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RESUMO

O cancer colorretal (CCR) € o tipo de neoplasia maligna que se desenvolve no colon,
reto e canal anal. No Brasil, € a segunda maior causa de 6bitos da populacao e é tido como
problema de salde publica devido o envelhecimento populacional. A porcentagem de doenca
localizada ao diagndstico é de 39% e de doenca metastatica é de 13.9%. Os RNAs néo
codificantes (ncRNAs) sdo moléculas de RNA transcritas de regides ndo codificantes do
genoma, portanto, ndo possuem estrutura de leitura aberta e ndo sédo traduzidas em proteinas.
Podem ser usados como biomarcadores diagndstico, preditivos ou progndsticos para o
tratamento do CCR e de outros canceres. Dentre os ncRNAs, os miRNAs apresentam-se cada
dia mais com estudos evidenciando sua importancia do acompanhamento e entendimento do
seu impacto para o acompanhamento do paciente com CCR. Dessa forma, entender suas
relacBes com genes especificos que ja sdo utilizados para determinar tratamentos para este
cancer, como o gene KRAS, bem como com outros genes potencialmente importantes para a
carcinogénese e evolucdo natural da doenca, torna-se de extrema importancia. Assim, este
trabalho tem por objetivo avaliar o impacto da expressdo diferencial de miRNAs e de SNPs no
prognostico de pacientes com cancer colorretal utilizando abordagens integrativas de bases de
dados e dados primarios de pacientes da regido norte do Brasil, além de potenciais impactos na
via de sinalizagdo do gene KRAS, por meio de técnicas de bioinformatica.

Palavras-chave: Cancer colorretal; mirRNA; KRAS; SNP



ABSTRACT

Colorectal cancer (CRC) is the type of malignant neoplasm that develops in the colon,
rectum and anal canal. In Brazil, it is the second leading cause of death in the population and is
considered a public health problem due to population aging. The percentage of localized disease
at diagnosis is 39% and of metastatic disease is 13.9%. Non-coding RNAs (ncRNAs) are RNA
molecules transcribed from non-coding regions of the genome, therefore, they do not have an
open reading frame and are not translated into proteins. They can be used as diagnostic,
predictive or prognostic biomarkers for the treatment of RCC and other cancers. Among the
ncRNAs, the miRNAs are increasingly presented with studies showing their importance in
monitoring and understanding their impact for the follow-up of patients with CRC. Thus,
understanding their relationships with specific genes that are already used to determine
treatments for this cancer, such as the KRAS gene, as well as with other genes potentially
important for carcinogenesis and the natural evolution of the disease, becomes extremely
important. Thus, this work aims to evaluate the impact of the differential expression of miRNAs
and SNPs on the prognosis of patients with colorectal cancer using integrative approaches to
databases and primary data from patients in the northern region of Brazil, as well as potential

impacts on the pathway of KRAS gene signaling, through bioinformatics techniques.

Key words: Colorectal cancer; miRNA; KRAS; SNPs
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1. INTRODUCAO

1.1 Cancer

O céncer tem em sua génese no crescimento desordenado de células e capacidade de
invadir 6rgaos e tecidos vizinhos (INCA, 2023). Possui origem multifatorial, influenciada por
fatores ambientais, comportamentais, étnicos e GENETICOS (OLIVEIRA E FORTES, 2013;
WU et al., 2018).

O aumento da expectativa de vida em consonancia com as mudancas de estilo de vida e
exposicao cada vez maior a fatores cancerigenos abrem um alerta importante para 0 aumento
do nimero de casos, e assim o cancer tem ganhado cada vez mais importancia no perfil de
adoecimento da populacdo brasileiro (RUIZ e HERNANDEZ, 2014; INCA, 2023). No Brasil,
¢ a segunda maior causa de 6bitos da populacéo e é tido como problema de saude publica devido
o0 envelhecimento populacional. S&o estimados, para o triénio de 2023-2025, mais de 704 mil
novos casos dessa doenca no pais, sendo pouco mais de 25.460 mil casos estimados para a
regido Norte do pais em 2023 (INCA, 2023).

Quando avaliamos a génese do céancer, existem basicamente dois tipos distintos de
alteracdes envolvidas nesse processo: a ativacdo de oncogenes e a inativacdo de genes
supressores de tumor (Cooper, 2000; PIAZZA et al., 2010). Os oncogenes se originam de
mutacdes ocorridas nos proto-oncogenes, que estdo ligados normalmente ao processo de
crescimento e proliferacdo celular (PIAZZA et al., 2010; AMERICAN CANCER SOCIETY,
2019). Quando estes genes sofrem mutacGes, ocorrem desregulagdes no processo de
crescimento celular, podendo levar a proliferagdo desordenada e invaséo de outros tecidos
(COOPER, 2000; PIAZZA et al., 2010; AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019).

Os genes supressores de tumor sdo genes envolvidos em processos ou mecanismos de
controle do ciclo celular ou do crescimento celular (PIAZZA et al.,, 2010; AMERICAN
CANCER SOCIETY, 2019). Quando modificados, podem perder sua funcdo na regulacédo
negativa da proliferacdo celular, podendo levar ao crescimento desordenadao das células
(PIAZZA et al., 2010).

1.2 Epidemiologia

O cancer é uma doenca global, configurando-se como problema de saude publica nos

mais diversos paises do mundo. Na maioria deles, essa doenca ja se encontra entre as principais
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causas de morte antes dos 70 anos de idade. Segundo estimado pelo GLOBOCAN 2018, foram
esperados para este ano um total de 18,1 milhdes de novos casos de cancer no mundo e 9,6
milhGes mortes decorrentes dessa doenca (BRAY et al., 2018). Espera-se que, ao longo do
século XXI, o cancer se torne a principal causa de morte no mundo e a barreira mais importante
para frear a expectativa de vida da populagédo (BRAY et al., 2018).

No Brasil, segundo dados do Instituto Nacional de Cancer (INCA), sdo estimados para
0 triénio de 2023-2025 cerca de 704 mil novos casos de cancer para cada ano. Quando esses
dados séo ajustados para considerar o sub-registro existente no pais, estima-se um total de 685
mil novos casos a cada ano (INCA, 2023). Dentre os sitios tumorais, o cancer de pele nao-
melanoma é o mais incidente (220 mil casos), seguido dos canceres de mama (74 mil) e prostata
(72 mil casos), colorretal (46 mil casos), pulmé&o (32 mil casos) e estdbmago (21 mil casos).

Assim como a variacao existente entre os paises do mundo, as regides do Brasil também
tém taxas de incidéncia diferentes entre si, bem como diferentes magnitudes para cada tipo de
cancer. Estima-se que a Regido Sudeste concentre as maiores taxas de incidéncia do pais, com
cerca de 70% dos novos casos de cancer, seguida das regides Nordeste (27,8%) e Sul (23,4%).
Quanto aos tipos de cancer, nas regides Sul e Sudeste predominam os de préstata e mama
feminina, além de pulmao e intestino. J& no Norte e Nordeste, ha um grande impacto dos
canceres de colo do Utero e de estdmago nas taxas de incidéncia, mesmo que também

apresentem o de prdstata e mama feminina como principais (INCA, 2023).

1.3 Cancer de célon e reto

O cancer colorretal (CCR) € o tipo de neoplasia maligna que se desenvolve no célon, reto
e canal anal (EISENHARDT, 2013; ROSAS et al., 2013). Seu inicio ocorre geralmente na
forma de um pdlipo benigno com potencial cancerigeno, como os polipos adenomatosos,
observados em 96% dos casos (SIEGEM et al., 2014); SLATTERY et al., 2016).

Assim como nos outros canceres, 0 sedentarismo, tabagismo e consumo excessivo de
alcool, aumentam a taxa de incidéncia do CCR (EISENHARDT, 2013). A idade avancada
também eleva o risco de desenvolvimento desta neoplasia, sendo que 90% dos novos casos
ocorrem em individuos maiores que 50 anos (EISENHARDT, 2013). Outros fatores que
tambeém pode influenciar s&o: sexo, sendo mais prevalente em homens; etnia, obesidade,
contato com substéncias cancerigenas e alimentacdo rica em carnes vermelhas, gorduras,
componentes nitrosos, aminas heterociclicas, e pobres em célcio (EISENHARDT, 2013;
ROSAS et al., 2013; SIEGEL et al., 2014)
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1.3.1 Transformac&o neoplésica

A génese do cancer colorretal se da através da mudanca do epitélio normal para um
tecido de carater hiperproliferativo. A partir de entdo, ocorrerd a perda da homeostase pelo
desequilibrio estrutural do tecido, o que podera culminar em adenomas no futuro. Esse processo
é heterogéneo, tendo influéncia de aspectos que também irdo definir a evolucdo da doenca
(LUCAS et al., 2017).

Na etiopatogenia do cancer colorretal estdo envolvidas questdes genéticas e ambientais,
bem como a interagdo entre elas. Mutac¢Ges genéticas podem estar envolvidas com oncogenes,
genes supressores de tumor e genes relacionados ao reparo do DNA. De acordo com sua origem,
a tumoracdo podera ser classificada como esporadica, hereditaria ou familiar (MARMOL et al.,
2017).

Neoplasias provindas de mutagdes pontuais representam a maior parte dos casos (70%)
e desenvolvem-se de forma mais longa. Na maior parte dos casos costuma ocorrer um padrao
de mutacdes denominado transformacdo adenoma-adenocarcinoma. O processo tem inicio em
genes supressores de tumor, o que culmina na formacéo de polipos — lesGes ndo malignas. Em
10 anos, aproximadamente 15% dessas formagdes evoluirdo para carcinomas se nao forem
devidamente ressecadas. Tal processo costuma envolver mutagdes nos genes KRAS, P53 e APC
(MARMOL et al., 2017).

Ademais, discute-se também a relacdo entre ocorréncia de cancer colorretal e a
microbiota intestinal. A neoplasia costuma ocorrer com maior frequéncia em regiées com maior
densidade bacteriana. Recentemente, estudos tém demonstrado a modificagcdo dessa microbiota
em pacientes com cancer colorretal quando comparados a populacao sem a patologia. Pesquisas
em modelos animais endossam essa linha ao comprovar que animais com microbiota intestinal
normal tém maior desenvolvimento de cancer quando comparados aqueles desprovidos de tal
microbiota. Foram apontados como aspectos relacionados e determinantes questdes como a
liberacdo de toxinas especificas e a ruptura da barreira epitelial, os quais levam a inflamagéo
(LUCAS et al., 2017).
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1.3.2 Epidemiologia

De acordo com 0 GLOBOCAN 2018, o cancer de pulméo € a principal causa de morte
por cancer no mundo (18,4%), seguido do cancer colorretal (9,2%), cancer de estbmago (8,2%)
e cancer de figado (8,2%). Quanto a incidéncia por sexo, em homens o cancer colorretal ocupa
0 segundo lugar entre as neoplasias mais frequentemente diagnosticadas, atrds somente da
neoplasia maligna de pulmao. Por sua vez, entre pessoas do sexo feminino, o cancer de colon
e reto segue o0 cancer de mama entre os canceres mais incidentes (BRAY et al., 2018).

Em 2018, foi estimado que ocorreriam mais de 1,8 milhGes de novos casos de cancer
colorretal no mundo, além dessa patologia em especifico ter estado relacionada a 1 em cada 10
casos de morte por cancer a nivel global. Apesar de mais comum em paises desenvolvidos,
costuma ser mais letal nos paises em desenvolvimento, o que acaba equiparando as taxas de
mortalidade. Quanto a incidéncia por continente, as maiores taxas estao presentes na Europa,
seguida por Oceania e América do Norte — paises como a Noruega tem o cancer colorretal como
0 mais incidente em ambos o0s sexos de sua populacdo. Em paises onde ocorre um momento de
transicdo socioecondmica, as taxas de incidéncia aumentam proporcionalmente ao IDH.
Assim, a doenga pode ser considerada um marcador de desenvolvimento socioecondmico
mundial (BRAY et al., 2018).

Ainda de acordo com o Global Cancer Observatory (2018), as regides com maior
incidéncia de cancer colorretal no mundo nos proximos anos serdo a Australia e Nova Zelandia,
seguidas pelos paises do continente europeu e América do Norte, todos com taxas acima da
média mundial. A primeira regido em incidéncia abaixo da media global é a América do Sul.
Por fim, os mesmos paises lideram as previsdes de mortalidade, no entanto, liderados pela
Europa no que diz respeito a este parametro.

No Brasil, segundo o Instituto Nacional de Cancer, sdo estimados para cada ano entre
2023-2025, mais de 45.630 casos de cancer colorretal, sendo a incidéncia ligeiramente maior
entre pessoas do sexo masculino. Tais predilecGes representam 20,78 novos casos a cada 100
mil homens 21,41 para cada 100 mil mulheres. Quanto a mortalidade, foram registrados em
2017, no Brasil, mais de 18.000 mortes por cancer colorretal, sendo 9.207 6bitos (9,12/100 mil
habitantes) em homens e 9.660 (9,33/100 mil habitantes) em mulheres.

Em uma analise regional, essa neoplasia € mais incidente nas regides Sudeste (28,62/100
mil habitantes), seguindo-se as regides Sul (26,89/100 mil habitantes), Centro-Oeste (17,25/100
mil habitantes) , Nordeste (10,99/100 mil habitantes) e Norte (7,78/100 mil habitantes),

respectivamente. Quanto a distribuicdo por estado da federacdo, as estimativas para 2023
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destacam os estados de S&o Paulo (14.980), Rio de Janeiro (7.930), Minas Gerais (4.630), Bahia
(1.940), Goiés (1.110) e Ceara (1.210) como aqueles onde haverd o maior niUmero de novos
casos. O Paré aparece com a estimativa de 640 novos casos no mesmo ano (INCA, 2023).

Por sua vez, quando se trata da analise por sexo, o cancer colorretal € a segunda
neoplasia maligna mais frequente em mulheres nas regides Sudeste (26,18/100 mil) e Sul
(23,65/100 mil). J& em uma andlise pelo territdrio nacional, o cancer colorretal é a quarta
neoplasia maligna mais incidente em homens e a terceira em mulheres, estando atras dos
canceres de proéstata, estbmago e pulmao em homens e mama e colo do utero em mulheres
(INCA, 2023).

1.3.3 Fatores de risco

Atualmente, é possivel mostrar uma relacéo direta entre dieta, estilo de vida e risco de
desenvolvimento de cancer (RUIZ e HERNANDEZ, 2014). Estima-se que cerca de 40% dos
fatores de risco para o desenvolvimento de céncer estdo associados a dieta (RUIZ e
HERNANDEZ, 2014). A variaco da incidéncia de cancer entre paises aparenta ter uma forte
associacao com diferentes habitos alimentares. E possivel sugerir que uma dieta ocidental, rica
em gorduras e proteinas, aumenta o risco de desenvolvimento de cancer de coélon e reto (LI1U
etal., 2014). Alguns alimentos estdo relacionados diretamente ao desenvolvimento de neoplasia
de célon e reto, dentre eles a carne vermelha e carne processada (SANDHU et al., 2001; RUIZ
e HERNANDEZ, 2014). Em contrapartida, é possivel verificar os efeitos positivos da ingestdo
de uma dieta baseada em frutas, vegetais, cereais, legumes e carne branca, tipicamente
mediterranea, mostrando diminuicdo da incidéncia de doencas cardiovasculares e certos tipos
de cancer (RU1Z e HERNANDEZ, 2014).

O mecanismo provavel para esta associagdo, entre 0 consumo de carne e a carcinogénese
colorretal, consiste no aumento da quantidade de ingestdo de gordura contida na carne,
causando um aumento da resisténcia a insulina, bem como na producdo de acidos biliares
secundarios, o que facilita a carcinogénese. Além disso, metabdlitos advindos do consumo da
carne como amino-aromaticos heterociclicos, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos,
compostos nitrosos e grupo Heme-Fe séo considerados genotdxicas, modificando diretamente
0 DNA, a partir de seus metabolitos reativos (SANDHU et al., 2001)

Assim como a dieta, outros fatores como obesidade, sindrome metabdlica e o
sedentarimos contribuem como fatores de risco para o desenvolvimento de cancer de colon e
reto (RUIZ e HERNANDEZ, 2014). A obesidade estd também relacionada com a
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hiperinsulinemia cronica que leva ao aumento da biodisponibilidade de IGF-1, além de
possibilitar variacbes no microambiente celular pela presenca de fatores de inflamacéo,
contribuindo assim, para um mau prognéstico no desenvolvimento do cancer (RUIZ e
HERNANDEZ, 2014).

1.3.4 Estadiamento

O estadiamento é o método para classificacéo e padronizacio dos canceres. E especifico
para cada tipo de patologia e leva em consideracdo, em sua maioria, extensdo do tumor,
presenca de linfonodos comprometidos e desenvolvimento de metéstases (INCA, 2018;
PINEROS et al., 2019).

A classificacdo TNM € a mais utilizada mundialmente e aceita pelas maiores sociedades
de cancerologia do mundo, sendo que esta pode direcionar o tratamento para patologias
distintas, bem como ser avaliada como fator prognéstico importante para o desenvolvimento
do paciente (PINEROS et al., 2019). O estadiamento clinico normalmente varia de I-1V a
depender do nivel de desenvolvimento da doenca, sendo | mais inicial e IV normalmente doenca
mais avancada (PINEROS et al., 2019) .

Um dos pilares para o planejamento do tratamento de cada paciente, o estadiamento do
cancer deixou de ser apenas fator relacionado a antecipagdo de prognostico. O sistema TNM é
0 padrdo internacional para classificacdo de canceres, sendo funcional para estimativa de
prognostico, resposta clinica a terapéutica estabelecida, além do delineamento da mesma
(NAGTEGAAL et al., 2017).

Apesar de se reconhecer o sistema TNM como a melhor op¢éo para o estadiamento do
cancer colorretal, sdo apontadas constantemente lacunas na sua configuracdo. Em edi¢fes mais
recentes foram inclusos os pardmetros como os dep6sitos tumorais no estadiamento nodal, no
entanto, outros pontos importantes, como a invaséo vascular extramural, continuam ausentes
(NAGTEGAAL et al., 2017).

Quanto ao estadiamento pre-operatério, o objetivo principal é a confirmacdo da
extensdo do acometimento tumoral, seja a nivel local ou a distancia. Nesse momento, pode-se
lancar mao de ferramentas como a dosagem do antigeno carcinoembrionico (CEA), mas
principalmente, dos exames de imagem associados a avaliagéo clinica do individuo. A rotina
de exames solicitados costuma incluir dosagem de CEA, tomografia computadorizada de

abdome, pelve e torax, além da colonoscopia. No estadiamento clinico, destacam-se a
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tomografia computadorizada, além de ressonancia magnética e ultrassonografia transrretal na
busca por metéastases (SOUZA et al., 2018).

Quanto aos exames de imagem, no estadiamento do cancer de colon, indica-se
primordialmente a tomografia computadorizada com contraste, que permite identificar a
localizagéo da lesdo, bem como sua relacdo com estruturas adjacentes. Uma limitagdo a ser
apontada nesses casos € a dificuldade em diferenciar as camadas mucosa e submucosa, o que
impede a diferenciacdo entre tumores estagio Tl e T2 (SOUZA et al., 2018;
KARAMCHANDANI et al., 2019).

Jé para o estadiamento do cancer de reto, a ressonancia magnética é o exame de imagem
de escolha. Aqui ja é possivel a diferenciacdo entre as camadas da parede. Os tumores podem
variar entre aspecto polipoide, ulcerativo, semi-circunferéncial e circunferéncial (SOUZA et
al., 2018).

