitélio mesenquimal (EMT) a qual favorece o processo metastatico

(NCBI, 1988; Uprety; Adjei, 2020; Yoon et al., 2019).

Logo, a associacdo e o alinhamento dos genes MYC e KRAS com a variante
miRNA548A4J-2 faz deste marcador um potencial alvo de estudo, pois ele pode estar

desregulando duas vias de grande complexidade e importancia para o desenvolvimento do CG.
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Em relagdo ao alinhamento 3’e 5’UTRs do miRNAS548aj-2 alterado com mRNA-alvos
nas analises de RNA-seq, verificamos complementariedade de 100% com o mRNA

hiperexpresso HOXA3, um supressor tumoral atuante em vias importantes e favorece a

proliferacao do CG (Lu et al, 2020) (tabela 13).

O INDEL MIRNA302C localiza-se no cromossomo 4, sendo que a variante se encontra
localizada na regido de leitura (SEED) do gene da classe dos miRNAs. Nossos resultados nao
apresentaram significancia para este marcador, contudo ao analisarmos o alinhamento 3’UTR
do miRNA302c e 5’UTR dos mRNA identificamos potenciais alvos deste marcador atuando
em diversas fungdes bioldgicas que favoreceriam a progressdo do CG (Tabela 12). Ao
investigamos a expressdo desses potenciais alvos associados ao CG nas andlises de RNA-seq
verificamos que 0 miRNA302c alterado alinhou-se aos alvos (DLAT, PRKCI, ABIle RABI4),
os quais estdo hiperexpressos e associados significativamente a vias de proliferagdo e invasao
celular do CG (Goh et al., 2015; Hashimoto et al., 2019; Cui et al., 2010; Guo et al., 2017),
além desses o0 miRNA302c alinhou-se a0 mRNA-alvo ZBTB2(, um supressor tumoral que
apresentou a hipoexpressao associada a regulacdo da tumorigénese do CG e associa¢do ao H.
pylori (Zhang et al., 2019) (tabela 13). Este marcador apresentou dados relevantes de interagao
com alvos associados ao CG, o que faz dessa variante um forte candidato a marcador de risco

a cancer gastrico.

No biomarcador MIRNA4274, nossas analises moleculares ndo apresentaram valor
estatistico significativo para avaliarmos este miRNA, porém apesar deste resultado, o
biomarcador alinhou-se com os transcritos importantes como o KRAS e o TNF (Agarwal et al.,
2015).

A variante de INDEL MIRNA630 nao apresentou significancia na andlise de
susceptibilidade para o CG, e os dados do transcriptoma ndo apresentaram genes
diferencialmente expressos, porém dois genes importantes e que atuam em vias do CG
alinharam-se com este MIRNA, contudo mais estudos sdo necessarios para avaliarmos o

potencial deste marcador (Agarwal et al., 2015).

Na variante MIR548h-4, em relacdo a susceptibilidade, encontramos associa¢do
significativa do alelo alterado de/ do MIRNA548h-4 com o risco aumentado para desenvolver
CG (Tabela 4). Este INDEL tem sido mencionado em varios estudos importantes como, o
estudo da expressao anormal do miRNA548h-4 e a interacdo como o KRAS em pacientes com

osteossarcoma, na qual a andlise correlacionou negativamente a expressao do miRNA548h-4
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com a expressdao do KRAS, gene atuante no processo de tumorigénese e de metéstase de diversos
tipos de cancer, sendo que, no adenocarcinoma gastrico a ativagao do KRAS estimula a transi¢ao
epitélio mesenquimal (EMT) e a geracao de células-troncos cancerigenas, promovendo assim
metastases. Além disso ocorreu alinhamento do MIRNA548h-4 com o transcrito KRAS o que
favorece a hipotese de que haja uma possibilidade da perda de fun¢do do RNA-alvo em
decorréncia do complexo miRISC. Estudos mencionam a hipoexpressdo deste miRNA
revertendo os efeitos do silenciamento do KRAS, e com isso, estimulando o crescimento € a
migracdo metastaticas (Chen et al., 2019b). Logo nosso estudo contribui com a interpretagao
de que o alelo alterado del possa atuar na perda de fungdo do miRNA548h-4 em pacientes com
CG e consequentemente reverter os efeitos do silenciamento do KRAS, o qual estimula o
crescimento celular e o processo metastatico do cancer (Chen et al., 2019b; NCBI, 1988; Yoon

etal., 2019).