1.3.4.1 Estéadio |

No estagio I, o tumor encontra-se ainda restrito a parede colonica, camadas mucosa e
muscular. A intervencdo de escolha dependera da extensdo do carcinoma para além, ou ndo, do
polipo. O objetivo deve ser a resseccao da lesdo com margens livres. Com a extracdo do p6lipo
por colonoscopia, caso as margens estejam livres de células neoplasicas, ndo sdo necessarias
intervencdes adicionais (DE ROSA et al., 2015). No entanto, se faz necessaria cirurgia
complementar nos casos de margens nao livres. O tipo de procedimento indicado dependera da

area acometida pela neoplasia.

1.3.4.2 Estadio Il

Nesse estagio, 0 tumor acomete estruturas além da camada muscular da parede coldnica,
mas ainda poupa o sistema linfatico. Assim, recomenda-se a colectomia parcial considerando
as vias de disseminacdo tumoral para definicdo da abrangéncia da ressec¢do. Questdes como o
estagio, metéstases, possibilidade de linfadenectomia restrita, complicacfes, entre outras, irdo
guiar a deciséo terapéutica de associar terapia adjuvante ou nao para esses pacientes (BLOCK
et al., 2018).
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1.3.4.3 Estadio 111

No estagio Ill sdo encontradas metéstases em linfonodos regionais. A colectomia
parcial, com ressecc¢do a definir dependendo do local da lesdo, associada a terapia adjuvante é
padrdo de escolha. Atualmente, tem sido utilizada em maior escala a associacdo oxaliplatina
(5-FU + oxaliplatina + folinato de calcio) ou irinotecano (5-FU + irinotecano + folinato de
calcio) na terapia adjuvante (BLOCK et al., 2018).

1.3.4.5 Estadio IV

Por fim, no estagio 1V, ha o acometimento de outros 6rgdos, metastases a distancia. Para
esses, além da indicacdo cirurgica e de terapia adjuvante, também se encaixa a indicacao de
terapia neoadjuvante. Em muitos casos o procedimento cirurgico precisa ser realizado para
conter complicacbes somente, sem perspectiva de real impacto na cura. O tratamento
quimioterapico passa a ser o protagonista para o controle da evolucdo da doenca (SUGIHARA,
2017).

1.3.5 Tratamentos

O tratamento do cancer colorretal tem evoluido exponencialmente nos ultimos 20 anos,
com avancos consideraveis principalmente no que tange as terapias adjuvantes e neoadjuvantes.
Devido a esse aumento das possibilidades de tratamento, é cada vez mais necessario fazer a
correta classificacdo do estagio tumoral ja que esse dado ira conduzir as decisdes terapéuticas
iniciais (KUIPERS et al., 2015; NAGTEGAAL et al., 2017; BLOCK et al., 2018).

1.3.6 Biologia Molecular e Classificagdo Molecular

A porcentagem de doenca localizada ao diagnostico € de 39% e de doenga metastatica
é de 13.9% segundo Classification of Malignant Tumours (TNM) (BRIERLEY, 2017).
Atualmente, outras classificagdes comegam a ser utilizas para este tipo de cancer, tendo como
base critérios genéticos e moleculares (CANCER GENOME ATLAS, 2012; GUINNEY et al.,
2015). Essas novas classificagdes distinguem o CRC em CMS1-hipermutado, microssatélite

instavel e forte ativacdo imunologica; CMS2 - ativagdo de sinalizacéo epitelial, marcador WNT



24

e MYC; CMS3 - desregulacdo epitelial e metabdlica evidente; e CMS4 proeminente ativacdo
do fator de crescimento transformador, invasao estromal e angiogénese (GUINNEY et al.,
2015).

Além disso, outras avaliacdes baseadas principalmente em alteragdes no DNA, outros
fatores moleculares como metilagGes, expressdo de miRNAS e outras alteracfes epigenéticas e
pos transcricionais vém sendo estudas, na tentativa de avaliar novos biomarcadores que possam
predizer prognosticos ou diferentes desfechos nesta doenca (THOMAS et al., 2015; LAM et
al., 2016). Os biomarcadores sdo utilizados na avaliacdo de caracteristicas relacionadas ao
tumor e a condicdo clinica de cada paciente (ERSTAD et al., 2015; STINTZING et al., 2015).
Estas podem predizer diferentes progndésticos e determinar diferentes respostas a tratamentos
(QU et al., 2011; FERLAY, 2013; STINTZING et al., 2015). Dentro desta abordagem, podem
ser estabelecidos marcadores prognosticos, aqueles que determinam diferentes progndsticos
com impactos na sobrevida global e sobrevida livre de doenca como, por exemplo, fatores
ligados ao tumor (Proliferacdo celular; Invaséo tecidual; Movimento celular; Angiogénese) e
aos pacientes (Reacdes adversas - toxicidade; Resisténcia a drogas; Resposta a drogas; Estagio
TNM [Metastase, metastase de linfonodo e tamanho do tumor]; Localizacdo do tumor). Além
disso, pode apresenta-se como marcadores preditivos que podem determinar qual a medicacao
mais indicada para o tratamento, a depender de sua avaliacdo (FERLAY, 2013; STINTZING
et al., 2015). Os miRNAs podem se comportar tanto como fatores prognosticos, como fatores

preditivos.

1.3.7 Gene KRAS e Cancer Colorretal

O KRAS é um proto-oncogene, localizado no cromossomo 12, composto por quatro
éxons codificantes e um ndo codificante. Codifica proteinas da superfamilia de pequenas
GTPases, com 21kDa e compostas por 188 ou 189 aminoacidos (Wan et al., 2019). Esse gene
faz parte de uma familia, a dos genes ras, composta também por outros dois genes, HRAS e
NRAS, que codificam proteinas semelhantes. A porcdo N-terminal desses trés genes
compreendem um dominio G altamente conservado, gerando uma estrutura comum a todas elas.
Ja na extremidade C-terminal, as proteinas divergem substancialmente, sendo conhecida como
regido hipervariavel (SCHUBBERT et al., 2007).

A proteina KRAS existe em duas formas homologas, KRAS4A e KRAS4B, como
resultado de um splicing alternativo no terminal C do gene KRAS. Entre elas, a principal é a

KRAS4B, que apresenta maior estabilidade. Logo, a proteina KRAS4A é considerada
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secundéria, exibindo uma discreta atividade transformante. Porém, quando ha mutacéo no gene,
ela se expressa simultaneamente em ambas as isoformas (BOQUETT e FERREIRA, 2010).

As proteinas da familia ras, no geral, apresentam associacdo estavel com a membrana
plasmatica, dependente de uma modificacdo lipidica na porcdo C-terminal. A proteina
KRAS4A, assim como as proteinas HRAS e NRAS, recebe a adi¢do de um grupo palmitato aos
residuos de cisteina na por¢do C-terminal, modificagdo essencial a sua atividade. Ja a proteina
KRAS4B ndo apresenta a mesma adicdo, que aparentemente é substituida por um alongamento
de residuos de lisina (BOQUETT e FERREIRA, 2010).

As proteinas KRAS normais, assim como as demais da familia ras, agem trafegando
pelo citoplasma, tendo papel na transdugédo de sinal do meio extracelular, controlando vias de
sinalizacdo reguladoras da proliferagdo celular normal, atuando como “interruptores
moleculares” em uma grande rede de vias de sinalizagdo, e participam de processos neuronais
como aprendizado, plasticidade sinaptica e memdria (BOQUETT e FERREIRA, 2010).

As proteinas ras sao GTPases com grande atividade enzimatica, que se apresentam em
baixa quantidade nas células normais do organismo humano, possuindo caracteristicas cinéticas
semelhantes as da subunidade alfa da proteina G. Essas proteinas exibem dois estados: ativas,
quando ligadas a GTP; inativas, quando ligadas a GDP. Essa mudanca de estado ocorre por
acdo celular intrinseca, e apenas a forma ativa é capaz de mediar a resposta a proliferacdo
celular (BOQUETT e FERREIRA, 2010).

Essas proteinas tém papel de regular a resposta celular a diversos estimulos
extracelulares, incluindo fatores de crescimento. A ligacdo do fator de crescimento aos
receptores da superficie celular cria locais de acoplamento intracelular para moléculas
adaptadoras e proteinas de transmissdo de sinal, que recrutam e ativam fatores de troca de
nucleotideos de guanina (GNEFs), como membros da familia SOS. Os GNEFs deslocam os
nucleotideos de guanina do Ras e permitem a ligacdo passiva ao GTP, que é abundante no
citosol. O Ras ligado ao GTP pode interagir produtivamente com mais de 20 efetores, incluindo
Raf, fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) e estimulador de dissociacdo de nucleotideos de
guanina Ral (RALGDS), para regular varias respostas celulares, incluindo proliferacdo,
sobrevivéncia e diferenciacdo (SCHUBBERT et al., 2007). A presenca de mutacdo de
aminoacidos no gene KRAS prejudica a atividade da GTPase hidrolase, resultando em um
estado ligado ao GTP constitutivamente ativo, com a consequente ativacdo continua de vias de

sinalizacdo pro-proliferativas, mesmo na auséncia de estimulo extracelular (WAN et al., 2019).
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1.3.8 Biomarcador preditivo

Com a evolucao do conhecimento sobre a genética e os eventos moleculares por tras do
cancer, 0 uso de agentes alvo na terapia oncoldgica tem crescido, o que inclui o cancer colorretal
(CCR). Séo diversos os biomarcadores estudados como preditores de resposta a terapia. Entre
eles, podem-se citar instabilidade de microssatélites, perda de heterozigose de 18q, EGFR e
ativacdo mutacional dos oncogenes RAS. Dentre esses ultimos, o gene KRAS tem se
apresentado como um dos mais importantes no CCR (FAKIH, 2010).

A mutacdo do gene KRAS tem estreita relacdo com a formagdo de um subconjunto de
tumores de co6lon, ocorrendo precocemente na sequéncia adenoma-carcinoma. Estima-se que
essa mutacdo esteja presente em 9% dos adenomas <1cm, em 58% dos adenomas >1cm e em
30 a 50% dos canceres colorretais metastaticos. As mutacdes envolvem, principalmente, 0s
cddons 12 e 13 do gene KRAS (FAKIH, 2010).

As proteinas codificadas pelo gene KRAS se configuram como componentes essenciais na
cascata de sinalizacdo do EGFR. Por isso, quando mutado, esse gene acaba causando a
inefetividade dos agentes farmacoldgicos que agem na inibicdo do EGFR. Diversos estudos ja
demonstraram que a combinacdo de cetuximabe (agente farmacoldgico anti-EGFR) com 0s
esquemas de primeira linha FOLFOX (oxaliplatina + 5-fluorouracil [5-FU] infusional
/leucovorin [LV]) ou FOLFIRI (irinotecano + 5-FU/LV infusional) no céncer colorretal
metastatico mostra resultados clinicos de melhora apenas em pacientes com tipo selvagem (néo
mutado) do gene. Por isso, a presenca de mutacdo no KRAS é considerada um forte preditor de
eficacia dos agentes anti-EGFR (LIEVRE et al., 2006; FAKIH, 2010).

Diante disso, atualmente, recomenda-se fortemente que 0s servicos oncolégicos realizem a
pesquisa de mutacdo no gene KRAS para pacientes com cancer colorretal metastatico. Como
resultado, prevé-se uma otimizacdo dos efeitos terapéuticos, diminuicdo da toxicidade do
tratamento e reducéo de custos (LIEVRE et al., 2006; FAKIH, 2010).

1.4 RNAs nao codificantes

Os RNAs néo codificantes (nCRNAs) sdo moléculas de RNA transcritas de regides nao
codificantes do genoma, portanto, ndo possuem estrutura de leitura aberta e ndo séo traduzidas
em proteinas (Marmol et al., 2017). Os ncRNAs sdo divididos principalmente em duas
categorias com base em seu comprimento, utilizando como ponto de corte 0 comprimento de

200 nucleotideos. Os ncRNAs com menos 200 nucleotideos sdo referidos como sncRNAS
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(small non-coding RNAs) e incluem miRNA (microRNA), siRNA (small interfering RNA),
pIRNA (piwi-interacting RNA) e snoRNA (small nucleolar RNA). Os ncRNAs com mais de
200 nucleotideos constituem uma classe individual de ncRNAs conhecidos como IncRNA (long
non-coding RNA) (HOMBACH e KRETZ, 2016; LIN e HE, 2017; DIAMANTOPOULOS et
al., 2018). Os ncRNAs podem ser modificados por varias alteracdes genéticas e epigenéticas
herdadas, além de variagOes estruturais e transcricionais. Todos esses fatores contribuem para
sua desregulacdo e estdo implicados na etiologia, na fisiopatologia e até no progndstico do
cancer (MARMOL et al., 2017).

Os ncRNAs podem atuar como oncogenes ou como genes supressores de tumores no
CCR e sdo potenciais biomarcadores de diagndstico ou prognostico, com possiveis implicagdes
clinica (ZHANG et al., 2019; ZHAO et al., 2019).
A descoberta dos ncRNA foi de suma importancia para o entendimento de que o conhecimento
apenas das sequencias simples de DNA e de nossos genes séo insuficientes para a compressao
global de todos os processos que gerem a regulacdo genética. Cada ncRNA pode regular
processos diferentes e apresentar funcBes diversas (Quadro 1). Estas fungdes vao desde o
silenciamento de complexos no RNA mensageiro (MRNA), até inibicdo competitiva de alvos
de mRNAs, regulacdo de mecanismos de splicing, entre outros (KROL et al., 2010; YATES et
al., 2013; TIAN et al., 2015; CARTER et al., 2017; LI et al., 2019). Atualmente, diante de todo
o0 volume de dados gerados por métodos de ampla avaliacdo, dentre eles microarray,
sequenciamento de nova geracdo entre outros, € possivel utilizar de bases de dados para
pesquisa de sequéncias, anotacdo, predi¢do de alvos e varios outros processos para o estudo dos
ncRNAs (Quadro 2).

Quadro 1 — Tipos de ncRNA e suas funcdes

Tipo Funcéo Referéncias
miRNA - Silenciamento de genes, afetando o crescimento | (Yates et al., 2013;
e a proliferacdo celular. Carter et al., 2017)
SiRNA (Schiitze, 2004;
Lo . S Bakhtiyari et al.,
- Silenciamento de genes por meio da participacéo R
no complexo de RNA interference 2013; N"‘a”? €
' Gore, 2018; Singh
et al., 2018)
piRNA - Promove rearranjo do genoma na (Zharikova e
espermiogénese, regulacdo epigenética do DNA, Mironov, 2016;
regulacdo de proteinas e silenciamento de | Chalbatanietal.,
transposons. 2018; Liu et al.,
2019)
SnORNA - ModificagBes bioquimicas de outros RNAs,
precursores do miRNA, splicing e atividade da (Xing e Chen,
telomerase. 2018)
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- Participam na modificacdo de pequenos RNAs
nucleares ou RNAs ribossémicos, participam do
processamento de rRNAs durante a maturagdo da
subunidade do ribossomo.

(Makarova et al.,
2013; Xing e Chen,
2018)

INRNA - Transcricdo, tradugdo, localizacéo de proteinas e
integridade de estrutura celular. (Maetal., 2013)
- Podem regular a expressao de genes proximos. (Chen, 2016; Kopp
e Mendell, 2018)
CircRNA - Ligam-se a microRNAs ou outras moléculas,

sendo reguladores transcricionais ou pds-

transcricionais da expressao génica.

(Duetal., 2017;
Meng et al., 2017)

- Sao inibidores competitivos de mMiRNAsS,
regulam de mecanismos de splicing alternativo,
modulam a estabilidade do mRNA, reguladam a
transcricdo do DNA e a translacdo de proteinas.

(Duetal., 2017;
Meng et al., 2017;
Lietal., 2019)

Fonte: elaborado pelo autor do trabalho.

Quadro 2 — Bases de dados sobre ncRNA

miRBase

http://www.mirbase.org

A base de dados miRBase é uma base para
anotacdo e sequéncias de miRNAs publicadas.
Cada sequéncia publicada representa a por¢éo
“hairpin”do transcrito de miRNA, com a
informac&o do local e sequencia do miRNA
maduro. Ambos, precursor e maduro, séo
disponiveis para busca, sendo esta podendo ser
feita por nome, palavras-chave, referéncias e
anotacOes. Todas as sequéncias e anotagdes
estdo disponiveis para download. O registro na
miRBase proporciona aos descobridores (hunters)
de miRNAs delimitar nomes Unicos para novos
miRNAs antes da publicacdo de seus resultados.

miRTarBase

http://mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw/php/index.php

A base de dados miRTarBase apresenta mais de 3
mil e seiscentos mMiRNA-target interactions
(MITs) que sdo coletados manualmente em
servidores da literatura apds filtragem sistemética
em artigos relacionados a estudos funcionais de
miRNAs. No geral as MITs coletadas sdo
experimentalmente validadas por reporter assay,
western blot, microarray and next-generation
sequencing

piRBase

http://www.regulatoryrna.org/database/piRNA/

A base piRBase ¢ manualmente alimentada por
pesquisas sobre piRNAs que focam nas analises
funcionais de piRNA, bem como nas anotagdes
das sequéncias de piRNAs. Esta base apresenta
cerca anotagdes de sequencias de mais 200
databases em cerca de 21 organismos, bem como
classifica os piRNAs segundo sua biogénese de
acordo com a anotag&o gendmica. E possivel
também avaliar a interagdo dos piRNAs com os
miRNAs alvos, bem como caracaterizar 0s
piRNAs segundos 8 tipos de cancer, dentre eles o
cancer colorretal.

circBase

http://www.circbase.org

Nesta base é possivel explorar dados publicos
acerca de circRNAs, além de baixar phyton
scripts necessarios para avaliagdo de novos



http://www.mirbase.org/
http://mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw/php/index.php
http://www.regulatoryrna.org/database/piRNA/
http://www.circbase.org/
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circRNAs em seus préprios dados de
sequenciamento. Nesta base vocé podera buscar
sequéncias e anotagdes de circRNAS, buscar por
meio de seus identificadores, descricdo dos genes,
posi¢do no genoma, bem como exportar arquivos
FASTA contendendo sequéncias gendmicas.

Fonte: Elaborado pelo autor do trabalho.

1.5 Bases de dados

Com a evolucdo de métodos de avaliacdo e a enxurrada de dados gerados por essas
novas tecnologias, foi necessario a criacao cada vez mais de bases que possam comportar uma
quantidade de informacdes que, ndo somente, armazenem esses dados, mas também possam
tornar publicos estes. Assim, outros pesquisadores podem ndo somente validar os estudos
publicados, mas também utilizar dos dados de maneiras diferentes, gerando novos estudos e até
resultados diferentes daqueles inicialmente gerados. Assim, bases de dados como Cancer
Genome Atlas Project (TCGA), Encyclopedia of DNA Elements (ENCODE), Genome Wide
Association Studies Catalog (GWAS Catalog), entre outras surgem para que pesquisadores,
possam obter dados, gerar novas hipdteses e validar outras, melhorando assim o fluxo de

informacdes e validacdo das mesmas.
15.1 TCGA

O TCGA é um projeto financiado pelo National Cancer Institute (NCI), o qual possui
como objetivo disponibilizar uma base de dados com o perfil de diferentes tipos de tumor e
suas apresentacOes. Esse processo se da através da compilacdo de informacdes colhidas em
bases de dados gendmicas. As pesquisas disponiveis no TCGA incluem sequéncia de genoma
e exoma completos, referéncias de metilacdo, expressdo de RNA e dados clinicos
(CHANDRAN et al., 2016).

Quanto a disponibilizagdo das informacdes, hd uma parcela de livre acesso ao publico,
como também uma porcdo restrita. Entre os dados publicos se pode encontrar bases de

sequenciamento, como valores de expressdo genica (CHANDRAN et al., 2016).
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1.5.2 ENCODE

A ENCODE € um projeto colaborativo financiado pelo National Human Genome
Institute (NHGRI) com enfoque em identificar regides funcionais no genoma humano (Hong et
al., 2016). Seu langamento ocorreu em 2003 a partir da colaboracao entre grupos de pesquisa
ao redor do mundo. Os resultados da acdo colaborativa podem ser acessados em um banco de
dados publico que ja passa de sua quarta fase de atualizacdo (ZHAO et al., 2018).

Hoje, os dados de alto rendimento do ENCODE tem sido base de grande parte das
informacdes disponiveis a comunidade cientifica acerca do genoma humano. Além de colaborar
com estudos que possuem esse enfoque, a base tem sido Util para captacdo de informacdes
envolvendo temas como mecanismos de doencas, desenvolvimento de drogas, entre outros
(ZHAO et al., 2018).

1.5.3 GWAS

O GWAS Catalog € um banco de dados publico, fundado em 2008 pela National Human
Genome Research Institute (NHGRI), que compila os resultados de pesquisa da GWAS
(MACARTHUR et al., 2017). O GWAS Catalog tem permitido identificar ligacdes entre
inimeros genotipos e fendtipos. Por isso, a ferramenta tem se firmado como repositério central
de dados dessa natureza para a comunidade cientifica (MAGNO e MAIA, 2020).

A inclusdo de dados no catalogo se da por meio de pesquisa automatizada de literatura
no PubMed em busca de estudos que se adequem aos critérios de elegibilidade da ferramenta.
Critérios esses que perpassam pela inclusdo de um GWAS baseado em array, com analise >
100000 SNP, cobrindo integralmente o genoma. Posteriormente, ocorre uma segunda revisdo
de inclusdo nos critérios, assim como a extracdo dos dados através de um sistema de curadoria
individual (BUNIELLO et al., 2019).

A pesquisa de contetdo é realizada através de barra Unica que permite a inclusdo
simultdnea de especificidades como titulo, autor, periddico, caracteristica relatada,
caracteristica mapeada (ontologia), descrigdes de amostras, genes e SNPs. Alem disso, 0
mecanismo permite que ocorra o retorno de resultados para sinbnimos dos termos propostos
pelo pesquisador. Obtém-se resultados tabelados, organizados entre estudos, associacfes e
caracteristicas (MACARTHUR et al., 2017).
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1.5.4 STRING

STRING (Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins) é uma base de dados
que busca coletar e integrar informagdes sobre interagdes funcionais das proteinas expressas,
consolidando dados de associa¢do proteina-proteina conhecidos e previstos para um grande
numero de organismos. Existente desde o ano de 2002, essa base de dados é constantemente
atualizada e melhorada a fim de fornecer maiores abrangéncia, usabilidade e controle de
qualidade (SZKLARCZYK et al., 2016).

As associacOes feitas pela STRING incluem interacBes diretas (fisicas) e indiretas
(funcionais) entre proteinas, desde que ambas sejam especificas e possuam significado
bioldgico. Essas associacBes sdo resultado de dados de pesquisa experimental, além de
previsdes de interagdo, realizadas a partir de andlise sistematica de coexpressao, deteccdo de
vias de sinalizacdo compartilhadas através do genoma, busca de textos na literatura cientifica e
transferéncia computacional do conhecimento de interacdo entre organismos, com base na
ortologia dos genes (SZKLARCZYK et al., 2016).

Para cada associacgdo proteina-proteina armazenada na STRING, é fornecida uma pontuacao.
Essas pontuacdes (ou seja, 0s "pesos da borda” em cada rede) representam pontuagdes de
confianca e sdo dimensionadas entre zero e um. Eles indicam a probabilidade estimada de que
uma determinada interacdo seja biologicamente significativa, especifica e reproduzivel, dada a
evidéncia de suporte. Para cada interacdo, a evidéncia de suporte é dividida em um ou mais
"canais de evidéncia”, dependendo da origem e tipo de evidéncia. Na versdo da Web, esses
canais sédo diferenciados em cores e compdem uma rede de interagdes que se forma como uma
imagem (SZKLARCZYK et al., 2016).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar impacto da expressdo diferencial de miRNAs e de SNPs no progndstico de

pacientes com cancer colorretal utilizando abordagens integrativas de bases de dados e dados

primarios de pacientes da regido norte do Brasil, além de potenciais impactos na via de

sinalizacdo do gene KRAS, por meio de técnicas de bioinformética.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar a expressdo diferencial de miRNAs e relacdo com a via de sinalizacdo do gene
KRAS e SP1 pacientes com cancer colorretal utilizando analise integrativa de bases de
dados TCGA e ENCODE.

Avaliar a expressao diferencial de miRNAs entre os lados direito e esquerdo do célon
de pacientes saudaveis e pacientes com cancer utilizando analises de bioinformaética.
Descrever a presenca de “Single Nucleotide Polimorphism- SNPs” encontrados em
amostras de tecido de pacientes com cancer colorretal em comparagdo com tecido
tumoral adjacente e potenciais impactos destes nas vias de sinalizacdo dos genes

HBEGF e TRFC em pacientes com cancer colorretal estagio inicial.
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3. METODO
3.1 Aspectos éticos

Os dados de coleta primaria de participantes com cancer colorretal foram coletados
como parte da pesquisa “Avaliagdo de marcadores metabolicos enddgenos e expressdo de
miRNAs sobre o progndstico, resposta ao tratamento e toxicidade em individuos com Cancer
Colorretal”, aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade de Medicina do
ABC (FMABC), sob o parecer n° 2.001.795 (ANEXO A). Além disso, outras amostras foram
obtidas pelo projeto “Avaliagdo da expressio de miRNAs e impacto no prognostico em
individuos com cancer colorretal no estado do Para” aprovado pelo CEP da Universidade da
Amazonia (UNAMA), sob o parecer n° 2.001.795 (ANEXO B). Todas as normas
regulamentares (ANVISA 466/12 e 510/2016) para estudos com materiais biolégicos foram

devidamente seguidas.
3.2 Revisdo sistematica

O método da revisdo sistemética realizada seguiu as recomendagdes da Preferred
Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses Protocol (PRISMA) e da Cochrane
Handbook for Systematic Reviews of Interventions. O método completo, resultados e discussdo

estdo completamente descritos no capitulo referente da sesséo de resultados.

3.3 Amostras de tecidos tumorais dos pacientes

Dentro de nosso protocolo utilizamos dois tipos de amostras de tecidos biolégicos dos

participantes:

3.3.1 Tecidos tumorais frescos

Cinco (05) Amostras de tecido tumoral e 1 amostra de tecido adjacente foram coletadas
no ato cirargico em diferentes hospitais de Belém (PA). As amostras foram retiradas da peca
tumoral pelo mesmo pesquisador, apos a retirada da mesma em bloco pelo cirurgido. Este
pesquisador foi orientado que retirasse a amostra de tecido tumoral do mesmo segmento do

célon ou reto de onde se encontrava o tumor do paciente, respeitando margem minima
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estabelecido pelo cirurgido no ato cirurgico. Essas amostras foram armazenadas em DNA/RNA

ShieIdTNI (Zymo Research) no Laboratério de Culturas de Tecidos e Citogenética, no Instituto
Evandro Chagas, em Belém (PA) — SAMAM/IEC. As amostras foram conservadas em freezer

a -80°C até o inicio do procedimento de extracdo de DNA.
3.3.2 Tecidos tumorais parafinados

As 05 (cinco) amostras de tecido tumorais previamente armazenadas em banco de
amostras bioldgicas parafinadas em centro de ensino e pesquisa em Oncologia na cidade de
Belém — Oncoldgica do Brasil Ensino e Pesquisa. Estas amostras advinham de tecido tumoral
primario de pacientes que necessitaram realizar testes de mutagdes genéticas para determinacéao

de seu tratamento.
3.4 Extracao e quantificagao do DNA dos tecidos tumorais e adjacentes utilizados

O DNA foi extraido por meio do kit Reliaprep gDNA tissue Miniprep System da
Promega, seguindo as recomendacdes do fabricante. A concentragao do DNA foi determinada
por analise fluorimétrica (Qubit 4 - Thermo Fisher Scientific). Para verificar a integridade do
DNA gendémico extraido, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 1%,
corados com GelRedTM (UNISCIENCE).

3.5 Hibridizag¢ao genémica comparativa em arrays (aCGH) para analises de
Polimorfismo de Nucleotideo Simples (SNPs)

Para 0 aCGH foram utilizadas as seguintes matrizes da Agilent: SurePrint G3 Cancer
CGH+SNP Microarray Kit, 4x180K (Agilent), para a analise simultanea SNPs e a analise de
alteragoes do numero de copias (CNV) no genoma. O processamento do aCGH consiste em
hibridizagao, lavagem e escaneamento. A Hibridizagao foi feita por 48 horas a 650C. A lavagem
da matriz foi realizada com o0 uso dos reagentes Agilent Oligo aCGH/Chip-on-Chip Wash
Buffer 1 e Agilent Oligo aCGH/ChIP-on-Chiop Wash Buffer 2.

Foi utilizado a anota¢ao do genoma humano GRCh37/hgl19 proveniente do Genome

Browser da University of California Santa Cruz (http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway).
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3.6 Avaliacéo dos SNPs

Para todas as amostras avaliadas foram geradas bibliotecas por meio do programa
Agylent Cytogenomics. Todas as bibliotecas mapeavam os mesmos SNPs, a lista de SNPs
avaliados encontra-se no material suplementar deste documento (Material Suplementar x).
Alguns dos SNPs avaliados sdo descritos ndo por seu genotipo, mas sim por “NN” que
representa SNPs ndo possivel de avaliar

Dessa forma as 5 amostras foram comparadas enquanto a presenca de genotipo mutado
com a amostra de tecido normal. O script foi desenvolvido por meio da linguagem Python.
Ap0s a comparacgdo entre as amostras foi desenvolvido estratégia de avaliacdo e predicdo de
alvos genéticos para 0os SNPs utilizando a plataforma GWAS Catalog (Szklarczyk et al., 2016).
Apds avaliacdo de genes relacionados com os SNPs avaliados, foi utilizada a plataforma
STRING para montagem de redes de interacdo e avaliacdo de vias de sinalizacdo para genes
alvos na cascata de desenvolvimento do CCR (Nguyen e Duong, 2018). Os genes elencados da

cascata de desenvolvimento estdo descritos na figura abaixo (figura 1).

Figura 1 — Genes envolvidos nas vias de sinalizacéo e carcinogénese do cancer colorretal
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Fonte: NGUYEN & DUONG, 2018.



Ap0s a avaliagdo das vias de sinalizacdo e pathways relacionados utilizou-se o programa

cytoscape para apresentacdo grafica das redes de interacao (figura 2 e Figura 3).

Figura 2 — Fluxograma geral de avaliacdo dos processos de analise
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Figura 3 — Fluxograma de analise e validagdo dos SNPs analisados
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Figura 4 — Fluxograma da analise integrativa entre bases de dados dos SNPs obtidos
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3.7 Analise de expressao diferencial de miRNAs

a) Obtencao de dados no “The Cancer Genome Altlas Program”:
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Para obtencédo dos dados relacionados a expressao de miRNAS de pacientes com cancer

colorretal do TCGA foi utilizado pacote do programa R (versao 3.6), chamado TCGAbiolinks

(Colaprico et al., 2016). Os parametros para download dos dados foram avaliados segundo:

) Project: Foram determinados os projetos Cancer Genome Atlas Rectum

Adenocarcinoma (TCGA-READ) e Genome Atlas Colon Adenocarcinoma

(TCGA-COAD). Estes projetos foram consultados na base de dados on-line

TCGA - “GDC- Data Portal” (https://portal.gdc.cancer.gov) como projetos que

apresentavam somente dados e amostras de pacientes com cancer de colon e

reto, bem como tecido adjacentes coletados destes pacientes de maneira

padronizada e similar em ambos.

i) Data Type: miRNA gene quantification; miRNA Expression Quantification

iii) Data Category: Gene expression.; Transcriptome profiling
iv) Experimental strategy: miRNA-Seq

V) Typesample: TP- Primary solid tumor / NT- Solid Tissue Normal

O projeto Clinical Proteomic Tumor Analysis Consortium (CPTAC-2) apresentava

também os mesmos dados relacionados a tipo, categoria e estratégia experimental. Porém, por


https://portal.gdc.cancer.gov/
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ser um projeto que destoava dos dois anteriores (COAD e READ) em seu formato de coleta das

amostras e padronizagdo de processos ndo foi incluido na anélise conjunta.

b) Obtencéo de dados no “Encyclopedia of DNA Elements (ENCODE)”
Para obtencdo dos dados brutos de sequenciamento do ENCONDE inicialmente

consultamos a base on-line (https://www.encodeproject.org). Em seguida, foi estabelecido

filtro para small-RNA-Seq, seguido de escolha por tecido (célon sigmoide e transverso). Foram
encontrados 8 amostras (4 célon transverso e 4 de célon sigmoide) sequenciadas de 4 pacientes
(2 homens e 2 mulheres).

Small-RNA-Seg>>tissue>>sigmoide colon and transverse colon.

Em seguido utilizou-se o terminal Linux para download das amostras em formato fastg.

c) Analise de expressao diferencial de miRNAs e predicéo de alvos
I. Expressdo diferencial TCGA (TP X NT) - Projetos TCGA-COAD e
TCGA-READ

Para andlise de expressdo diferencial de miRNAs utilizando os controles adjacentes
saudaveis do TCGA, foram utilizados scripts pré-definidos pelos desenvolvedores do pacote
TCGADbiolinks (COLAPRICO, 2016) no software R. Este, por sua vez, utiliza o pacote edgeR
(ROBINSON et al., 2010) para avaliagdo dos miRNAs diferencialmente expressos.

Para construcdo de Volcano Plots foi utilizado o pacote EnhancedVolcano. Os parametros
utilizados para definicdo de miRNAs que apresentaram significativamente diferencialmente
expressos foram: FDR < 10 e logFC > 3.

Para construcdo de mapas de calor e cluster segundo grupos clinicos foram utilizados o

pacote ComplexHeatmap.

ii. Expressdo diferencial amostras TCGA READ/COAD e ENCODE:
Coélon Direito x Colon Esquerdo
Para analise de expresséo diferencial de miRNAs utilizando amostras obtidas de pacientes
saudaveis por meio do ENCODE, foi utilizado miARma-Seq pipeline (Andrés-Ledn, 2016) para
Known miRNAs. Nesse pipeline utilizou-se:
Adapter Module: Cutadapt
Aligner Module Bowtie 1:

Diferential Expression Module: edgeR


https://www.encodeproject.org/

39

Como output do pipiline foi obtido os arquivos de FeadtureCounts como matriz de
readcounts para montagem de matriz global a posteriori. Além disso, os dados de expressdo

diferencial entre os tecidos do colon sigmoide e colon transverso foram obtidos em formato tvs.

Figura 5 — Workflow do protocolo de avaliacdo para predicdo de alvo genético dos miRNA
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Fonte: ANDRES-LEON, 2016.

Para avaliacdo da expressao diferencial entres os célons direito (Colon Ascendente,
Flexura Hepatica, Colon Transverso) e esquerdo (Flexura Esplénica, Célon Descendente,
Sigmoide e Reto) comparando os dados do TCGA x TCGA e ENCODE X ENCODE foi
utilizado mesmo procedimento descrito no item c.i.

iii. Expresséo diferencial TCGA readcounts x ENCONDE readcounts

Para analise de expressdo diferencial de miRNAs dos dados disponibilizados pelos
projetos do TCGA em comparacdo com os dados de expressdo de miRNAs obtidos pelo
pipeline miARma-seq (ANDRES-LEON, 2016) de amostras do ENCODE como controles
saudaveis foi utilizado o Diferential expression module do pipeline miARma-seq (ANDRES-
LEON, 2016).

Inicialmente, foi necessario montar uma matriz de readcounts global dos dados obtidos
do TCGA e ENCODE. Para isso utilizou-se algoritmo desenvolvido no sotfware Python 3. Este

algoritmo tem por finalidade anexar todos os dados de readcounts individuais de cada paciente
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disponibilizados pelo TCGADbiolinks (COLAPRICO, 2016) e os dados de readcounts obtidos
pelo pipeline miARma-seq na anélise das amostras do ENCODE.
Para definicdo dos miRNAs significativamente diferencialmente expressos, construcdo

dos Volcano Plots e Heatmaps foram utilizadas a estratégia descrita no item c.i.

Iv.  Predicéo de genes alvos dos miRNAs

Para predicdo de genes alvos dos miRNAs diferencialmente expressos, foi utilizada a
base de dados miRTarBase (HSU et al., 2011) . Nesta base € possivel avaliar o nivel de
evidéncia para a validacdo dos genes alvos para miRNASs ja descritos e categorizados na base
miRBase (KOZOMARA, 2014) . Esta base define:

e High evidence

e Low evidence

Além disso, a base miRTarBase (HSU et al., 2011) fornece dados dos estudos de
validacao dos genes alvos dos miRNAs e suas relacdes e potenciais impactos na expressao dos

genes e suas vias de sinalizacéo.

3.8 Analise estatistica

As variaveis categoricas foram descritas segundo suas frequéncias absolutas e relativas.
As variaveis guantitativas continuas que apresentaram distribuicdo normal (p>0,05 — Teste
Shapiro Wilk) foram descritas segundo média e desvio padrdo. J& as variaveis quantitativas
continuas de distribuicdo ndo normal (p<0,05 — Teste Shapiro Wilk) foram descritas segundo
mediana e percentis 25% e 75%.
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4. RESULTADOS
Os resultados serdo apresentados em forma de capitulos:

Capitulo 1: Noncoding rnas and colorectal cancer: a general overview.

Capitulo 2: Associacdo da expressdo de miRNA e prognostico em pacientes com cancer
colorretal: uma revisdo sistematica.

Capitulo 3: Avaliagdo da expressdo de mirnas e relagdo com a via de sinalizagdo do gene KRAS
e SP1 em pacientes com cancer colorretal: avaliacdo integrativa de bases de dados.

Capitulo 4: Os dois lados do mesmo Célon- O célon de pessoas normais é diferente? Uma
avaliagéo integrativa de base de dados.

Capitulo 5: Avaliacdo do impacto de snps nas vias dos genes HBEFG e TRFC em pacientes
com cancer colorretal estagio inicial em centro de pesquisa na regido amazonica brasileira

- andlise integrativa de bases de dados e técnicas de bioinformatica.
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4.1 Capitulos 1 - Noncoding rnas and colorectal cancer: a general overview
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Abstract
Background: Colorectal cancer (CRC) is the second most prevalent cancer in the world when
nonmelanoma skin cases are not considered. Different epigenetic mechanisms play a role in the

development of cancer. Noncoding RNAs (ncRNAs) are RNA molecules transcribed from
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noncoding regions of the genome. These are divided into sncRNAs (small noncoding RNAs:
<200 nucleotides - including miRNAs [microRNAs], siRNAs [small interfering RNAs],
piRNAs [piwi-interacting RNAs], snoRNAs [small nucleolar RNAs]) and IncRNAs (long
noncoding RNAs: >200 nucleotides — including circular RNAs [circRNAs]). NcRNAs can act
as oncogenes or as tumor suppressor genes in CRC and are potential biomarkers of diagnosis,
with possible clinical implications. Objective: This article aims to make a general review
around all types of non-coding RNAs and influence in colorectal cancer, focus in biomarkes of
CRC and their possible applications in clinical practice, as well as review their biogenesis and
functions. Furthermore, we seek to summarize possible databases available for new searches
and studies that require sequence annotation, comparison sequences and target prediction for
ncRNAs with the hope of gathering information that can aid in the process of understanding
and translating the use of ncRNAs into clinical practice.