Na validagdo do transcriptoma, o transcrito COL28A1 apresentou-se diferencialmente
expresso quando associado a variante de/ do MIRNA548h-4 (Figura 18). Segundo Agarwal et
al. (2015) este MIRNA esta associado ao gene COL28A 1, induzindo uma possivel interpretagao
de que o alelo alterado de/ esteja contribuindo para a perda de fungdo do miRNAS548h-4, e
possivelmente favorecendo a hiperexpressdo do COL28A41 ja que o mesmo nao estd sendo
silenciado. O gene COL28A1 esta associado a resisténcia ao tratamento imunoterapico e

associado ao progndstico de pacientes oncoldgicos (Chen et al., 2019a; Yang et al, 2019).

Nossos dados demonstram uma associagdo significativa do alelo alterado del do
MIRNA3652 ao risco diminuido para o desenvolvimento de CG (Tabela 4). A literatura aponta
o miRNA3652 desempenhando papel importante na regulagdo da expressao de alguns membros
da familia BCL2. Alguns estudos apontam a Bcl-2 atuando como uma proteina antiapoptotica
reguladora da fisiologia mitocondrial, e quando desregulada torna as células do cancer
insensiveis aos medicamentos antineopldsicos indutores de apoptose (Singh; Saini, 2012),
codificando uma proteina integral da membrana mitocondrial externa que bloqueia a morte
apoptdtica de algumas células, sendo que o bloqueio desta via favorece o processo neoplésico.
Além disso a expressdo do BCL2 esta correlacionada ao tratamento radioterapico de alguns
canceres (Chrysovergis et al., 2019; NCBI, 2022; Siddiqui; Ahad; Ahsan, 2015). Apesar das
informagdes ndo serem suficientes para qualquer conclusdo, uma possivel interpretacdo dos
dados deste INDEL ¢ a de que o alelo alterado del/ no MIRNA3652 possa estar atuando
negativamente na expressdao de genes como o BCL2 e com isso, contribuindo para o risco

diminuido de CG, o que corrobora com nossos dados, assim como com a nossa curva de
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sobrevivéncia global na figura 6, na qual apontou o gendtipo homozigoto del/del deste INDEL

associado ao risco diminuido e com isso a uma sobrevida maior desses pacientes.

Na valida¢do dos dados da variante INDEL MIRNA3652 por RNA-seq, ndo obtivemos
resultados diferencialmente significativos e relacionados com este miRNA. Talvez o numero
amostral reduzido (27 amostras do transcriptoma) tenha sido o fator limitante para obtermos

resultados significativos para este marcador.

O MIR920 apresentou diferenca significativa quanto a susceptibilidade dos casos e
controles, onde o alelo alterado del deste miRNA apresentou um risco diminuido para o CG
(Tabela 4). Pesquisas envolvendo este miRNA estdo associadas ao carcinoma hepatocelular
(Chen et al., 2010), na qual o estudo associa niveis do hsa-miR-920 a proteina BTrCP, e regula
a via de sinalizagdo NFKJ, ambas envolvidas na progressdo do hepatocarcinoma. Além disso,
o MIR920 atua em diversas vias do cancer, envolvendo genes de grande potencial na oncologia
como o CEBPB, o MYC e o TGFBR2, relacionados a vias de proliferacdo, anti-apoptose,
invasdo e metastase em patologias como o cancer colorretal, leucemia, linfoma, sarcoma, cancer
de prostata e neuroblastoma (Vlachos et al., 2015). Apesar da importancia que o marcador
apresentou em diversas vias associadas ao cancer, ¢ necessario o aprofundamento maior do

estudo deste marcador associado ao cancer gastrico.