Key-words: Colorectal Cancer, non-coding RNAs, miRNAs, piRNAs, siRNAs, sno-RNAs,
circ-RNAs, Inc-RNAs

1. Introduction

Colorectal cancer (CRC) is the second most prevalent cancer in the world when
nonmelanoma skin cases are not considered. According to the World Health Organization, there
were approximately 880 thousand deaths from CRC in 2018 (1). The National Cancer Institute
estimates that in the USA in 2019, there were 149,660 new diagnoses and 51,020 deaths due to
colorectal cancer, which represents 8.4% of the cancer mortality in this country (2). In addition,
global statistics predict that there will be more than 1.5 million new cases in the world by 2030
(3).

CRC is a heterogeneous disease involving several clinical manifestations and molecular
and genetic changes (4). Currently, it is known that CRC arises from benign precursor polyps
and shows a progressive accumulation of genetic and epigenetic changes, which contribute to
the development of the tumor (5). Different epigenetic mechanisms play a role in the
development of cancer, such as DNA methylation, histone modifications, nucleosome
placement and, in particular, noncoding RNAs (4).

Noncoding RNAs (ncRNAs) are RNA molecules transcribed from noncoding regions
of the genome; therefore, they do not have an open reading frame and are not translated into
proteins (6). NcRNAs are mainly divided into two categories based on their length, using a

length of 200 nucleotides as the cutoff point. NCRNAs with less than 200 nucleotides are
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referred to as SncRNAs (small noncoding RNAs) and include miRNAs (microRNAS), siRNAs
(small interfering RNASs), piRNAs (piwi-interacting RNAs) and snoRNAs (small nucleolar
RNAs). NcRNAs with more than 200 nucleotides constitute a class of ncRNAs known as
IncRNAs (long noncoding RNAS) (7-9). NcRNAs can be modified by several inherited genetic
and epigenetic changes, in addition to structural and transcriptional variations. All of these
factors contribute to ncRNA deregulation and are implicated in the etiology, pathophysiology

and prognosis of cancer (6).

NCcRNAs can act as oncogenes or as tumor suppressors and can have utility in diagnosis
or predicting prognosis, with possible clinical implications. Consequently, it is important to
review and summarize the main finding to generate a better understanding of the mechanisms
and possible applications of ncRNAs in clinical practice (10, 11). Thus, this review seeks to
describe the utility of ncRNAs as clinical biomarkers of patients with CRC and their possible

applications in clinical practice.

2. Background

The discovery of ncRNAs was critical for the understanding of simple DNA sequences, as
our genes are insufficient to generate the global outcomes of all the processes that generate
genetic regulation. Each ncRNA can regulate different processes and have different functions
(Table 1). These functions range from complexes that silence messenger RNA (mRNA) (12,
13) to competitive inhibition of MRNA targets and regulation of splicing mechanisms, among
others (14-16). Therefore, ncRNA can assist in the integration of more complex processes
within the cell, thus explaining the differential expression of genes in different tissues,
environments and situations. At present, given the volume of data generated by widely available
methods, including microarrays and next-generation sequencing, it is possible to use databases
to search for sequences, annotations, predicted targets and various other data for the study of
ncRNAs (Table 2). In this study, we will review the biogenesis, functions and potential actions

as biomarkers of short and long ncRNAs in carcinogenesis with a focus on CRC.

Table 1 — ncRNAs and their functions

Type Function References

miRNA - Gene silencing, affecting cell growth and proliferation (17, 18)

SiRNA
- Gene silencing through participation in the RNA interference complex (12, 19-21)



piRNA - Promotes genome rearrangements in spermatogenesis, epigenetic regulation of (13, 22,
DNA, regulation of proteins and silencing of transposons
snoRNA - Biochemical modifications of other RNAs and miRNA precursors, splicing and
telomerase activity

23)

(24)

- Small nuclear RNA or ribosomal RNA modification, rRNA processing during the
maturation of ribosomes

(24, 25)

IncRNAs - Transcription, translation, protein localization and cell structure integrity

- Expression regulation of nearby genes

(26)

(27, 28)

circRNA - Bind to microRNAs or other molecules, act as transcriptional or posttranscriptional
regulators of gene expression

- Competitive inhibitors of miRNAs, regulate alternative splicing mechanisms,
modulate mRNA stability, regulate DNA transcription and protein translation

(29, 30)

(29-31)
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Table 2 — Databases of ncRNA data

Database

Link

Description

miRBase

miRTarBase

http://www.mirbase.orqg

http://mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw/php/index.php

The miRBase database
contains annotation and
published miRNAs
sequence data. Each
published sequence
represents the “hairpin”
portion of the miRNA
transcript, with information
on the location and
sequence of the mature
miRNA. Both precursor
and mature RNAs are
available to search, which
can be done by name,
keyword, reference and
annotation. All strings and
annotations are available
for download. miRBase
registration provides
miRNA researchers with
unique names for new
miRNAs before publishing
their results.

The miRTarBase database
has more than 3,600
miRNA-target interactions
(MTIs) that are manually
collected on literature
servers after systematic
filtering of articles related
to functional studies of
mMiRNAs. The collected
MTIs are experimentally
validated by reporter
assays, western blot,


about:blank
about:blank
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microarrays and next-
generation sequencing.

piRBase http://www.requlatoryrna.org/database/piRNA/  The piRBase database is
manually fed by research

on piRNAs that focuses on
functional piRNA analysis,
as well as annotations of
piRNA sequences. This
database presents
annotations of sequences
from over 200 databases in
approximately 21
organisms, as well as
classifies piRNAs
according to their
biogenesis according to the
genomic annotation. It is
also possible to evaluate
the interaction of piRNAs
with target miRNAs, as
well as to characterize
piRNAs according to 8
types of cancer, including
colorectal cancer.

circBase http://www.circhase.org With this database, it is
possible to explore public
data about circRNAs, in
addition to downloading
python scripts needed to
evaluate new circRNAs in
newly generated
sequencing data.
Researchers can search for
circRNA sequences and
annotations and search
through their identifiers,
gene descriptions, and
position in the genome, as
well as export FASTA files
containing genomic
sequences.

1. Short ncRNAs

1. MIiRNA
MiRNAs are short, single-stranded noncoding RNAs composed of 19 to 25 nucleotides.
MiRNAs are responsible for the degradation or blocking of the translation of messenger RNAs
(MRNAS) (32, 33) by imperfect pairing with sequences in the 3'-UTR of the target mRNAs,

inhibiting protein synthesis (32) and thus modulating the posttranscriptional response (16).


about:blank
about:blank
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MiRNAs are processed from precursor molecules (pri-mRNAs), which are transcribed by
RNA polymerase Il from independent genes or represent introns of genes encoding proteins
(32). After formation, miRNAs must be excised to cause gene silencing, and then they are
actively released from cells in microvesicles or exosomes or linked to proteins through two
endoribonucleases (17, 18). The expression levels of each miRNA vary in different tissues,
organs and body secretions (serous, plasma, urine and tears) and are precisely regulated (15,
17, 33).

Some miRNAs are specific to each tissue and, when overexpressed, can suppress genes
responsible for inhibiting growth and proliferation, acting directly on processes of
carcinogenesis and tumor evolution. Among them, we highlight miR-224 (14), miR-122 (34),
miR-21 (35-38) and miR-155 (39). However, negative regulation of other specific miRNAs,
miR-150 (40), miR-126 (41, 42), miR-100 (43), miR-16 (44) and, in some studies, miR-21 (45),
can increase expression. Genes responsible for promoting cell growth and proliferation result
in the development and progression of cancer (16). The process of unregulated expression of
miRNAs in human cancers is not fully understood.

In addition to acting directly in the process of carcinogenesis, miRNAs have been used as
prognostic and predictive biomarkers for the monitoring and treatment of patients with CRC
(16). MiR-21 (38), for example, may be overexpressed in patients with CRC, inducing
dysregulation of programmed cell death by targeting Pdcd4, thus promoting invasion,
extravasation and metastasis of cancer cells (16, 36). Therefore, high miR-21 levels are
associated with a lower probability of clinical remission and with a more advanced stage of the
tumor at the time of diagnosis than low miR-21 levels (35).

A study by Chen, Xia (46) showed that high levels of miR-19a favored resistance to the
chemotherapy regime FOLFOX in patients with advanced cancer. Some microRNAs, such as
miR-200, are associated with aggressive CRC phenotypes, while others have a correlation with
increased dysplasia; for example, high miR-12 is related to a worse prognosis (lower overall
survival and disease-free survival) than low miR-12 (34).

Additionally, in CRC, miR-126 presents lower levels than in healthy tissues, thus
depressing the function of VCAM-1 and causing decreased intercellular adhesion, adherence
between the epithelium-leukocytes and local inflammation (16, 41). Therefore, it is correlated
with stage IV tumors, a high degree of malignancy, and tumor invasion and colonization, in
addition to being associated with the instability of tumor microsatellites (42), which confers a

poor prognosis for these patients. MiR-224, expressed at high levels in CRC, produces a pro-
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metastatic effect through SMAD4 regulation and is present mainly in stable microsatellites,
being related to a low overall survival and metastasis-free survival in patients with CRC (14).

2. SIRNA

SIRNA (small interfering RNA) is a class of dsSRNA (double-stranded RNA) of 21 to 23
nucleotides in length with a guide (antisense) and a passenger (sense) strand (12, 19-21).
SiRNA participates in RNA interference (RNAI), a natural regulatory genetic process mediated
by RNA. It binds to a multienzyme complex, including the RNA-induced silencing complex
(RISC) and Argonaute 2 (AGO2) (12, 19-21); ultimately, the target mRNA is inactivated,
leading to sequence-specific genetic silencing (19, 21), and the cleaved mRNA leaves the
AGO2-RISC complex to release it, allowing it to attack another target mMRNA (12, 19, 21).
Using SiRNA molecules, RNAI can selectively suppress any gene in the genome (19, 21).
SiRNA can be used to treat many diseases, such as caners (ovarian, breast, prostate and lung)
(47), viral infections (hepatitis B and HPV), autoimmune diseases and others (12, 20, 47).

In instances of cancer, SIRNASs can serve as targets of treatment based on their silencing of
genes critical for tumor progression or drug resistance (48). Therefore, the selection of suitable
genetic targets is one of the prerequisites for RNAI-based anticancer therapy. Ideally, a
candidate gene should 1) be critical for tumor progression or drug resistance; 2) correlate with
reliable biomarkers that can be used to assess biological and clinical responses after RNAI
therapy; and 3) be preferentially expressed in target tumors over normal tissues (21, 48). In
recent years, with the establishment of comprehensive databases of nucleotide sequences, such
as human genomic databases and disease gene banks, the ability to identify critical oncogenes
has dramatically increased (48).

In CRC, siRNAs are being used as therapeutic devices. Studies have demonstrated that
silencing the VEGF gene with siRNA is able to suppress tumor proliferation, inhibit
angiogenesis and induce apoptosis in HCT116 cells (a cell line derived from colorectal cancer)
(49-51).

In one study (52), the ERCCL1 gene (excision repair cross-complementing group-1), which
is responsible for inducing CRC cell resistance against oxaliplatin, was inhibited by siRNA. In
another study by Peng, Wu (53), siRNA was used as a target for B7-H4, a transmembrane
protein of the B7-CD28 family expressed in the colon and considered an inhibitor of T cell-

mediated immunity. SIRNA effectively suppressed the proliferation, invasion and migration of
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LOVO cells and CRC cells, inhibiting the increased metastatic potential of CRC cells induced
by CXCL12/CXCR4 and the phosphorylation of JAK2/STAT3.

3. PiRNA

PIWI-interacting RNAs (piRNAs) are a class of small noncoding RNAs of approximately
24 to 31 nucleotides. PIRNAs are predominantly present in the germline but are also found in
somatic cells (13, 23). This class was first identified in 2001 in research on Drosophila (13,
23). Currently, there are more than 30,000 piRNAs described in humans (22).

PiRNAs receive this name because they are closely linked to PIWI proteins, which belong
to the Argonaute protein group involved in the mechanisms of repression of transposable
elements and in spermatogenesis (13). These noncoding RNAs bind to PIWI proteins, forming
a complex that can interfere with several cellular mechanisms, such as genome rearrangement
in spermiogenesis, epigenetic regulation (for example, DNA methylation), protein regulation
and transposon silencing (13, 22, 23).

The different distinct piRNA sequences originate specifically from the genome, known as
piRNA clusters, which are mainly located in pericentromeric and subtelomeric chromosomal
regions (13, 54). These sequences have great diversity, generating millions of unique piRNAs
with few characteristics in common; differences between two piRNAs can include a change of
the final nucleotide of the 5’ tip or a change in the position of adenosine (23, 55).

The biogenesis of piRNAs occurs through the transcription of each cluster of genes or
through individual transposons, generating a long precursor called a pri-piRNA (13, 56). After
transcription, this precursor is transported to the cytoplasm through cytoplasmic bodies present
in the mitochondrial membrane (13). In the cytoplasm, pri-piRNAs are processed by enzymes,
generating smaller sequences that will bind to PIWI proteins (55, 56). The piRNA+PIWI
complex is directed back to the nucleus, where it binds to its target DNA by pairing
complementary bases (56).

Regarding cancer, piRNAs can participate in several mechanisms related to tumor
biogenesis, proliferation and resistance to chemotherapy (57). Among the mechanisms of
carcinogenesis, piRNAs regulate DNA methylation of cancer-related genes. For instance,
studies show that piR-021285 is related to methylation in several types of cancer, both its wild-
type form and its cancer variants (57). Other studies have identified a relationship between the
inhibition of piR-823 and the reactivation of tumor suppressor genes through methylation (58).

In addition, piRNAs are responsible for maintaining the integrity of the genome by silencing
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transposons related to several cancer types, which may affect genes such as p53 and LINE-1
(57).

PiRNAs are also able to maintain the capacity for cancer cell proliferation. They act in the
conservation of tumor stem cells; for example, piR-932, which is expressed at high levels in
breast cancer, acts together with PIWIL2 to preserve tumor stem cells (57). As resistance to
chemotherapy is a characteristic of tumor stem cells, piRNAs are also related to the
chemoresistance of tumors.

Many piRNAs specifically related to colorectal cancer have already been identified as
participating in carcinogenesis. For example, piR-1245 is often overexpressed in CRC,
accelerating tumor growth and promoting tissue migration and invasion; in addition, piR-1245
is related to several clinical risk factors, such as the presence of metastases, and is related to
overall patient survival (23, 59). PiR-54265, in addition to promoting all the mechanisms
mentioned above, acts in resistance to 5-FU and oxaliplatin through interactions with the
PIWIL2/STAT3/pSRC complex and is related to disease-free survival and overall survival (23).
Due to its actions, piR-54265 has already been studied as a potential therapeutic target in CRC,
and studies have demonstrated that treatment with inhibitors of this piRNA can suppress tumor

growth and metastasis (60).

4. SnoRNA

Small nucleolar RNAs (snoRNAS) are a group of noncoding RNASs that perform several
biological functions, including biochemical modifications of other RNAs and miRNA
precursors, splicing and telomerase activity (24). The snoRNAs can be divided into two
families, those with the RNA box C/D motif and those with the box H/ACA motif, based on
structural similarity and biochemical functions. C/D snoRNAs form a single loop attached to a
short terminal helix and contain duplicate elements. Box H/ACA snoRNAs mainly take the
form of two symmetrical loops, where box H is between loops and box ACA is near the 3'-end
(61, 62).

There is also a subset of snoRNAs known as small Cajal body-specific RNAs
(scaRNAs), which participate in the modification of small nuclear RNAs (snRNAs) or
ribosomal RNAs and in the processing of rRNAs during maturation of the ribosome (24, 25).

The sno/scaRNAs follow a unique biosynthetic pathway before being transported to the
bodies of Cajal (61). The C/D and H/ACA sno/scaRNAs are synthesized, processed, assembled
in the nucleoplasm with their respective proteins and transported to the body of Cajal, located
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in the nucleus of the cell. Transcription via assembly of RNA polymerase Il and RNP occurs
simultaneously (61).

Defects in the maturation and function of ribosomes can cause changes in vital processes
and lead to diseases, including the transformation of normal cells into tumor cells (63). As
snoRNAs are involved in the regulation of posttranscriptional modification of ribosomal RNAs,
it is assumed that their levels may affect the physiological conditions of cells, tissues and organs
(63). Thus, changes in their expression can be a sign of disease development. The dysfunction
of several snoORNAs has been associated with the development of cancer, and some of these
molecular mechanisms have been described. Thus, snoRNAs represent a new class of
therapeutic targets in oncology, but their utility needs to be verified in vivo (64, 65).

In general, snoRNAs are potential biomarkers because they are stable in circulation and
in biological fluids, such as urine (61). In addition, many snoRNAs are tissue-specific, so they
can be used to restrict a disease process to one location (61). Some research has focused on
identifying snoRNA signatures for CRC to be validated as biomarkers and therapeutic targets
that ultimately benefit patients (66).

A study analyzing four types of snoRNA in 274 colorectal tissues from three
independent cohorts and six CRC cell lines demonstrated that the 4 snoRNAs analyzed
(SNORD76, SNORD78, ACA11 and SNORA42) had overexpression in CRC tissues compared
with corresponding normal mucosa tissues. However, the expression of SNORA42 was
negatively correlated with overall survival and identified patients with a high risk of recurrence
and poor prognosis in stage |1 CRC. In addition, SNORA42 overexpression was associated with
distant metastases and poor outcomes in patients with colorectal cancer during the clinical
validation phase. Thus, SNORA42 seems to be a promising biomarker in patients with CRC
(67).

Similarly, SNORAZ21 overexpression was observed in colorectal adenomas and CRC.
When we evaluated the clinical significance of SNORAZ21 in two independent cohorts of tumor
samples from patients with CRC, it was observed that there were significant associations
between high SNORAZ21 expression and invasion, metastasis and tumor progression in patients
with CRC. In addition, in primary CRCs with low levels of SNORA21 expression that had
metastasized to the liver, SNORA21 levels were significantly elevated in metastatic sites.
Therefore, SNORAZ21 is suggested as a prognostic marker for distant metastases in CRC (68).

Some snoRNAs remain intact and stable in plasma and serum samples, which allows
them to be good biological markers in clinical practice. This is the case with snoRA15,

snoRA41 and snoRD33, which were analyzed in 44 CRC tissue samples. The results showed
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that the changes in snoRA15, snoRA41 and snoRD33 were correlated with prognosis in CRC.
In addition, a strong association was found between the levels of expression of these sSnoRNAs
and metastatic lymph nodes, degree of tumor differentiation and TNM stage. Therefore, they

can be potential markers for the prognosis of CRC (69).

2. Long ncRNAs
1. LncRNA

Long noncoding RNAs (IncRNAS) are those that are longer than 200 nucleotides, and
these are the most common ncRNA in the human genome. Only a small number of INCRNAS
have been functionally well characterized (70). It is known that they play a significant role in a
wide variety of biological processes that include transcription, translation, protein localization
and cell structure integrity (26). Most INcCRNASs in eukaryotes are produced by RNA polymerase
11 (27).

LncRNAs are also responsible for the integrity of the nuclear structure and can regulate
the expression of nearby genes (acting in cis at the nucleus) or genes in other parts of cells
(acting in trans at the nucleus or cytoplasm) by interacting with proteins, RNAs and DNAs (27,
28). LncRNAs can positively or negatively regulate gene expression through multiple
mechanisms, including recruiting transcription factors or chromatin-modifying complexes to
their DNA targets, forming heterogeneous complexes of nuclear ribonucleoproteins (hnnRNPS)
or interacting directly with RNAs and DNAs via base pairing (27).

It has been suggested that INcRNAs can regulate the progression of cancer and the
development of many human diseases (26). Carcinogenesis is associated with general
dysregulation of different biomolecules, including IncRNA (71). This deregulation can be
observed not only at the intracellular level but also at the level of body fluids (71), thus serving
as a potential biomarker.

Abnormally expressed IncRNAs have been found in CRC but are not completely
understood. Some studies suggest that INcRNAs can be used as biomarkers (66). Some of these
InNcRNAs, such as CCAT1 and CCAT?2, located at locus 8g24.21, are highly overexpressed in
CRC (72). High expression of CCAT1 and CCAT?2 is significantly associated with worse
disease-free survival and overall survival than low expression of these markers. The expression
levels of these two InCRNAs independently, or in combination, can be used as an important
prognostic biomarker in CRC (73). In addition, CCAT1 in its long isoform also shows a positive

relationship with tumor stage and progression (74).
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CRNDE, an overexpressed INcCRNA in colorectal adenomas and adenocarcinomas, can
be a biomarker of early stages of disease because it is found in high concentrations in CRC
compared to benign colorectal diseases (75). In addition, a variant described as exosomal
CRNDE-h is detectable and stable in the serum of patients with CRC, so it can be used for
diagnosis (76).

MALAT1 and HOTAIR are examples of dysregulated INcRNAs in most cancers (71).
Overexpression of MALATL in tumor tissue has been particularly associated with lung cancer
and colorectal cancer. The expression of MALAT1 in colorectal cancer tissue (stages Il and 111)
correlates inversely and significantly with disease-free survival and overall survival, showing
that patients with the highest levels of MALATL1 have the lowest 5-year overall survival
durations (71).

HOTAIR, on the other hand, is considered more valuable as a prognostic biomarker
than a diagnostic biomarker and is considered particularly valuable in the identification of
metastatic potential (71). In fact, high levels of this IncRNA have been associated with poor
survival outcomes for patients with colorectal cancer, who have a probable overall five-year
survival of approximately 55%, compared with 80% in patients expressing lower levels of
HOTAIR in tumor samples (71, 74).

Other IncRNAs can be used for diagnosis in the early stages of CRC, such as six
exosomal IncRNAs (LNCV6_116109, LNCV6 98390, LNCV6 38772, LNCV_108266,
LNCV6_84003 and LNCV6_98602) that were shown to be increased in samples of very early
stage CRC compared with samples from healthy patients (77). Thus, InCRNAs are potential

biomarkers for both early diagnosis and prognosis in CRC (77).

2. CircRNA

Circular RNAs (circRNAs) are a group of noncoding RNAs that have a range of lengths:
they can be less than 100 or even more than 4000 nucleotides in length (31, 78, 79). CircRNAs
act by binding microRNAs or other molecules as transcriptional or posttranscriptional
regulators of gene expression (29, 79).

The structure of circRNAs is formed by closed loops through covalent bonds (29). They are
considered cotranscriptional products since they arise from RNA back-splicing of exons and/or
introns (29, 31, 79). Due to their formation mechanism, circRNAs have a different structure
than linear RNAs, as they do not have 5' and 3' polarities or polyadenylated tails, making them

more stable and less susceptible to enzymatic degradation (31, 80).
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CircRNAs are divided into four different categories: exonic circRNAs (ecircRNAS),
generated by exon back-splicing; intronic circRNAs (CiIRNAS), synthesized from introns; exon-
intron circRNAs (EICiRNAS), generated from exons and introns, simultaneously (29-31); and
the recently discovered intergenic circRNAs, consisting of intronic fragments and GT-AC
signals (30).

The functions of circRNAs are diverse, including functioning as competitive inhibitors of
miRNAs, regulators of alternative splicing mechanisms, modulators of mMRNA stability, and
regulators of DNA transcription and protein translation (30, 31, 80).

In the case of cancer, circRNAs seems to play a role in the carcinogenesis of several tumors
(76). Although the mechanisms by which circRNAs act are uncertain, studies have shown that
there is dysregulation in the expression patterns of circRNAs and related genes in breast,
cervical, stomach, colorectal and pancreatic cancer (76).

In tumors of the digestive system, circRNAs have been shown to be important regulators
of tumor progression, having two important roles in cancer: onco-circRNAs and tumor
suppressor circRNAs (81). Onco-circRNAs positively regulate tumor progression, acting on
the expression of proteins (for example, BANP, E2F5, BAG4 and FMNLZ2), genes (for
example, PVT1 and HIPK3) and microRNAs (81). Tumor suppressor circRNAs (or anti-
oncogenic circRNAS) act through the negative regulation of carcinogenesis; for example, circ-
104916 is found to have low expression in gastric cancer tissues but can be overexpressed when
there is activation of inhibitory processes against the proliferation, migration and invasion of
tumor cells (31, 81).

Regarding CRC, studies show a negative correlation between the amount of circRNA
present in tumor cells and tissues and tumor proliferation (80). In line with this, it was
discovered that there is a negative regulation of colorectal cancer cell lines that have a KRAS
mutation by circRNAs, suggesting the possible utility of circRNAs as biomarkers in CRC with
KRAS gene mutation (30, 82).

Another possible biomarker studied for CRC is hsa_circ_0000069, which is capable of
inhibiting cell proliferation, cell migration and tissue invasion, in addition to inducing G0/G1
phase arrest during the cell cycle in vitro. This marker is significantly correlated with tumor
differentiation and perineural invasion and can be used as a therapeutic or diagnostic target in
colorectal cancer (80).

In relation to biomarkers, other circRNAs have been identified to play a role in colorectal
cancer. As an example, hsa circRNA _ 105055, hsa circRNA 086376 and

hsa_circRNA_102761 can be mentioned, which may be related to the presence of lung
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metastases. There is also hsa_circ_0007534, which has been related to the tumor stage and
lymph node metastasis, and circ-BANP, which originates from the BANP gene and seems to
be related to cell proliferation (80). Thus, several studies corroborate the idea that circRNAs

are promising biomarkers for colorectal cancer.

Conclusion

Given the current understanding of ncRNAs, it is possible to perceive the variety of
functions they have as well as their potential as biomarkers for monitoring carcinogenic
progression and predicting prognosis for both cancers in general and specifically CRC.
However, translation into clinical practice is almost nonexistent, and the use of ncRNAs in
routine management of cancer patients is not a reality. Therefore, further studies are needed to
enable the inclusion of these biomarkers in the oncology management routine so that patients

can benefit from their low cost and rapid test results.
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4.2 Capitulo 2 - Associacao da expressao de miRNA e progndéstico em pacientes com

cancer colorretal: uma revisao sistematica

Resumo

Introducéo: Em individuos com doencas cronicas, como cancer colorretal, os estudos de
expressdao de miRNA tém sido focados em resisténcia medicamentosa e biomarcadores
prognosticos. No entanto, as evidéncias sobre essa associacdo ndo foram sintetizadas,
impossibilitando o processo de tradugdo. Assim, apresentamos um protocolo para uma reviséo
sistematica da associacdo entre expressdo de miRNA e fatores progndésticos em individuos com
cancer colorretal. Método: Esta revisdo sistematica considera as diretrizes PRISMA e o
Cochrane Handbook for Systematic Reviews. Foram realizadas buscas em seis bases de dados
eletronicas (Medline, Scopus, Web of Science, Cochrane Clinical Trials e Embase) e
repositorios especializados. Foram incluidos estudos publicados em revistas especalizadas se
atendessem aos seguintes critérios de elegibilidade: 1) avaliar individuos com cancer colorretal
(> 18 anos); 2) expressdo de miRNA como exposicdo; 3) resultados relacionados a tumores
(por exemplo, proliferacdo celular e invasdo tecidual), pacientes (por exemplo, reacoes
adversas/toxicidade, resisténcia a medicamentos, resposta a medicamentos, estagio TNM e
localizacdo do tumor) e progndsticos (sobrevida global e sobrevida livre de doenca); e 4)
ensaios clinicos, estudos longitudinais de coorte ou caso-controle. Os processos de selecdo dos
estudos, extracdo de dados e avaliagdo/sintese foram realizados em duplicata. Caracteristicas
do estudo, participantes, intervencdes e resultados foram extraidas e descritas. A avaliagdo do
risco de viés foi realizada usando a ferramenta QUIPs para estudos de coorte e caso-controle.
A sintese de evidéncias incluird a avaliacdo do nivel de evidéncia com base na abordagem
GRADE e meta-analise da associacdo entre miRNAs e resultados disponiveis com base nas
diretrizes Cochrane. Discussdo: Esperamos que esta revisao leve a melhorias metodoldgicas em
futuras pesquisas e praticas clinicas, ajudando assim a entender melhor a associacéo entre tipos

de miRNA e diferentes fatores prognosticos em individuos com cancer colorretal.

Registro da Reviséo Sistematica: PROSPERO CRD42017080872

Palavras-chave: cancer colorretal, microRNAs, progndstico.
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Introducéo

O céncer colorretal (CCR) € um grave problema de satde em todo o0 mundo. Estima-se
que o CCR represente aproximadamente 8% de todos os canceres nos Estados Unidos?,
afetando principalmente homens (NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2017; SUNG et al.,
2021). Segundo dados dos EUA em 2017, o percentual de doenca localizada de cancer
colorretal ao diagndstico é de 39%, enquanto o percentual de doenga metastatica € de 14%, e
outra parte € uma doenca de progressdo local (ARNOLD et al., 2017). Atualmente, outras
classificacbes baseadas em critérios genéticos e moleculares também estdo sendo usados para
esse tipo de cancer (CANCER GENOME ATLAS, 2018; DIENSTMANN et al., 2017). Essas
novas classificacfes distinguem CCRs como CMS1, CMS2, CMS3 or CMS4 (consensus
molecular subtypes — CMS) (DIENSTMANN et al., 2017).

Outras avaliagdes baseadas no DNA e modificacdes epigenéticas, como fatores
moleculares (por exemplo, metilacéo) e expressdo de miRNA, também tém sido estudadas na
tentativa de avaliar novos biomarcadores que possam predizer resultados ou prognosticos do
CCR (LAM et al., 2016; THOMAS et al., 2015). Os biomarcadores sdo utilizados na avaliacéo
das caracteristicas tumorais e do quadro clinico de cada paciente (STINTZING et al., 2015;
ERSTAD; TUMUSIIME; CUSACK, 2015). Esses biomarcadores podem predizer diferentes
progndsticos e determinar diferentes respostas aos tratamentos (SUNG et al., 2021;
STINTZING et al., 2015; VALIHRACH; ANDROVIC; KUBISTA, 2019). Biomarcadores
prognosticos também podem ser estabelecidos para determinar prognosticos com diferentes
impactos na sobrevida global e livre de doenga, como relacionados ao tumor (proliferacdo
celular, invaséo tecidual, movimento celular e angiogénese) e fatores relacionados ao paciente
(reacOes adversas/toxicidade, resisténcia ao medicamento, resposta ao medicamento, estagio
TNM [metastase da neoplasia, metastase do linfonodo e tamanho do tumor] e localizagdo do
tumor). Além disso, marcadores preditivos podem determinar qual medicacgéo é preferivel para
tratamento com base no status do marcador (SUNG et al., 2021; STINTZING et al., 2015).
Esses mecanismos podem explicar a razéo pela qual os miRNAs se comportam como fatores
prognosticos e preditivos.

Mais especificamente, o0s miRNAs sdo RNAs néo codificantes de até 22 nucleotideos
que regulam a expresséo génica apoés a transcricdo (HAMMOND, 2015). Os miRNAs podem
ter grande significancia no cancer quando ligados a expressao de oncogenes, genes supressores
de tumor e respostas especificas a medicacdo (AMIRKHAH et al., 2015; HUMMEL,;
HUSSEY; HAIER, 2010). No CCR, os miRNAs séo estudados por seus papeis no progndstico
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da doenca, determinacdo da resisténcia a medicacdo, e até mesmo como preditores de
tratamento e biomarcadores para prognosticos especificos, dependendo de sua expressao nos
pacientes (HUMMEL; HUSSEY; HAIER, 2010; WANG, 2020). As associagdes entre miRNAS
e fatores progndsticos tém sido, portanto, consideradas em estudos clinicos de CCR. Por
exemplo, 0 has-miR-1 e 0 has-miR-18a tém impactos no prognostico do paciente com CCR
quando sdo subexpressos e superexpressos, respectivamente (WANG, 2020). No entanto,
devido as diferencas nos desenhos dos estudos, populacbes-alvo e falta de avaliacdes da
qualidade metodoldgica e niveis de evidéncia, o processo de traducdo desses resultados para a
prética clinica se torma questionavel (TIBERIO et al., 2015). Aléem disso, revisdes sistematicas
abordando temas semelhantes avaliam a expressdo especifica de miRNAs, como em bidpsias
liquidas, ou avaliando miRNAs isolados ou resultados progndsticos unicos (TOIYAMA et al.,
2018; PANetal., 2018; GUN et al., 2018; MOHER et al., 2009). Asssim, uma avaliacdo robusta
de quais dados disponiveis pode ser aplicada apacientes com cancer colorretal.

Portanto, este estudo tem como objetivo apresentar uma revisao sistematica que busca
sintetizar e avaliar evidéncias da associacdo entre expressdo de miRNA e fatores progndsticos
em individuos com cancer colorretal. Neste contexto, serd avaliada a expressdo de miRNAs
ligados a oncogenes, genes supressores de tumor e outros genes. Além disso, fatores
progndsticos ligados a tumores (proliferacdo celular, invasdo tecidual, movimento celular e
angiogénese), pacientes (reacdes adversas/toxicidade, resposta ao medicamento, estagio TNM,
metastase no nddulo tumoral, localizac¢do do tumor) e prognosticos (sobrevida geral e sobrevida

livre de doenca) em pacientes com cancer colorretal também foi considerada.

Método e Desenho

Problema/Pergunta
1. A hiperexpresséo / hiperexpressdao de miRNAs foi associada a fatores prognosticos

relacionados a tumor, pacientes e pricinpais resultados progndsticos?

Obijetivos, desenho, e planejamento do estudo

Esta revisdo sistemética busca sintetizar e avaliar evidéncias da associacdo entre
expressao de miRNA e fatores prognosticos em individuos com cancer colorretal.

Este estudo foi baseado no Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-
Analyses (PRISMA)*, bem como no Cochrane Handbook for Systematic Reviews of

Interventions®®
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Este protocolo foi registrado no International Prospective Register of Systematic
Reviews (PROSPERO) (Registration number: CRD 42017080872).

Caracteristica dos participantes ou descricao dos materiais

Identificacdo dos estudos elegiveis

Os estudos foram incluidos caso fossem publicados em periddicos especializados,
atendessem aos seguintes critérios de elegibilidade e fossem organizados por populagéo,
intervencao, controle, resultado e desenho do estudo (estrutura PICOS) (THOMAS et al., 2015;
HUANG,; LIN; DEMNER-FUSHMAN, 2006).

Participantes

Foram incluidos estudos com amostra composta por sujeitos de ambos 0s sexos, maiores
de 18 anos com diagndéstico de cancer colorretal, independente do tempo de diagnostico.

Estudos com linhagens celulares que incluam animais ndo serdo considerados.

Intervenc@o/Exposicao

Esta revisdo considerou a expressdo de miRNA como 1) superpressiva, quando a expressao é
maior que o normal, 2) subexpressa, quando a expressao € menor que o normal ou 3)
normalmente expressa (HAMMOND, 2015). Assim, estudos elegiveis avaliardo miRNAs
considerando diversos liquidos ou tecidos, como sangue e tecidos tumorais (WANG, 2020).
Para mais, técnicas que envolvem plataformas usando microarray, reacdo em cadeia da
polimerase de transcricao reversa (RT-PCR) e processos de hibridizacéo base-base, bem
como sequenciamento de proxima geracao (NGS), também foram elegiveis (HAMMOND,
2015).

Tipos de estudos

Foram incluidos ensaios clinicos randomizados (ECRs) que atendessem aos seguintes
critérios: ter pelo menos um grupo de intervengdo que modifique diretamente a expressao de
miRNAs ou a aplicacdo direta de miRNAs nos participantes, bem como um grupo controle de
qualquer outra intervencdo ou intervencdo de acompanhamento. Além disso, foram incluidos
estudos de caso de coorte e controle que mostram exposi¢do a qualquer tipo de miRNA,

independentemente do tempo de acompanhamento ou direcdo do estudo (retrospectivo ou
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prospectivo para estudos de coorte). Estudos observacionais transversais ndo foram incluidos
devido a possibilidade de avaliacdo prognostica nesses tipos de estudos. Os estudos foram
pesquisados periodicos especializados, literatura cinzenta e bancos de dados de repositorios,

Os estudos foram incluidos independentemente do status de publicacdo (periodicos
cientificos com revisdo por pares ou outros tipos). O idioma de publicagdo foi considerado fator
limitante, foi aceito apenas o inglés.

Resultados

Os resultados incluidos foram selecionados de acordo com os principais desfechos
prognosticos estabelecidos pela Food and Drug Administration (FDA), bem como por meio de
avaliacdes de revisdes adicionais no tema incluindo sobrevida global e sobrevida livre de
doenca e avaliagOes de artigos de revisdo de literatura para a determinacdo de fatores
progndsticos relacionados ao cancer colorretal (STINTZING et al., 2015; THOMAS et al.,
2015; ZHENG et al., 2015; WANG, 2020; DENG, 2017; KIM, 2017). A partir dessas analises,

serdo incluidos os estudos que apresentarem os seguintes resultados como fatores progndsticos:

Relacionado ao Tumor

Proliferacdo celular
Invasdo tecidual
Movimento celular

Angiogénese

Relacionado ao Paciente

Reac0es adversas/toxicidade

Resisténcia medicamentosa

Resposta ao medicamento

Estagio TNM (metastase de neoplasia, metéstase de linfonodo e tamanho do tumor)

Localizacdo do tumor

Principais resultados progndésticos
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Sobrevida global

Sobrevida livre de doenca
Estratégia de Busca

Uma busca eletronica de cinco bases de dados foi realizada para identificar as
publicacdes que atendem aos critérios de selecdo. A busca sera realizada sem limites a data ou
idioma de publicacé&o.

As palavras-chave a serem usadas foram selecionadas de acordo com Medical Subject
Headings (MeSH) na National Library of Medicine e palavras de texto usadas em estudos
bioguimicos sobre expressdo de miRNA.

A organizacao dos termos para a busca seré realizada de acordo com a estratégia PICOS.
Para sensibilizar a busca de artigos, a estratégia para cada base de dados é descrita a seguir:

1. Medline (Contetdo Digital Complementar 2): usado com os termos MeSH e todos

0s entry terms;

2. Scopus (Contetdo Digital Complementar 3);

3. Web of Science (Contetddo Digital Complementar 4);

4. Cochrane (Conteudo Digital Complementar 5);

5. EMBASE (Conteudo Digital Complementar 6).

Além das pesquisas de banco de dados, as seguintes estratégias de pesquisa serdo
empregadas:

i.Pesquisas em repositorios de ensaios clinicos e pesquisas sobre o cancer: Também

consultaremos os registros de Ensaios Clinicos dos EUA (http://clinicaltrials.gov/) e do Brasil

(http://www.ensaiosclinicos.gov.br). O  repositorio de  pesquisa do  cancer

(https://www.unmc.edu/cancercenter/registry/) também sera usado.