Nossos dados de RNA-seq ndo apresentaram genes associados com o MIRNA920),
porém durante o alinhamento alvos importantes apresentaram similaridade entre as sequéncias,
como 0 KRAS e o BCL2. Assim como outros marcadores, talvez o nimero amostral reduzido
(27 amostras do transcriptoma) tenha sido o fator limitante para obtermos resultados

significativos para este marcador.

O gene MIR4463 apresentou associacdo significativa, em nosso estudo, para
susceptibilidade em desenvolver o CG (Tabela 4). Quanto as caracteristicas clinicas, nossos
dados demonstraram que o alelo de/l do MIRNA4463 tem risco aumentado para o
desenvolvimento do cancer géstrico precocemente. Quando categorizamos os tumores por
regido do estdbmago observamos que o alelo del/ deste miRNA apresentou um risco aumentado
de desenvolver tumores na regido da ndo-cardia. E quando analisados de acordo com a
classificagdo de Lauren, o alelo de/ do gene MIRNA4463 apresentou diferenca significativa e

associado a uma chance maior de desenvolver o tumor gastrico do tipo difuso (Tabela 5).

Segundo Assumpgao (2020), o CG do tipo difuso apresenta uma frequéncia elevada em

pacientes mais jovens e relevancia aumentada a fatores genéticos do que ambientais, logo
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encontrar associacao significativa do alelo de/ do MIRNA4463 a tumores do tipo difuso a uma
frequéncia significativa de chances de desenvolver o CG precocemente, reforca o potencial do
marcador MIR4463, pois os tumores deste tipo sdo os que ndo estdo ligados a lesdes pré-
cancerosas que ocorrem em pacientes mais jovens apresentando pior prognéstico € possuem

um padrdo de crescimento invasivo (Assumpgao et al., 2020).

Ocelular no cancer colorretal (CCR), pois o miRNA4463  apresenta-se
hiperexpresso nestes tipos de tecidos, tendo uma expressdo ainda maior nos tecidos de CCR
com metastase, sendo assim a expressao positiva do miRNA4463 tem como alvo o supressor
tumoral PPPIRI12B, o qual atua inibindo o processo de tumorigénese e metastatico no CCR
(Ding et al., 2019; Tan et al., 2022). Além disso, o marcador do tipo INDEL apresentou
similaridade génica com o transcrito PPPIR12B, o que corrobora com os dados da literatura,
pois a delecdo do MIRNA4463 pode estar possibilitando o silenciamento génico do mRNA-
alvo. Neste caso, a hipotese ¢ que nossos dados apontam para a dele¢do deste marcador atuando
no complexo miRISC do gene supressor tumoral PPPIRI2B, de modo que o silenciamento
deste favoreceria a regulacao de vias de sinalizagdo e com isso, a progressao do CG. Portanto,
entende-se que essa variante possa ser um excelente candidato a marcador de risco a cancer

gastrico precoce e de pior prognostico.

A validagdo da variante INDEL MIRNA4463 pela técnica do RNA-seq apontou uma
associacdo com o transcrito DCAFI1, um gene regulador da progressao do ciclo celular
(Agarwal et al., 2015), sendo que ao alinharmos as sequéncias do gene deste MIRNA com a do
RNA-alvo, obtivemos um pareamento de 100% (Figuras 16 e 17). A hipdtese desta validagao
¢ que a delecdo deste marcador possa estar promovendo a transcri¢ao ou aumentando a tradugao
do mRNA DCAF11, conforme observamos o transcrito superexpresso em 20 vezes nos dados
de RNA-seq de CG (grafico 3), logo esta hiperexpressdo pode estar desregulando o
funcionamento deste gene e com isso, descontrolando a progressdo do ciclo celular e

favorecendo a progressao do tumor no CG (Chen et al., 2017).

Vale ressaltar que literatura aponta o marcador MIRNA4463 com potencial significativo
associado ao pior prognostico em pacientes com carcinoma hepatocelular, pois estes pacientes
apresentaram niveis elevados de expressao do miRNA-4463 associado significativamente a um
curto tempo de sobrevivéncia quando comparado ao grupo controle (Hu et al., 2017). Contudo
o nosso estudo ndo obteve dados significativos para compor uma curva de sobrevivéncia dos

casos de CG deste marcador, pois obtivemos dados de sobrevida apenas de 51 pacientes.
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Zhang (2017), por sequenciamento, sugere o miRNA4463 como um potencial
biomarcador de rastreamento ndo-invasivo para o cancer. Pela reagdo em cadeia da polimerase
em tempo real (RT-PCR) validou o nivel de expressao deste miRNA, sendo que esta variante
apresentou uma hiperexpressao mais sensivel na preven¢do da progressdo do cancer de colon,
além disso Zhang mencionou o papel importante do miRNA4463 associado a resposta a danos
no DNA, a apoptose celular, a proliferagdo celular e a desregulacdo transcricional no cancer

(Zhang et al., 2017).

Adicionalmente, em nosso estudo, realizamos a curva de sobrevivéncia (figura 7)
apresentando casos de cancer gastrico do tipo difuso associado significativamente com o menor
tempo de sobrevivéncia. Logo estes dados corroboram com o da literatura, caracterizado por
uma forte histologia difusa, que compreende o cancer gastrico do tipo difuso (CGD) como um
dos canceres mais agressivos, na qual ¢ diagnosticado em pacientes com idade precoce
apresentando uma propensdo a metastases a distancia, o que demonstra a agressividade desta
doenca, havendo possibilidades de um niimero elevado de 6bitos. Vale ressaltar que o cancer
gastrico do tipo difuso estd associado a hereditariedade e ¢ considerado uma sindrome
autossdmica dominante, na qual 40 % dos casos possuem mutacdes germinativas no gene
CDHI1 (Liao et al., 2020). A E-caderina (CDH1) ¢ um gene de predisposi¢do ao cancer gastrico
difuso hereditario, sendo que mutagdes neste gene contribui ainda mais para o menor tempo de
sobrevida do paciente (Van Der Post et al., 2015). El-Husny et al. (2016), em seu estudo,
realizado por sequenciamento de nova geracdo (NGS), avaliou mutagdes da linha
germinativa CDHI em individuos que correspondem aos critérios clinicos para cancer gastrico
difuso hereditario (HDGC), ou que exibem diagnostico muito precoce de cancer gastrico. Como
resultado, enfatizou a existéncia de casos de cancer gastrico causados por mutagdes da linha
germinativa CDHI no norte do Brasil, embora as informag¢des sejam regularmente ignoradas
devido a existéncia de inimeros fatores ambientais ofuscando os dados genéticos.

Sendo assim, mutagdes no gene da E-caderina fornece estimativas confidveis para o
estudo e manejo do CGD em portadores de mutacdes germinativas (Hansford et al., 2015).
Portanto, nossa curva de sobrevivéncia corrobora com os dados da literatura, porém sugerimos
analises mais detalhadas dos casos de cancer gastrico difuso, buscando o histérico oncologico
familiar desses pacientes, assim como a analise molecular de mutagdes importantes como as do
gene CDHI, a fim de validar informagdes importantes para o estudo deste tipo de cancer

gastrico.
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6. CONCLUSAO

A incidéncia do cancer gastrico (CG) vem diminuindo pela evolug¢do do tratamento,
assim como melhorias no saneamento bdsico, diminui¢do de refrigerantes, aumento no
consumo de frutas, diminui¢do de sal, erradicacdo do H. pylori e a intensificacdo na pesquisa

(Moore MA, et al. 2010).