Registros do Estudo

Gestao de dados

O gerenciamento de referéncias e remocdo de duplicatas foi realizado com o
EndnoteX7, e os artigos serdo gerenciados usando planilhas Excel e software Review Manager
(RevMan)  (http://community.cochrane.org/tools/review-production-tools/revman-5). A

estratégia de busca foi realizada em maio de 2018 e atualizada em janeiro de 2019.


http://clinicaltrials.gov/
http://www.ensaiosclinicos.gov.br/
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Processo de selecéo

Concluidas as buscas nas bases de dados propostas, foi criada uma unica biblioteca e as
duplicatas foram removidas. Apds esse processo, dois revisores selecionaram 0s artigos de
forma independente. Além disso, foram criadas referéncias para todos os artigos, e 0s motivos
da exclusdo dos artigos foram justificados.

Havia dois niveis do processo de selecdo. No primeiro nivel, os revisores avaliaram 0s
artigos por meio da leitura de titulos e resumos. No segundo nivel de sele¢do, os revisores fazem
a leitura dos textos completos. Nesta etapa, os revisores devem avaliar os critérios de inclusdo.
As exclusdes devem ser justificadas na planilha.

Em cada uma das duas etapas, foi realizada uma reunido de consenso para analisar quais
artigos foram considerados elegiveis para revisdo. Se necessario, um terceiro revisor também
foi consultado para resolver discordancias.

Os autores utilizaram o programa EndnoteX7 para gerenciar as referéncias. As listas de
referéncia dos estudos incluidos foram pesquisadas independentemente por um revisor para

identificar estudos potenciais adicionais.

Andlise estatistica e sintese do estudo

Processo de coleta de dados
Todas as fases de extracdo de dados, gerenciamento, risco de viés, nivel de evidéncia e

sintese foram realizadas por dois revisores, e um terceiro revisor resolveu as discordancias.

Extracéo de dados

Os revisores receberam a planilha (elaborada por JSS) em Excel com todas as variaveis
a serem preenchidas. Resultados descritivos relativos as caracteristicas do estudo (tipo de
estudo, pais e contexto), caracteristicas da populacdo (nimero de participantes, faixa etaria,
condicdo clinica especifica, critérios de elegibilidade e método de selecdo da amostra),
exposicoes (MIRNAs, expressdo de miRNA, classificacdo de expressdo de miRNA, genes, tipos
de genes relacionados a carcinogénese), fatores prognosticos (tipo de fator, tipo avaliavel) e

resultados do estudo foram apresentados.
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Risco de viés e qualidade metodoldgica de estudos individuais

Para reduzir vieses sistematicos e erros inferenciais nos resultados de interesse,
avaliamos o risco de viés dos estudos de acordo com QUIPs Tool (TANG et al., 2018). Dois
pesquisadores estiveram envolvidos no processo de avaliagdo dos artigos. Inicialmente, o
autor principal JSS avaliou os estudos individual, ap6s reunido de consenso (JSS e VF)
ajustaram os parametros de escolha e avaliacdo dos dominios e formatos de avaliacdo dos
estudos de forma total.

Na avaliacdo do risco de viés global para cada estudo foram utilizados os seguintes
dominios: Study participation, Prognostic Mensure, Outcome Mensure, Study confuding e
statiscal analysis and reporting. O dominio study attrition ndo foi considerada na avaliacdo dos
estudos incluidos pois ndo representava caracteristicas identificaveis na maior parte dos
estudos, ndo sendo julgada como determinante para o risco de viés dos estudos incluidos,
conforme orientacdo do Quips Tool. Dessa forma, para cada estudo foi avaliado se qualquer
um dos sub-dominios acima fosse classificado como alto risco de viés, a categoria era
denominada com esta classificacdo, 0 mesmo ocorrendo para moderado risco de viés. A
categoria somente era determinada com baixo risco de viés, caso apresentasse em todos 0s seus
sub-dominios a classificacdo de baixo risco de viés. Da mesma forma, foi avaliado o risco de
viés global dos estudos. Os estudos que apresentassem em todos os dominios baixo risco de
viés, eram classificados dessa forma. Caso apresentassem pelo menos 1 dominio como

moderado ou alto risco de viés, eram assim classificados.

Sintese dos dados

A decisdo sobre a sintese quantitativa dos estudos incluidos (metanalise sobre a
influéncia dos miRNASs nos resultados disponiveis) foi realizada em reunido por consenso com
0s autores, considerando questdes clinicas e estatisticas de homogeneidade.

Contudo, quando avaliamos os diferentes elementos (PICOS) que aproximassem 0s
estudos em questdes clinicamente homogéneas), e levando em consideracdo somente aqueles
estudos com baixo ou moderado risco de viés, ndo foi possivel determinar um subconjunto
destes que pudessem ser agrupados de maneira quantitativa. Por exemplo, dois estudos que
mais se aproximavam neste sentido: HENSEN et al 2014 e JEPSEN et al 2016 apresentavam
estadiamento clinicos diferentes, fator determinante para sobrevida global, ndo podendo ser

assim agrupados. Therefore, we decided to present the results in a narrative synthesis.
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A sintese narrativa foi realizada segundo a estratégia PICOS levando em consideracéo:
autor; data da publicacgdo; tipo de estudo; caracteristicas da populacdo — idade, estadiamento,
pais do estudo; miRNAs avaliados; desfechos prognosticos avaliados.

Além disso, para todas as analises foram realizadas a avaliacéo pelos subgrupos de tipos
de estudos. A sintese narrativa, avaliagdo de viés e tomada de deciséo para realizagdo de meta-
analise com base na padronizacéo entre os estudos com foco nos de moderado e baixo risco de
Viés.

Na analise de subgrupo por tipo de estudo (Coorte, Caso Controle e Ensaios Clinicos)
foi avaliado o risco de viés de cada estudo, deixando-se somente para seguimento de analise 0s
de moderado e baixo risco. Em seguida foram avaliadas as caracteristicas clinicas dos
individuos, miRNAs avaliados e os desfechos progndstico. Optou-se pela nao realizacao de
meta-analise devido a ndo homogeneidade clinica entre os estudos levando em consideragéo o0s
parametros acima. Em nossa descricao narrativa foi relacionado todos os impactos dos miRNASs
individualmente em cada desfecho prognéstico avaliado por estudo.

Os estudos foram apresentados em ordem alfabética de autor principal, em ordem
cronoldgica por ano de publicacdo, por tipo de estudo ou em alguns subgrupos com base na

analise de subgrupos.

RESULTADOS

Busca, Selecdo e Extracao

Na fase de busca conforme método indicado foi possivel avaliar a seguinte composi¢do
dos artigos: Medline (Pubmed) 135 artigos; Scopus 323 artigos; Web of Science 24 artigos;
EMBASE 94 artigos; e Cochrane Clinical Trials 11 artigos selecionados. Dessa forma, 587
artigos foram inicialmente obtidos, além disso foram incluidos mais 3 de outras fontes,
totalizando 590 artigos. Apos a remocdao de duplicatas, restaram 469 artigos. Durante o processo
de selegdo por titulos e resumos, 186 artigos foram excluidos. Apos isso, 221 artigos foram
excluidos apos leitura integral.os processos descritos para selecdo. Ao final, 62 artigos foram

incluidos para extracdo dos dados (Figura 6).
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Figura 6 — Processo de desenvolvimento da pesquisa de acordo com diretrizes PRISMA.

N. de relatos identificados no banco M. de relatos identificados em
de dados de buscas outras fontes

Mentificagio

N. de relatos apds eliminar os duplicados

N. de relatos rastreados — N. de relatos exduidos

|

N. de artigos em texto completo N. de artigos em texto completo exduidos,
avaliados para elegibilidade com justificativa

l

N. de estudos induldos em
sintese qualitativa

|

N. de estudos induidos em
sintese quantitativa (meta-andlise)

Selegio

Elegibilidade

Indusio

Fonte: Adaptado e traduzido de PRISMA 2020

A maioria dos artigos que compdem esta revisdo sdo do tipo coorte (n= 53; 85,5%),
sendo que a maior parte deles (n=21; 33,33%) avaliou pacientes nos estagios I, Il, Il e IV da
doenca; 25,38% (n=16) avaliou pacientes em estagio 1V; 6,34% (n=4) em estagio Il e 9,52%
(n=6) o estagio 2. Os estudos estiveram concentrados entre os continentes Europeus e Asiaticos,

ambos com 20 estudos cada (Figura 7).
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Figura 7 — Distribuicdo dos estudos por continente
Asia
America Europe 20 studies
7 Studies 20 studies

Australia
1 study
v ‘l*ﬁ

Turkey
3 studies

Fonte: Dados de analise interna

Andlise de Risco de Viés

Na avaliacdo do risco de viés global de cada estudo incluido por meio do Quips Tool
foi possivel avaliar que 22 (34,5%) estudos tiveram alto risco de viés, 29 (46,8%) estudos
tiveram risco de viés moderado e 11 (17,7%) estudos apresentaram baixo risco de viés. Quando
avaliamos somente os de baixo risco de viés, oito (08) artigos estavam categorizados como
coorte e 3 como ensaios clinicos. Entre os estudos de caso controle, todos apresentavam
moderado risco de viés e publicados pelo mesmo autor, SLATERY et al. Além disso, na
avaliacdo por dominios do Quips tool, o dominio Study confunding apresentou maior nimero
de estudos com alto risco de viés (Coorte — 13; Caso Ensaios Clinicos -2), seguido do dominio
Study participation (Coorte — 8; Ensaios Clinicos — 2). Os dominios Prognostic mensure e
outcome mensures ndo apresentaram nenhum estudo com alto risco de viés, sendo que este
ultimo apresentou praticamente todos os estudos com baixo risco de viés, sendo somente 1
estudo no subgrupo de ensaios clinicos com moderado risco de viés. A avaliacédo do risco de

viés global por estudo encontra-se na Tabela 3 das caracteristicas gerais dos estudos.
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Exposicao

Observa-se que miR-21 foi 0 mais citado (17 artigos) nos artigos selecionados para esta
revisao sistematica, seguidos do miR-126 (7 artigos), miR-143 (6 artigos) e miR-155 (5
artigos), todos os miRNAs avaliados encontram-se na tabela 3. A maioria dos artigos utilizou
tecido tumoral e sangue para avaliar a presenca do miRNA de interesse, sendo o método de

analise mais citado o PCR.

Sendo que para 0 miR-21 houve impacto da hiperexpressdéo do miRNA no
prognostico dos pacientes, inclusive com diminuicdo da sobrevida global em pacientes

estadios 1V (2) e estadio 11 (3). Outcomes and clinical implications

Tabela 3 — Avaliacdo da frequéncia absoluta de estudos que citam os miRNAs em suas avaliagfes
(continua)

miRNA Fr (n estudos) Estudos Desfecho

Almeida et al (2016); Bovell et al
(2013); Bullock et al (2015);
Carvalho et al (2017); Chegn et al
(2011); Feiersinger et al (2016);
Hansen et al (2014); Jepsen et al
miR-21 17 (2016); Kulda et al (2010); Li et al

(2015); Menendez et al (2013);
Mima et al (2016); Schee et al
(2012); Tanoglu et al (2015);
Vinicius et al (2013); Yazdani et al
(2016); Mekenkamp et al (2012)

OS/ DFS/ PFS/ Estadiamento/ Recorréncia
em 5 anos/ Remiss&o de doenga e
morte/Recorréncia/Risco de metastase
linfonodal/ Mortaidade Especifica por
cancer/MFS/ Diferenciagdo/ Infiltragdode
linfécitos/ Invasédo vascular/invasao
perineural/ crescimento perinodal/Resposta
ao tratamento/ Tamanho do tumor

Almeida et al (2016); Hansen et al
(2015); Hansen et al (2014); Hansen
mir-126 7 et al (2014); Hansen et al (2012);
Hansen et al (2013); Kjersema et al
(2014);

OS/ PFS/ Resposta RECIST/RF-CSS/ Taxa
de resposta

kulda et al (2010); Pichler et al
(2012); Ristau et al (2014); Tanoglu OS/Estadiamento/PFS/RF-CSS/ Resposta ao

MiR-143 6 et al (2015); Mekenkamp et al tratamento/Recorréncia do tumor/ DFS
(2012); Schou et al (2014)
Mor(lggle;)a}lc(ﬁgrl]?t; ;‘ig%%lf) .et al PFS/ Resposta ao tratamento/Recorréncia do
miR-155 5 ' ' tumor/Estadiamento/ OS/ Metastase/ resposta

Mekenkamp et al (2012); Chen et al

(2014) a quimioterapia

Tabela 3 - Avaliacdo da frequéncia absoluta de estudos que citam os miRNAs em suas avaliacfes

(continuacdo)

miRNA Fr (n estudos) Estudos Desfecho

Jepsen et al (2016); Li et al (2015); OS/ Risco de metastase linfonodal/ DFS/
miR-200c 5 Tanoglu et al (2015); Toiyama et al Resposta ao tratamento/Recorréncia do
(2014); Chen et al (2014) tumor/ Metastase/ Resposta a quimioterapia
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MFS/ Estadiamento/ Diferenciacéo/

Bovell et al (2013); Schee et al Localizacdo do tumor/ Infiltracdo de
miR-106a 4 (2012) ;Tanoglu et al (2015); Yu et linfdcitos/ Invasdo vascular/ Invaséo
al (2012) perineural/ Crescimento perinodal/ Resposta

ao tratamento/Recorréncia do tumor/ OS

0S/ Risco de metéstase linfonodal/DFS/

Jepsen et al (2016): Li et al (2015). MFS/ Estadiamento/ Diferenciacéo/

miR-92a 4 Schee et al (2012); Yu et al (2012) ITocgll_zagao do t~umor/ Infiltracdo ge
linfocitos/ Invasdo vascular/ Invasdo
perineural/ Crescimento perinodal/
miR-133a 3 Tanoglu et al (2015); Wan et al Resposta ao tratamento/Recorréncia do
(2014); Mekenkamp et al (2012) tumor/ OS/Estadiamento/ PFS
miR-20a 2 Bovell et al (2013); Yu et al (2012) OS/Estadiamento
o Maierthaler et al (2016); Toiyama et ) .
miR-200b 3 al (2014); Mekenkamp et al (2012) OS/ DFS/ Metéstase Linfonodal/ PFS
MiR-215 3 Bullock et al (2015); Svoboda et al Recorréncia em 5 anos/ Resposta ao
(2012); Slattery et al (2014); tratamento/ OS/ Estadiamento
Bullock et al (2015); Chen et al
miR-19a 4 (2013); Mekenkamp et al (2012); Yu Recorréncia em 5 anos/ OS/ PFS/
et al (2012)
let-7a 2 Ruzzo et al (2012); Mekenkamp et al OS/PFS/ Numero de Metastases
(2012)
miR-133b 2 Tanoglu et al (2015); Mekenkamp et Resposta ao tratamento/Recorréncia do
al (2012) tumor/ OS/PFS
miR-141 2 Toiyama et a'(gzoolll‘;); Chegn etal OS/DFS/ Metéstase Linfonodal
MFS/ Estadiamento/ Diferenciacao/
. Localizacdo do tumor/ Infiltragdo de
miR-145 2 Schee etal (2012), Tanoglu etal linfdcitos/ Invaséo vascular/ Invasdo
(2015); . . .
perineural/ Crescimento perinodal/ Resposta
ao tratamento/Recorréncia do tumor
miR-1814 2 Pichler et al (2014); Mekenkamp et PES/ RE-CSS/ OS

al (2012)

Tabela 3 - Avaliacdo da frequéncia absoluta de estudos que citam os miRNAs em suas avaliagcdes
(continuacdo)

miRNA Fr (n estudos) Estudos Desfecho

Bovell et al (2013); Carvalho et al OS/ Estadiamento/ TNM/ Remissdo de

miR-203 2 (2017) doenca e morte/recorréncia
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Ling et al (2016); Adamopoulos et al

miR-224 2 (2015) OS/ Metéastase/DFS
miR-31-5p 2 Slattery et al (2014); Kiss etal OS/ Estadiamento/ PFS

(2016)

miR-34a 2 Almeida et al (2016); Schou et al 0S/ Estadiamento/ DFS
(2014);

MiR-429 2 Toiyama et al (2014); Sun et al OS/DFS/ Metastase Linfonodal/
(2014); Estadiamento

mir-17 1 Yu et al (2012) (O]

MiR-182 2 Tanoglu et al (2015); Wang et al Resposta ao tratamento/Recorréncia do
(2014) tumor/ OS

miR-99a 2 Cappuzzo etat ((22811;')) ; Svoboda et al OS/PFS/ Resposta ao tratamento

miR-18a 1 Yu et al (2012) (O]

— Mekenkamp et al (2012); Yu et al

miR-19b 2 (2012) OS/PFS

miR-29b 2 Basati et al (2((;1051)2;)Svoboda etal Resposta ao tratamento/ OS/ Estadiamento

miR-32 2 ozawa et al (2017); Wu et al (2013) Risco de metastase linfonodal/

MiR-122 2 Chen et al (2013); Maierthaler et al Resisténcia/OS/PES
(2016)

cel-miR-39 1 Toiyama et al (2014) OS/DFS/ Metastase Linfonodal
let-7a-5p 1 Liu et al (2016) OS/Risco de metastase linfonodal

Tabela 3 - Avaliacdo da frequéncia absoluta de estudos que citam os miRNAs em suas avaliagdes
(continuacdo)

miRNA Fr (n estudos) Estudos Desfecho

Let-7c 1 Cappuzzo et at (2014) OS/PFS
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let-7g 1 Monzo et al (2017) PFS

Recorréncia/ Metastase/Resposta a

miR-100 1 Chen et al (2014) S :
quimioterapia
MFS/ Estadiamento/ Diferenciacéo/
miR-101 1 Schee et al (2012) Localizagdo do tumor/ Infiltragdo de
linfocitos/ Invasdo vascular/ Invasdo
perineural/ Crescimento perinodal
miR-105 1 Mekenkamp et al (2012) OS/PFS
miR-125b 1 Cappuzzo et at (2014) OS/PFS
miR-127 1 Tanoglu et al (2015) Resposta ao tratamento/Recorréncia do tumor
miR-144 1 Chen et al (2013) Resisténcia
miR-145-5p 1 Slattery et al (2014) OS/Estadiamento
miR-15 1 Kjersema et al (2014) PFS
miR-15b 1 Monzo et al (2017) PFS
miR-16 1 Qian et al (2013) OS/Estadiamento
miR-181b 1 Bovell et al (2013) OS/ Estadiamento
miR-181b-1 1 Ozawa et al (2017) Risco de metéstase linfonodal
miR-192 1 Bullock et al (2015) Recorréncia em 5 anos

Tabela 3 - Avaliacdo da frequéncia absoluta de estudos que citam os miRNAs em suas avaliacfes
(continuacdo)

miRNA Fr (n estudos) Estudos Desfecho

Bullock et al (2015); Basati et al

miR-194 1 (2015)

Recorréncia em 5 anos/OS



miR-200a

miR-200b-3p

miR-204-5p

miR-211

miR-217

miR-221

miR-222

miR-24

miR-346

miR-27a

miR-27b

miR-30a

miR-30d

miR-31

Tanoglu et al (2015)

Slattery et al (2014)

Sumbul et al (2014)

Sumbul et al (2015)

Mekenkamp et al (2012)

Chen et al (2013)

Chen et al (2013)

Kjersema et al (2014)

Mekenkamp et al (2012)

Mekenkamp et al (2012)

Mekenkamp et al (2012)

Mekenkamp et al (2012)

Tanoglu et al (2015)

Tanoglu et al (2015)
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Resposta ao tratamento/Recorréncia do tumor

OS/Estadiamento

(ON)

OS/ Invsado de parede/ Metastase linfonodal/

Invaséo vascular/ Invasdo perineural/

Metastase hepatica

OS/PFS

Resisténcia

Resisténcia

PFS

OS/PFS

OS/PFS

OS/PFS

OS/PFS

Resposta ao tratamento/Recorréncia do tumor

Resposta ao tratamento/Recorréncia do tumor

Tabela 3 - Avaliacdo da frequéncia absoluta de estudos que citam os miRNAs em suas avaliagdes

(conclusdo)

miRNA

Fr (n estudos)

Estudos

Desfecho

miR-324-3p

1

Schou et al (2014)

OS/DFS
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miR-328 1 Monzo et al (2017) PFS
miR-345 1 Schou et al (2014) OS/DFS
miR-362-3p 1 Tanoglu et al (2015) Resposta ao tratamento/Recorréncia do tumor
miR-451a 1 Slattery et al (2014) OS/Estadiamento
miR-455-5p 1 Boisen et al (2014) OS/Progressdo de doenga
miR-619-5p 1 Qiu et al (2016) OS/DFS/Estadiamento
miR-628-5p 1 Schou et al (2014) OS/DFS
miR-630 1 Milino et al (2017) Resposta a quimioterapia
miR-664-3p 1 Boisen et al (2014) OS/Progressdo de doenga
miR-7 1 Milino et al (2017) Resposta a quimioterapia
miR-886-3p 1 Schou et al (2014) OS/DFS
miR-9 1 Tanoglu et al (2015) Resposta ao tratamento/Recorréncia do tumor
miR-92 1 Chegn et al (2011) (O]
miR-96 1 Mekenkamp et al (2012) OS/PFS
miR-139-3p 1 Liu et al (2014) (OF]

Quando analisamos o desfecho mais descrito, observa-se que a sobrevida global foi o
mais abordado, seguida do estadiamento. Do total de 59 miRNA avaliados, 23 néo
apresentaram relacdo com os prognosticos avaliados. Os que apresentaram relacdo com 0s
progndsticos. A avaliagdo dos impactos individuais de cada estudo e os miRNAs esta disponivel

na tabela 3.
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O miR-21, principal miRNA citado nos estudos, quando hiperexpresso apresenta
impacto deletério no prognostico dos pacientes. Assim, apresenta diminui¢do da sobrevida
global em white pacientes estadios IV (2) (H HR 14 2.50; 95% CI, 1.07-5.83) e paciente com
estadio Il (3) (OS: HR = 2.47, p = 0.029), diminuicao da sobrevida livre de recorréncia (14)
(hazard ratio 1.35 (95% confidence interval, 1.03-1.76) (P 1/4 0.028).