O adenocarcinoma ¢ o tipo mais comum, representando cerca de 90-95% dos tipos de
canceres. Biomarcadores na andlise genética e clinica viriam contribuir no diagnostico precoce
e hereditario. Para a clinica, a identificagdo e o conhecimento da influéncia de determinados
genes aumentariam a compreensdo dos preditores e suas associagdes poderiam resultar em

praticas clinicas melhorando a eficacia dos tratamentos.

Nossos dados apontaram resultados relevantes em relacdo a susceptibilidade e a
variantes clinicas diante de biomarcadores de INDELSs pouco estudados em associa¢dao ao CG
na Amazdnia. A principio nossos objetivos foram alcancados quando demonstramos a
importancia de variantes associadas ao CG. Encontramos associagdes significativas em trés
INDELSs para risco aumentado: hsa-mir-4463 rs5877455, hsa-mir-3945 rs145931056 e hsa-
mir-548h-4_rs150141473 e dois INDELS para risco diminuido: o hsa-mir-920 rs66686007 e
hsa-mir-3652 rs62747560, todos associados ao CG.

A anélise de 27 amostras de tecidos de CG pela técnica de RNA-seq possibilitou buscar
a validacdo dessas variantes apontadas no estudo e na literatura como biomarcadores que
influenciam o CG, porém o aumento do niimero amostral para validag¢do pelo transcriptoma,
analise de expressdo de cada miRNA nos casos de CG pela técnica de PCR em tempo real, além
da analise de expressdo proteica por western blotting possibilitardo estudos futuros a elucidar
de forma mais precisa a acdo de cada INDEL no CG, afinal descobertas de variantes de miRNAs
associados a populacdo da Amazdnia ¢ de extrema relevancia para a utilizagdo desses
biomarcadores como ferramentas de auxilio no diagnostico precoce e no tratamento a partir do

perfil genético e ambiental da nossa populagao.
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of microRNA gene in gastric cancer. OQur findings demonstrate that three INDELs
variants in genes encoding microRNAs (hsa-mir-4463, hsa-mir-3945 and hsa-mir-548H_4)
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

As seguintes informacdes estao sendo fornecidas para sua participacao
voluntaria neste projeto.

Vocé esta sendo convidado(a) para participar, como voluntario, em uma
pesquisa. Apds ser esclarecido(a) sobre as informagdes a seguir, no caso de
aceitar fazer parte do estudo assine ao final deste documento, que esta em duas
vias. Uma delas € sua e a outra € do pesquisador responsavel. Em caso de recusa
vocé nao sera penalizado (a) de forma alguma. Se vocé tiver alguma consideragao
ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) do Nucleo de Pesquisas em Oncologia, localizado no endereco:
rua dos mundurucus, n. 4487, prédio da unacon do hospital barros barreto,
telefone 3201- 6778, email cep.npo@gmail.com

Titulo do Projeto: ANALISE SISTEMATICA DE
POLIMORFISMOS EM GENES DE MIRNAs EM PACIENTES COM CANCER NO

ESTADO DO PARA.

O estudo pretende desenvolver paineis de marcadores moleculares do tipo
insercao e delecao (indels) em miRNAs com amostras de sangue periférico de
pacientes com cancer do Estado do Para armazenadas no Laboratério do Nucleo
de Pesquisas em Oncologia da Universidade Federal do Para. Serdo utilizadas
somente amostras devidamente autorizadas pelos proprios pacientes que serao
contatados, esclarecidos a respeito da pesquisa na qual participarao e solicitados
a assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, permitindo o uso de
suas aliquotas de sangue e obtencdo de seus dados clinicos, em nivel de
prontuario.

A utilizagao da sua amostra (sangue periférico armazenada) sera realizada
mediante sua livre aceitacdo e assinatura do deste Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido. Os possiveis riscos encontrados neste projeto estdo
relacionados a confidencialidade de dados do paciente. Para diminuigdo destes
riscos, serao utilizadas estratégias para manter o sigilo de informagdes, como
associar dados dos pacientes a codigos de identificagdo. Quanto aos beneficios
do estudo, podemos citar a (1) capacidade de utilizagdo do painel de marcadores
de MIRNA como ferramenta no prognéstico do cancer e (2) a possibilidade de um
diagnéstico do paciente mais eficaz e menos invasivo.

Em qualquer etapa do estudo vocé podera ter acesso ao pesquisador
responsavel para esclarecimento de quaisquer duvidas, assim como total
liberdade de sair da pesquisa caso ndao queira mais participar, sem qualquer
prejuizo ao seu tratamento na Instituicdo. Os dados coletados serdo mantidos
sob sigilo, avaliados e utilizados apenas para esta pesquisa e vocé nao sera
recompensado com qualquer tipo de pagamento por ter participado.

Nao ha beneficio direto para o participante. Em qualquer etapa do estudo,
os participantes do estudo ou seus responsaveis terdo acesso aos profissionais
relacionados com a pesquisa para o esclarecimento de duvidas. Os principais
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investigadores sao Professor Dr. Sidney E. Batista dos Santos e o Msc. Antonio
André Conde Modesto, que podem ser encontrados no Nucleo de Pesquisas
em Oncologia, 2° Piso da UNACON. Av. Mundurucus, 4487, Guama, Belém-PA,
CEP: 66073-000, telefone (91) 3201-6776, e-mail: sidneysantos@ufpa.br e
antoniocmodesto@gmail.com.

E garantida a liberdade de retirar o consentimento a qualquer momento e
deixar de participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade do seu
tratamento na instituicdo.

As informagdes obtidas serdo analisadas em conjunto com outros
pacientes, ndao sendo divulgada a identificagdo de nenhum paciente. O material
sera utilizado somente para este estudo, e os resultados obtidos estardo a
disponibilidade dos doadores. A eventual inclusdao dos resultados em uma
publicacao cientifica sera feita de modo a garantir o anonimato do participante.

Nao ha despesas pessoas para cada participante em qualquer fase do
estudo, incluindo exames e consulta.

Acredito ter sido suficientemente esclarecido a respeito das informagdes que li ou que foram
lidas para mim, descrevendo um estudo “ANALISE SISTEMATICA DE
POLIMORFISMOS EM GENES DE MIRNAs EM PACIENTES COM CANCER NO
ESTADO DO PARA™.

Eu discuti com ANTONIO ANDRE CONDE MODESTO sobre a minha decisdo de
participar do estudo. Ficaram claros para mim claros para mim quais sdo os propositos do
estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Concordo voluntariamente em
participar deste estudo e poderei retirar meu consentimento a qualquer momento, antes ou
durante o processo, sem penalidades, prejuizo ou perda de qualquer beneficio que possa ter
adquirido. Ressaltando que tal documento sera emitido em duas vias, permanecendo uma

com o participante e uma via com o pesquisador.

Data: / /
Nome do participante:

Assinatura do participante ou responsavel legal:

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o consentimento livre
e esclarecido deste paciente ou representante legal para igipacdo neste
estudo. | A

Assinatura do responsavel pelo estudo: ‘ /
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TABELA S9: Variantes alélicas em associacoes de MIRNAs para predisposicao de GC.
Analise de regressao logistica com corre¢io de Bon Ferroni. Genétipos: Del / Del =

dele¢io homozigotica, Del / Ins = heterozigoto e Ins-Ins = insercio homozigotica.