Para 0 miR-126, a diminuicdo da expressdo apresentou relacdo com uma melhor
resposta ao tratamento com Bevacizumab em pacientes com CRC metastatico -0.374 (95% Cl,
0.472 to 0.111) in the responding patients, P 1/4 0.002) quando comparado aos que tiveram
aumenta da expresséo 0.244 (95% confidence interval (Cl), 0.050-0.565). Ainda para 0 miR-
126 houve melhor PFS dos pacientes metastaticos em uso de XELOX em primeira linha que
apresentaram hiperexpressdo (11.5 months 95% ClI, 9.0-12.7 months) do miRNA, quando
parados aos hipoexpressos (6.0 months (95% CI, 4.8-6.9 months — p<0.0001).

Para 0 miR-200c, a maioria dos estudos avaliados, ndo apresentou impacto destes
miRNA nos prognosticos dos pacientes. Os estudos que tiveram impactos significativos,
mostram que o aumento da expressao pode estar ligado a pior prognostico (HR=4.51, 95%
Cl=1.56-13.01 P=0.005) (HUANG,; LIN; DEMNER-FUSHMAN, 2006; ZHENG et al., 2015)

A avaliacdo dos impactos individuais de cada estudo e os miRNAs esta disponivel na
tabela 3. A maioria dos artigos utilizou tecido tumoral e sangue para avaliar a presenca do
miRNA de interesse, sendo o método de analise mais citado o PCR. Quando analisamos o
desfecho mais descrito, observa-se que a sobrevida global foi o mais abordado, seguida do

estadiamento.

Andlise de Risco de Viés

Na avaliacdo do risco de viés global de cada estudo incluido por meio do Quips Tool
foi possivel avaliar que 22 (34,5%) estudos tiveram alto risco de viés, 29 (46,8%) estudos
tiveram risco de viés moderado e 11 (17,7%) estudos apresentaram baixo risco de viés. Dentre
0s estudos com baixo risco de viés. Quando avaliamos somente os de baixo risco de viés, 8
artigos estavam categorizados como coorte e 3 como ensaios clinicos. Entre os estudos de caso
controle, todos apresentavam moderado risco de vies e publicados pelo mesmo autor,
SLATERY et al.

Discussao
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Neste trabalho foram incluidos, 62 artigos. Deste, a maior parte estudos de coorte, com
alto e moderado risco de viés. Dentro os 59 miRNAs avaliados, 36 miRNAs apresentaram pelo
menos 1 estudo com impacto do miRNA no prognoéstico dos pacientes. Dentre estes, somente
11 estudos apresentavam baixo risco de viés (8 coorte e 3 ensaios clinicos). Destes, 3 estudos
ndo encontram associagdo dos miRNAs avaliados com os desfechos, os outros encontraram
pelo menos 1 miRNA associado com o prognostico dos pacientes.

Em nosso estudo, foi possivel perceber uma grande variedade de perfis clinicos de
pacientes, miRNAs e desfechos. A homogeneadade clinica entre os estudos, bem como
padronizacdo dos tipos de estudo é de extrema importancia para a compilacdo de respostas
uniformes e essencial para tentativa de translacdo de descobertas do meio da biologia molecular
para a pratica clinica. Desta forma, entendemos que de forma abrangente os trabalhos ainda séo
diversificados, utilizando diferencas demasiadas para podermos uniformizar processos de
tomada de decisdo que possam impactar diretamente no dia-a-dia dos oncologistas clinicos.

Além disso, em nosso estudo, ndo possivel a realizacdo de meta-analise. Além da néo
padronizacdo e homogeneade de variaveis importantes, ja contextualizada anteriormente,
poucos estudos apresentam baixo risco de viés. Os que apresentavam, nao tinham homogeneade
clinica e técnica para realizacdo de meta-andlise. Este fator, entendendo que a avalia¢éo de risco
de viés € importante para a minimizacdo de erros sistematicos dentro de cada estudo
individualmente, mostra-se limitador para realizacdo de uma compilacdo adequada dos
impactos dos miRNAs para a pratica clinica. Apesar disso, foi possivel analisar
individualmente cada estudo e indicacBes de possiveis impactos importantes de miRNAs no
prognastico de pacientes com cancer colorretal.

Heterogeneidade, Implicacgdes clinicas do baixo risco de viés

Nesta sessdo buscaremos apresentar os principais miRNAs estudados, bem como
aqueles que tiveram estudos de baixo risco de viés para que possamos ter possibilidade e
sugestdes para o processo de translacao destes miRNA para a préatica clinica em oncologia, bem
como avaliando pelo nivel de evidéncia dos estudos entre os de coorte (menor nivel de
evidéncia) e ensaios clinicos (maior nivel de evidéncia).

O miR-21, principal miRNA citado pelos estudos, apresenta papel importante em

processos de ligados a carcignoénese e implicacdo na expressao de varios genes chaves para o
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desenvolvimento de canceres, em especial o CRC. Seu aumento esté ligado a desregulacéo do
gene CDC4, que esté diretamente relacionado com a progressdo do adenoma intermediario para
adenoma tardio, fase pré-desenvolvimento de cancer. Em nosso estudo, verificamos que este
miRNA, guando hiperexpresso esta ligado a pior prondstico em pacientes com estadios Il e 1V,
bem como apresentando maior expressdo em areas de invasdo tumoral e tecido metastéatico,
além de menor sobrevida livre de recorréncia nos pacientes hiperexpressos (ARNOLD et al.,
2017; SUNG et al., 2020; LAM et al., 2016; THOMAS et al., 2015; WANG, 2020). Apenas
este ultimo estudo citado, mostrou-se com baixo risco de viés para avaliacdo do desfecho
proposto. Outros dois estudos que avaliaram 0 mesmo miRNA e que apresentavam baixo risco
de viés, ndo encontraram associacao deste com o prognéstico avaliado (WANG, 2020;
TIBERIO et al., 2015). Apesar disso, a maior partes dos estudo que analisou a relacdo deste
miRNAS encontrou associacdo com os desfechos avaliados. Dessa forma, 0 miRNA, apresenta-
se como biomarcador capaz de avaliar o prognostico de pacientes com cancer colorretal, porém
ainda com necessidade de estudos com menor risco de viés e padronizacao de suas amostras na
tentativa de implantar este miRNA efetivamente na pratica clinica.

O miR-200c, também presente entre 3 miRNAs mais citados em no estudo, mostra-se
como miRNA chave ligado a varios genes importantes no processo de desenvolvimento do
CCR. Juntamente com outros membros da familia mir-200, como 0 miR-200a, miR-200b s&o
capazes de regular processo de inflamacéo tecidual e proliferacdo celular importantes para o
desenvolvimento do CCR. Em nosso estudo, apesnas 2 trabalhos que avaliaram este miRNA
apresentam baixo risco de viés. O estudo de Li et al 2015 ndo encontrou impacto da expressao
desse miRNA no progndstico avaliado, assim como para 0 miR-200b também nao foi encontra
associacao, sendo este também um dos estudos de baixo risco de viés de nossa amostra
(GUYATT et al, 2011). Porém, no estudo de Toyama 2014 o seu aumento, esta ligado a um
pior prognostico (HR=4.51, 95% CIl=1.56-13.01 P=0.005). Dessa forma, este miRNA, bem
como outros membros de sua familia, mostram-se como potencial marcador prognéstico para
0 CRC.

Em relacdo aos miRNAs menos citados nos estudos de coorte avaliados, porém estes
estudos tendo baixo risco de viés podemos destacar os mMiRNAs miR-122 (28), miR-143 (24),
miR-181a (39), miR-320c. Assim, nesta avaliacdo todos os estudos foram capazes de encontrar
impacto negativo da expressdo, seja hiperexpressao (28) ou hipoexpressdo (24, 39), na
sobrevida dos pacientes com CCR (28, 24, 39).
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O miR-122 esté ligado a vias de sinaliza¢do regulatorias de processos inflamatérios do
NF-KB e 0 gene NOD2, podendo regular estes processos favorecendo o desenvolvimento ou
evolucdo do CCR. Ja o miRNA-143 apresenta acdo inibitdria em varias vias de sinalizacéo
celular capazes de ativar o processo de mitose, como mitogen-activated protein kinase
(MAPK), phosphoinositide 3-kinase/protein kinase B (PI3K/Akt) and hepatocyte growth
factor/Met tyrosine kinase (HGF/Met, assim, sua hipoexpressédopode exarcebar as ag0es dessas
vias levando a pior progndstico nestes pacientes. O miR-181 esta ligado a varios genes
reguladores de vias de proliferacdo celular como a Wnt inhibitory factor-1 (WIF-1) e pode
regular cascatas de ativacao para progressao tumoral e metastase. Além disso, sua ligacdo com
a via de sinalizagdo do VEGF mostra-se como potencial para marcadores durante o tratamento
com anti-EGFR e potencia para avaliacdo de resisténcia e pior prognostico nos pacientes
tratados com esses medicamentos. Para 0 miR-320 que esta codificado dentro de uma regido
promotora rica em CpG do gene POLR3D importante para o. ciclo celular, normalmente é alvo

frequente durante o processo de desenvolvimento tumoral.

Limitacdes do estudo

Como limitacBes deste estudo podemos destacar o grande numero de miRNAs
avaliados, bem como o numero de desfechos potencialmente importantes, além da néo
realizacdo de analise integrada com meta-analise. Para minimizacao destes aspectos, buscamos
categorizar os estudos por tipo de estudo que nos dessem maior seguranca em termos de nivel
de evidéncia, bem como realizar anélise de sub-grupo segundo o risco de viés individual de
cada estudo, segundo cada tipo de estudo avaliado. Desta forma, apesar de ndo ser possivel a
realizacdo de meta-analise, devido a grande heterogeneadade clinica dos estudos, a realizacédo
da analise de sub-grupos e avalia¢do do risco de viés ajustam aspectos importantes para tomada
de deciséo e concluséo deste artigo.

Conclusao

Desta forma, foi possivel identificar miRNAs potencialmente importantes e com
validade técnicas e menor risco de viés por sub-grupo de estudos que possam ser utilizados na
pratica clinica, na tentativa de avaliar piores progndsticos ou perfis diferentes de pacientes que
possam ter melhores desfechos clinicos no dia-a-dia do tratamento para o cancer colorretal.
Dentre eles, 0s miRNAs mir-21, miR-220c, mir-122, miR-143, mir-18la e miR-320c
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apresentaram impactos em desfechos clinicos importantes, com estudos avaliados com baixo

risco de viés, sendo potenciais biomarcadores para o CCR.

Conteudo Digital Suplementar

Contéudo Digital Suplementar 1 - Fatores prognosticos e preditivos
Contéudo Digital Suplementar 2 - Check list PRISMA-P

Contéudo Digital Suplementar 3 - Medline database

Contéudo Digital Suplementar 4 - Scopus database

Contéudo Digital Suplementar 5 - Web of Science database
Contéudo Digital Suplementar 6 - Cochrane Clinical Trials database
Contéudo Digital Suplementar 7 - EMBASE database

Contéudo Digital Suplementar 8 - Data dictionary for extract data

Contéudo Digital Suplementar 9 - Flow Diagram PRISMA
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4.3 Capitulo 3 - Avaliagdo da expressao de mirnas e relacdo com a via de sinalizacdo do
gene kras e spl em pacientes com céncer colorretal: avaliagéo integrativa de bases de

dados

Introducéo

O cancer colorretal (CCR) € o terceiro cancer mais incidente no mundo. Sua mortalidade
esta entre as cinco primeiras entre todos os tipos de cancer. Somente nos Estados Unidos (USA)
eram esperados 147 mil novos casos em 2020 e 53 mil novas mortes, segundos dados do
Instituto Nacional do Cancer americano (NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2019; WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2019). Devido sua mortalidade, que pode chegar a 13% em 5
anos, o CRC se tornou um problema de saude pablica (NATIONAL CANCER INSTITUTE,
2019).

Vaérios fatores estdo relacionados ao progndstico e tomada de deciséo do tratamento do
CRC (MARMOL et al., 2017). Alguns deles, como mutac6es especificas em genes importantes
da via de sinalizacdo do processo de seu desenvolvimento, como 0 gene KRAS, podem
direcionar o tratamento e determinar melhor ou pior prognostico para pacientes (CICENAS et
al., 2017). Outros fatores, como o estadiamento e idade, também podem determinar
progndsticos distintos (KEUM; GIOVANNUCCI, 2019).

Dentro desta perspectiva, novos biomarcadores sdo estudados na tentativa de
desenvolvimento de marcadores prognosticos que possam auxiliar médicos a direcionar melhor
o tratamento, bem como indicar maior risco de morte ou recidiva para pacientes com esta
patologia (KATHER; HALAMA; JAEGER, 2018). Assim, fatores epigenéticos, que se
caracterizam por ndo estarem ligados diretamente a modificagdes no DNA, passaram a ser
estudos como potenciais biomarcadores moldaveis, tendo em vista que podem apresentam
interacdo com 0 meio na tentativa de modificar a expressdo de genes, alterando a quantidade e
acao de proteinas (ZAMANI; HOSSEINI; MOKARRAM, 2018).

Nesse sentido, miRNAs sdo RNA nédo codificantes de 19-25 nucleotideos que nédo
codificam proteinas, mas agem na regulacdo de RNA mensageiros (NRNAs) (CHAN; TAY,
2018). Normalmente, estdo ligados a regulagcdo negativa desses mRNAs, podendo moldar a
codificacdo de proteinas em determinados ambientes ou tecidos (LU; ROTHENBERG,
2018). No CCR, podem agir atuando diretamente no processo de carcinogénese, e tém sido
utilizados como biomarcadores prognosticos e preditivos para 0 monitoramento e tratamento
de pacientes com CCR (COLAPRICO et al., 2016). Como exemplo, o0 miR-21, pode ser
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superexpresso em pacientes com CCR, induzindo a desregulagdo do processo de morte celular
programada ao agir na proteina Pdcd4 (HSU et al., 2011; COLAPRICO et al., 2016;
KOZOMARA; BIRGAOANU; GRIFFITHS-JONES, 2019). Portanto, niveis elevados de miR-
21 estdo associados a uma menor probabilidade de remissdo clinica e a um estagio mais
avancado do tumor no momento do diagndstico do que niveis baixos de miR-21 (ITO et al.,
2022).

Baseando-se no exposto, este estudo tem por objetivo avaliar a expressdo de miRNAs
e relacdo com a via de sinalizacdo do gene KRAS em pacientes com cancer colorretal,

utilizando avaliacdo integrativa de bases de dados.

MATERIAL E METODOS

Amostras/Amostragem

Para este estudo, os dados foram obtidos de trés tipos de amostra: i) Tecidos Parafinados
de pacientes em centro de tratamento; ii) Amostras do The Cancer Genome Altlas Program
(TCGA); e ii1) “Encyclopedia of DNA Elements (ENCODE)”.

Para obtencdo dos dados relacionados a expressdo de miRNAs de pacientes com cancer
colorretal do TCGA, foi utilizado pacote do programa R (verséo 3.6), chamado TCGAbiolinks
(10). Os parametros para obtencdo dos dados foram avaliados a partir dos projetos Cancer
Genome Atlas Rectum Adenocarcinoma (TCGA-READ) e Genome Atlas Colon
Adenocarcinoma (TCGA-COAD), consultados na base de dados on-line TCGA “GDC Data
Portal” (https://portal.gdc.cancer.gov). Esses projetos apresentavam somente dados e amostras
de pacientes com cancer de célon e reto, bem como tecido adjacentes coletados destes pacientes
de maneira padronizada e similar em ambos. Os parametros de bisca foram; i) Data
Type: miRNA gene quantification; miRNA Expression Quantification; ii) Data Category: Gene
expression. Transcriptome profiling; iii) Experimental strategy: miRNA-Seq; iv) Typesample:
TP- Primary solid tumor / NT- Solid Tissue Normal

Para obtencdo dos dados brutos de sequenciamento do ENCONDE, inicialmente
consultamos a base on-line (https://www.encodeproject.org). Em seguida, foi estabelecido
filtro para small-RNA-Seq, seguido de escolha por tecido (célon sigmoide e transverso). Em

seguido utilizou-se o terminal Linux para download das amostras em formato fastq.



84

Anélise de expressao diferencial de miRNAs e predicdo de alvos

Expressao diferencial TCGA (TP X NT) - Projetos TCGA-COAD e TCGA-READ: Para
analise de expressdo diferencial de miRNAs utilizando os controles proprios “saudaveis” do
TCGA, foram utilizados scripts pré-definidos pelos desenvolvedores do pacote TCGAbiolinks
[74] no software R. Este, por sua vez, utiliza o pacote edgeR [76] para avaliacdo dos miRNAs

diferencialmente expressos.

Expressdo diferencial TCGA readcounts x ENCONDE readcounts: Para analise de
expressao diferencial de miRNAs dos dados disponibilizados pelos projetos do TCGA em
comparagdo com os dados de expressao de miRNAs obtidos pelo pipeline miARma-seq [77] de
amostras do ENCODE como controles saudaveis foi utilizado o Diferential expression module
do pipeline miARma-seq [77].