Gene Modelo OR (IC 95%) Valor P

MIRNAG630 rs139334001 Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del 1,40 (0,68-2,88) 0,344
Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del = 1,00 (0,68-2,0) 0,308
MIRNAS516B 2 rs10670323 Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del ' 1,00 (0,50-1,50) 0,37
Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del 0,91 (0,56-1,48) 0,709
MIRNA4463 rs5877455 Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del 1,78 (1,16-2,71) 0,007
Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del 1,00 (0,65-1,65) 0,122
MIRNA3171 rs35170395 Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del 1,34 (0,85-2,10) 0,203
Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del 1,00 (0,42-1,50) 0
MIRNA3945 rs145931056 Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del ' 1,95 (1,08-3,53) 0,021
Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del 1,00 (0,18-5,37) 0,974
MIRNAS48H 4 rs150141473 Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del 1,75 (1,05-2,95) 0,028
Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del 1,00 (0,15-14,2) 0,734
MIR5484J 2 rs145326096 Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del 1,53 (0,97-2,41) 0,06
Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del ' 1,00 (0,91-2,55) 0,102
MIRNA302C rs199971565 Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del ' 1,00 (0,30-1,80) 0,034
Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del 1,00 (0,35-2,00) 0,307
MIRNA4274 rs202195689 Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del 0,58 (0,31-1,06) 0,081
Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del = 1,00 (0,80-2,00) 1
MIRNA920 rs66686007 Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del 0,43 (0,24-0,77) 0,004
Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del | 0,24 (0,02-2,71) 0,232
MIRNA3652 rs62747560 Ins / Ins + Ins / Del vs Del / Del 0,26 (0,10-0,62) 0,002
Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del 1,02 (0,67-1,54) 0,93

Fonte: autor da pesquisa.



TABELA S10: Associacdes significativas de insercoes e delecoes na analise dos 11

INDELSs em relacio as variantes clinicas no GC. Genoétipos: Del / Del = deleciao

homozigotica, Del / Ins = heterozigoto e Ins-Ins = insercio homozigdtica.

95

OR (IC 95%)

Valor P

MIRNA630_rs139334001

MIRNAS516B_2 rs10670323

MIRNA4463 _rs5877455_

MIRNA3171 rs35170395

MIRNA3945 rs145931056

MIRNA548H 4_rs150141473

MIR548A4J 2 rs145326096

MIRNA302C rs199971565

MIRNA4274 rs202195689

MIRNA920 rs66686007
MIRNA3652 rs62747560

Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del
Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del
Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del
Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del
Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del
Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del
Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del
Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del
Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del
Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del
Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del
Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del
Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del
Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del
Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del
Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del
Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del
Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del
Ins / Ins vs Del / Ins
Ins / Ins vs Ins / Del + Del / Del
Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del

Tipo Difuso ou Intestinal

1,01 (0,46-2,21)
1,00 (0,20-10,38)
1,00 (0,30-2,10)
1,43 (0,79-2,61)
2,30 (1,27-4,18)
1,00 (0,83-2,22)
0,88 (0,51-1,50)
1,00 (0,21-1,78)
1,22 (0,65-2,27)
1,00 (0,05-4,79)
1,46 (0,84-2,53)
1,00 (0,07-8,43)
1,41 (0,84-2,37)
1,00 (0,47-1,53)
1,92 (0,50-7,31)
1,00 (0,05-4,83)
1,39 (0,57-3,39)
1,00 (0,10-0,95)
1,00 (0,19-1,62)
0,97 (0,59-1,62)
1,00 (0,56-17,29)

0,975
0,718
0,514
0,242
0,004
0,216
0,636
0,351
0,539

0,52
0,179
0,816
0,199
0,574
0,338
0,524
0,474
0,402
0,271
0,922
0,178

MIRNAG630_rs139334001

MIRNA516B_2 rs10670323

MIRNA4463 rs5877455

MIRNA3171 rs35170395

MIRNA3945_rs145931056

MIRNAS548H 4 rs150141473

MIR5484J 2 rs145326096

MIRNA302C rs199971565

MIRNA4274_rs202195689

MIRNA920 rs66686007
MIRNA3652 rs62747560

Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del
Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del
Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del
Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del
Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del
Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del
Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del
Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del
Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del
Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del
Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del
Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del
Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del
Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del
Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del
Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del
Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del
Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del
Ins / Ins vs Del / Ins
Ins / Ins vs Ins / Del + Del / Del
Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del

Lauren (Cardia e nao-cardia)

0,83 (0,37-1,88)
1,00 (0,20-10,38)
1,00 (0,03-7,57)
1,22 (0,64-2,33)
2,20 (1,26-3,84)
1,00 (0,71-2,57)
0,81 (0,47-1,42)
1,00 (0,21-1,47)
0,78 (0,41-1,46)
1,00 (0,02-1,48)
0,90 (0,50-1,61)
1,00 (0,02-2,54)
2,01 (1,11-3,63)
1,00 (0,66-2,33)
3,86 (0,48-31,39)
1,00 (0,14-13,74)
0,62 (0,26-1,46)
1,00 (0,10-0,95)
3,02 (0,86-10,54)
0,73 (0,43-1,23)
1,00 (0,21-17,25)

0,659
0,01
0,596
0,534
0,005
0,344
0,469
0,246
0,435
0,07
0,72
0,21
0,017
0,502
0,137
0,762
0,283

0,053
0,24
0,545
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MIRNAG630 rs139334001

MIRNA516B 2 rs10670323

MIRNA4463_rs5877455

MIRNA3171 rs35170395

MIRNA3945 rs145931056

MIRNAS48H 4 _rs150141473

MIR5484J 2 rs145326096

MIRNA302C rs199971565
MIRNA4274_rs202195689

MIRNA920 rs66686007
MIRNA3652 rs62747560

Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del
Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del
Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del
Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del
Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del
Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del
Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del
Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del
Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del
Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del
Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del
Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del
Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del
Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del
Del / Del vs Ins / Del
Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del
Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del
Ins / Ins vs Del / Ins
Ins / Ins vs Ins / Del + Del / Del
Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del

Diagnostico precoce ou

tardio

1,58 (0,74-3,39)
1,00 (0,13-6,86)
1,00 (0,10-0,95)
1,33. (0,75-2,38)
2,80 (1,64-4,80)
1,00 (0,19-1,62)
1,00 (0,01-0,06)
0,12 (0,07-0,21)
1,34 (0,74-2,42)
1,00 (0,07-8,43)
0,97 (0,57-1,66)
1,00 (0,59-1,74)
1,00 (0,87-5,07)
7,41 (3,34-16,44)
1,00 (0,14-7,15)
0,98 (0,44-2,19)
1,00 (0,13-6,86)
1,59 (0,67-3,80)
0,96 (0,59-1,55)
1,00 (0,07-2,04)

0,232
0,961
0,237
0,331

0,334
0,058
0,918
0,969

0,994
0,955
0,498
0,385
0,867
0,239

MIRNA630_rs139334001

MIRNAS516B_2 rs10670323

MIRNA4463 rs5877455

MIRNA3171 rs35170395

MIRNA3945 rs145931056

MIRNA548H 4_rs150141473

MIR548A4J 2 rs145326096

MIRNA302C rs199971565

MIRNA4274_rs202195689

MIRNA920 rs66686007
MIRNA3652 rs62747560

Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del
Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del
Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del
Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del
Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del
Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del
Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del
Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del
Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del
Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del
Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del
Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del
Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del
Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del
Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del
Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del
Ins / Ins vs Del / Ins
Ins / Ins vs Del / Ins
Ins / Ins vs Ins / Del + Del / Del
Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del

Estadiamento
T1vs T2/ T3/ T4

0,23 (0,03-1,77)
1,00 (0,02-2,54)
1,00 (0,45-121,44)
0,98 (0,38-2,52)
0,52 (0,23-1,13)
1,00 (0,16-1,39)
0,65 (0,27-1,58)
1,00 (0,19-3,94)
0,59 (0,19-1,76)
1,00 (0,24-23,71)
0,75 (0,31-1,83)
1,00 (0,32-40,92)
0,62 (0,25-1,50)
1,00 (0,30-1,97)
0,00 (0,00 -0,00)
1,00 (0-0)

0,4 (0,05-3,09)
0,42 (0,05-3,29)
1,48 (0,69-3,16)
1,00 (0,02-2,54)

0,08

0,19
0,96
0,105
0,141
0,326
0,845
0,315
0,183
0,52
0,344
0,27
0,572
0,606

0,314
0,352
0,316

Fonte: autor da pesquisa.
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