Inicialmente, foi necessario montar uma matriz global de readcounts dos dados obtidos
do TCGA e ENCODE. Para isso, utilizou-se algoritmo desenvolvido no sotfware Python 3.
Este algoritmo tem por finalidade anexar todos os dados de readcounts individuais de cada
paciente disponibilizados pelo TCGADbiolinks [74] e os dados de readcounts obtidos pelo

pipeline miARma-seq na andlise das amostras do ENCODE.

Predicdo de genes alvos dos miRNAs: Para predicdo de genes alvos dos miRNAs
diferencialmente expressos, foi utilizada a base de dados miRTarBase (11). Nesta base é
possivel avaliar o nivel de evidéncia para a validacdo dos genes alvos para miRNAS ja descritos
e categorizados na base miRBase (12). Esta base define:
o High evidence
o Low evidence
Além disso, a base miRTarBase (11) fornece dados dos estudos de validagdo dos genes
alvos dos miRNAs e suas relagdes e potenciais impactos na expressdo dos genes e suas vias de

sinalizag&o.
Analise de Dados
Para as analises foi utilizado o Sofware R. Para construcdo de Volcano Plots foi utilizado

0 pacote EnhancedVolcano. Os parametros utilizados para definicio de miRNAs que

apresentaram expressdo estatisticamente significante foram: FDR <10 e logFC > 3. A anélise
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de interacdo/rede e montagem de diagramas foi realizada por meio do siftware Cytoscape, com
dados gerados pela plataforma String e processos por pipeline Python especifico.

As variaveis categoricas foram descritas segundo suas frequéncias absolutas e relativas.
As variaveis gquantitativas continuas que apresentaram distribuicdo normal (p>0,05 — Teste
Shapiro Wilk) foram descritas segundo média e desvio padrdo. Ja as variaveis quantitativas
continuas de distribuicdo ndo normal (p<0,05 — Teste Shapiro Wilk) foram descritas segundo

mediana e percentis 25% e 75%.
Resultados

As caracteristicas clinicas dos individuos analisados do TCGA constam na Tabela 1. A
mediana de idade foi de 68 anos (58-76 anos p25%-75%).

Tabela 4 — Avaliacdo das caracteristicas clinicas pacientes CTGA

Caracteristica N(%)
Sexo
Masculino 321 (52,62%)
Feminino 289(47,38%)
Estadio
| 104(17,00)
I 220(36,10)
Il 177(29, 00)
v 89(14,60)
Né&o avaliado 20(3,30)
Lado tumoral
Direito 212(35,00)
Esquerdo 287(47,00)
Né&o especificado 111(18,00)

A expressao diferencial dos miRNAs, foi avaliada de 3 maneiras distintas. Inicialmente
foram avaliados os miRNAs diferencialmente expressos nos tecidos tumorais primarios
utilizando como controle o tecido colbnico ‘“normal” adjacente as amostras tumorais,
disponibilizados no TCGA. As analises foram divididas para os pacientes com cancer de célon
(COAD) e reto (READ).
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Em seguida, foi avaliada a expresséo diferencial dos miRNAs utilizando como controle
0s sequenciamentos disponiveis na base ENCODE analisadas pelo miARma-seq pipeline.

TCGA-COAD: Tumor Tissue x Normal Adjacent Tissue

Quando avaliamos a expressao diferencial dos individuos com cancer de célon (Projeto
TCGA COAD) em comparacdo com controles self € possivel encontrarmos 107 miRNAs
diferencialmente expressos (Tabela 5 — Figura 8) levando em consideracdo LogFC>3 e
FDR<=10s,

Tabela 5 — numero de miRNAs com significancia
LogFC- & FDR~ FDR* Sem Significancia
107 81 339

*logFC>3 *FDR<=10e-6

Figura 8 — Avaliacéo da expresséo diferencial dos individuos com cancer de colon — TCGA COAD
TCGA COAD Project

EnhancedVolcano

® NS @ LogzFC ) FDR @ FDRandlog; FC
I |

Q L | |
Q 200 n hsa-mir-19}7 :
L - P |

o n «@r-lw?ﬁ I

o = - _n-let-?b | °

o 1 DD o ® sa- I ‘hsa-mir-21
- ® o0 shad A La . bsa.mir-101-1. - -

! 01 - mir; | B R o TFeEmmIsE T T "

-5 0 5 10
Log, fold change

Total = 527 variables

Fonte: Analise de dados interna

TCGA- READ: Tumor Tissue x Normal Adjacent Tissue

Quando avaliamos a expressdo diferencial dos individuos com cancer de reto (TCGA
READ) em comparagdo com controles self é possivel encontrarmos 87 miRNAs
diferencialmente expressos (Tabela 6 — Figura 9) levando em consideracdo LogFC>3 e
FDR<=10:=.
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Tabela 6 — nimero de miRNAs com significancia

LogFC: & FDR* FDR~ Sem Significancia

87 29 411

*logFC>3 *FDR<=10e-6

Figura9 — Avaliagdo da expressdo diferencial dos individuos com cancer de célon — TCGA READ
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Fonte: anélise de dados internos

TCGA (COAD/READ) x Normal tissue (ENCODE)

Na avaliagdo da expressdo diferencial global dos individuos com céncer colorretal
(Projetos TCGA COAD/READ) em comparagdo com controles non-self retirados do
ENCODE, ¢ possivel encontrarmos 977 miRNAs diferencialmente expressos (Tabela 7 —
Figura 10) levando em consideragéo LogFC>3 e FDR<=10:s.

Tabela 7 — nimero de miRNAs com significancia

LogFC:- & FDR* FDR~ Sem Significancia

977 52 404

*logFC>3 *FDR<=10e-6
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Figura 10 — Avaliacdo da expressdo diferencial dos individuos com cancer de célon — TCGA COAD -
ENCODE

TCGA COAD Project
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Fonte: Dados de analise interna

Escolha dos miRNAs e vias de sinalizacéo do gene KRAS.

A partir dos dados de expresséo diferencial de miRNAs dos projetos TCGA-COAD,
TCGA-READ e TCGA x ENCODE, bem como os genes alvos preditos, foram avaliados os
miRNAs significativamente expressos de formal diferencial ligados a via de sinalizagdo do
gene KRAS.

Avaliacao dos genes relacionados ao gene KRAS

Inicialmente, utilizamos a plataforma STRING para avaliacdo dos genes que estdo
ligados & via de sinalizacdo do gene KRAS. Por meio desta avaliacdo foi possivel elencar os
genes (ARAF, BRAF, NRAS, PIK3CA, RAF1, HRAS, ERBB2, EGFR, SOS1 e PIK3CG) (Figura
11)
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Figura 11 — Avaliacéo de rede de interacdo do gene KRAS com genes associados a carcinogénese do CCR

Fonte: Dados de analise interna

Genes da via de sinalizagdo KRAS e miRNAs diferencialmente expressos

Para cada andlise realizada (TCGA-READ, TGCA-COAD e TCGA x ENCODE) foi avaliado
a presenca de miRNAs expressos de maneira significativamente diferenciada e predicdo dos
genes alvos ligados a via de sinalizacdo do gene KRAS, bem como ao proprio gene KRAS. Apos
esta avaliacdo, foram obtidos os seguintes miRNAs com expressdo significativamente

diferenciada ligados aos genes da via de sinalizacdo (quadros 3 e 4).

Quadro 3 - Genes e miRNA Relacionados
GENE mMiRNA
has-mir-217
has-mir-326
has-mir-429
KRAS |hsa-mir-3916
hsa-mir-4314
hsa-mir-4689
hsa-mir-4698
PIK3CA | hsa-mir-375
EGFR |hsa-mir-133b
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hsa-mir-2861
hsa-mir-1303
hsa-mir-2278
hsa-mir-3143
hsa-mir-3650
NRAS | hsa-mir-3662
hsa-mir-4257
hsa-mir-4480
hsa-mir-548u
hsa-mir-922
hsa-mir-4292
hsa-mir-663a

HRAS

Quadro 4 - Genes e miRNA Relacionados
GENE mMiRNA
hsa-mir-3134
RAF1 | hsa-mir-4534
hsa-mir-4688
hsa-mir-3689e
hsa-mir-3941
hsa-mir-603
hsa-mir-8485
hsa-mir-326
has-mir-375
hsa-mir-4273
hsa-mir-4427
hsa-mir-4441
hsa-mir-4506
hsa-mir-4748
hsa-mir-559

PIK3CG

ERBB2

Escolha dos miRNAs alvos para validacao

Em seguida a avaliacdo dos genes alvos acima, utilizou-se a base miRTarBase para
analisar os potenciais de acdo dos miRNAs nestes genes. Para isso 0s seguintes parametros
foram utilizados: i) ja estudado para amostras de tecido de cancer colorretal e validado nessas
amostras; ii) ja estudados para amostras de tecido de cancer colorretal, mas ainda nao validado;
iii) j& estudado para outros tipos de cancer tendo validacdo ou ndo. Apo6s avaliacdo individual

de cada miRNA na base estudada, chegou-se a seguintes miRNAs para validacdo por QT-PCR.
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Quadro 5 — Genes e miRNA Relacionados

GENE miRNA
has-mir-217
has-mir-326

KRAS has-mir-429
hsa-mir-4689

PIK3CA | hsa-mir-375
hsa-mir-133b

EGFR hsa-mir-2861
hsa-mir-4292

HRAS hsa-mir-663a
hsa-mir-326

ERBB2 | has-mir-375
hsa-mir-559

Network analysis

Apbs avaliacdo e escolha dos miRNAs para validacao, foi realizada network analysis por
meio de protocolo estipulado por (POMPEU et al.,, 2019). Esta ferramenta leva em
consideracdo miRNAs com pelo menos dois experimentos de validagdo para relagdo com 0s
genes alvos. Dessa forma, foi possivel encontrar que dentre os miRNAs avaliados, trés deles
(hsa-mir-326, hsa-mir-375 e hsa-mir-133b) regulavam para um Unico gene centralmente

posicionado, SP1.

Figura 12 — network analysis de miRNAs selecionados para validacéo
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Discussao

Fatores epigenéticos, como miRNAs, podem alterar de maneira significativa os
progndsticos de pacientes com CRC e devem ser validados de maneira extensiva (POMPEU et
al., 2019). Dessa forma, em nosso trabalho podemos verificar importantes diferencgas entre a
avaliacdo da expressdao de miRNAs de pacientes com CRC em comparagdo com controles
saudaveis e self-controls, chegando a avaliar 870 miRNAs diferencialmente expressos a mais
na comparagdao com os controles saudaveis. Além disso, quando avaliamos as ligacfes entre
vias de sinalizacdo importantes para o desenvolvimento e prognéstico do CRC, como a via do
gene KRAS foi possivel encontrar que trés miRNASs (hsa-mir-326, hsa-mir-375 e hsa-mir-133b)
relacionavam-se com um Unico gene centralmente posicionado, gene SP1.

Na avaliacdo da expressdo diferencial de miRNAs entre tecidos cancerigenos e tecidos
normais, podemos utilizar tecidos sadios adjacentes dos proprios pacientes ou tecidos saudaveis
de pacientes sem a doenca. Porém, a utilizacdo de tecido adjacente ao tumor, mesmo fora da
margem cirdrgica, €, de certa forma, equivocada. Estudos sugerem que estes tecidos podem ja
estd em processo de transformacdo neoplasica (MARQUES, 2020; HENN, 2019;
KHOSHNAM, 2017). Assim, em nosso estudo podemos avaliar mais de 800 miRNAs
diferencialmente expressos quando utilizamos tecido coldnico de individuos normais, em
compara¢do com as amostras tumorais adjacentes ao tumor. Estudo mostra esta diferenca
também quando comparamos tecido normal, tecido normal adjacente, tecido adenomatoso e
tecido cacerigeno (ITO et al., 2022). Ainda neste ponto, ndo somente a expressdo de miRNA
comporta-se de maneira diferente nessas comparagdes, mas também a expressao de genes
mostra-se diferente quando comparamos diferentes tecidos (WENTZENSEN et al.,
2004). Desta forma, a utilizacdo de tecido tumoral adjacente utilizado como controle saudavel
pode levar a erros na interpretacdo de dados relacionados a expressédo diferencial de miRNAsS.

Na avaliacdo da ligacdo das vias de sinalizagdo importantes para 0 CRC, o gene KRAS
comporta-se como passo fundamental tanto para a carcinogénese, bem como fator progndéstico
e preditivo de suma importancia da conducao destes pacientes (NGUYEN; DUONG, 2018).
Além disso, estudo sugere que pacientes com cancer colorretal metastatico podem ter uma taxa
de mutacdo menor no estado do Para, quando comparado com outros estudos maiores em outras
localidades do mundo (CARVALHO, 2017).

Outros genes, como o gene SP1, apresentam funcdo importante na regulagdo de varios

marcadores para 0S processos de carcinogénese e vias interliga-das do cancer colorretal



93

(HANAHAN, 2022). O SP1, além disso, regula genes diretamente ligados a vias do gene KRAS,
como o EGFR. Apesar de ndo estarem ligados diretamente por vias de sinalizacdo celular
classicas quando avaliados pela plataforma STRING, estes genes aparentam estar relacionados
por mecanismos epigenéticos importantes, como as modificacdes de expressdo do miR-137
sinalizando para modificacbes na via MEK-SP1-DNM1 com potencial impacto para a
utilizacdo de drogas inibidoras do MEK (SZKLARCZYK et al., 2019; CHU et al., 2018).
Entendendo esta avaliagcdo, nossa analise indicou que trés miRNAs apresentavam expressao
diferencial e estavam interligados com a via do SP1.

Apesar de ndo apresentar relagdo documentada com o cancer colorretal, 0 miR-326
mostra-se importante para vias de sinalizagdo em outros canceres (SZKLARCZYK et al., 2019;
WANG et al., 2018). A hipoexpressao deste miRNA estd intimamente ligado a uma piora
substancial no progndstico, desenvolvimento tumoral, metastase e progressdo tumoral em
pacientes com cancer gastrico e de pulméo (SUN et al., 2016; HONG et al., 2014; THOMAS
et al., 2015). Em nossas anélise, este miRNA encontrava-se hipoexpresso na avaliacdo dos
estudos COAD e READ, porém ndo quando comparamos 0s dados de expressdo com
individuos normais.

O mir-375 encontra-se ligado a via de sinalizacdo do gene SP1, inclusive em individuos
com CRC (LIU; WANG; DONG, 2018; WEI YAN; SHENG LIN; XING-XING, 2013). A
hipoexpressao desse mirRNA em células de CRC foi relacionada com pior prognostico, bem
como seu enriguecimento evidenciou uma maior sensibilidade a drogas como a 5FU (XU et al.,
2019). Verificou-se que miR-375 inibiu a proliferacdo, invasao e migracdo em células DLD1
e HCT8. Além disso, miR-375 regulou negativamente a proteina do fator de transcri¢do Spl
(SP1) pela ligacdo direta a regido 3'-ndo traduzida (3'-UTR) - em nossa avaliacdo (CUI et al.,
2016).

O miRNA-133b encontra-se ligado a varias vias de sinalizacéo relacionados ao CRC
(29-31). Sabe-se que a hiperexpressdo do miRNA-133b pode induzir a permanéncia da fase
G1 em linhagens celulares de cancer gastrico e inibir a proliferacéo celular, migracéo e invaséo
celular (QIU et al., 2014). A hipoexpressao desse miRNA em culturas celulares de CRC pode
afetar potencialmente a proliferacdo celular e a apoptose tendo como alvo os receptores de
tirosina kinase MET (XIE et al., 2021). Além disso, experimentos in vitro utilizando mir-133b
mimético, em conjunto com inibidor de EGFR, Cetuximab, mostrou potencial efeito no
crescimento e invasdo de células de CRC em comparagdo com o tratamento isolado com
Cetuximab (ZHOU et al., 2015).
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Quando avaliamos as limitagdes de nosso estudo, podemos elencar que a avaliagéo in
silico realizada pode ndo ser suficiente para mostrar a relacdo dos miRNAs com 0s genes
evidenciados. Ha a necessidade de validacdes dessas relacdes por meio de técnicas mais
especificas. Porém, buscamos bases de dados e avaliacdes robustas destas para gerar nossas
relagfes. Utilizando de tomadas de tomada de decisBes dessas bases e buscando o melhor nivel
de evidéncia indicado por elas na tentativa de minimizar estas possiveis fragilidades nas
analises realizadas.

Além disso, 0 uso de varias bases integradas e a somatoria de analises consecutivas
podem gerar vieses nos resultados deste trabalho, o que devera ser minizado pela validacado
destes dados por meio de técnicas como RT-PCR posteriormente a este estudo na tentativa de

demonstrar as relacdes entre os miRNAs e 0s genes SP1 e KRAS.

Concluséao

Podemos concluir que a expressdo dos miRNAs foi sobremaneira diferente na
comparacao entre tecidos controles saudaveis e dos préprios individuos com CCR. Além disso,
0s MiIRNAs mir-326, mir-375 e mir-133b mostraram-se como potenciais biomarcadores
relacionados a vias de sinalizacdo importantes para 0 CCR, podendo inclusive ser utilizados
como possiveis tratamentos para esta patologia. Assim, sdo necessarios estudos para validacao
dos potenciais impactos destes miRNAs nos prognosticos do CRC utilizando técnicas

especificas.
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4.4. Capitulo 4 — Os dois lados do mesmo Colon- O célon de pessoas normais é diferente?
Uma avaliacdo integrativa de base de dados

Introducéo

O cancer colorretal (CCR) € o terceiro cancer mais incidente no mundo. Sua mortalidade
estd entre as 5 primeiras entre todos os tipos de cancer. Somente nos Estados Unidos (USA)
séo esperados 147 mil novos casos em 2020 e 53 mil novas mortes, segundos dados do Instituto
Nacional do Cancer Americano (NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2019; WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2019). Devido sua mortalidade, que pode chegar a 13% em 5
anos, o CRC se tornou um problema de satde publica (NATIONAL CANCER INSTITUTE,
2019).

O principal fator de risco para CCR é o envelhecimento, com 90% dos CCR
diagnosticados aos 50 anos. A historia familiar de CCR entre parentes de primeiro grau,
principalmente antes dos 55 anos, dobra o risco de desenvolver CCR (LIEBERMAN et al.,
2012; JOHNS; HOULSTON, 2001). Além disso, os fatores progndsticos incluem o sexo e a
localizacdo anatémica do tumor (SHIN et al., 2014). Pacientes com tumores de célon direito
apresentam maiores chances de serem diagnosticados em estadiamentos mais avangcados € um
padrdo de diferenciacdo celular mais agressivo do que pacientes com tumores de colon esquerdo
(NISHIHARA et al., 2017).

Devido as diferencas moleculares encontradas nos diferentes tipos de CCR, uma nova
classificacdo molecular foi proposta em 2015 pelo Colorrectal Cancer Subtype Consortium
(CRCSC), com quatro subgrupos denominados CMSs (Consensus Molecular Subtypes), cada
um apresentando um padrdo molecular distinto: CMS1, consistindo em tumores com MSI;
CMS2, com tumores apresentando alteracGes nas vias WNT/MYC; CMS3, com tumores
apresentando mutacdes KRAS; e CMS4, com ativacdo de TGF-3 e VEGFR (7).

O principal fator de risco para CCR é o envelhecimento, com 90% dos CCR
diagnosticados aos 50 anos. A historia familiar de CCR entre parentes de primeiro grau,
principalmente antes dos 55 anos, dobra o risco de desenvolver CCR (LIEBERMAN et al.,
2012; JOHNS; HOULSTON, 2001). Além disso, os fatores progndsticos incluem o sexo e a
localiza¢do anatémica do tumor (SHIN et al., 2014). Pacientes com tumores de célon direito
apresentam maiores chances de serem diagnosticados com estagios mais avangados e um

padrdo de diferenciacdo celular mais agressivo do que pacientes com tumores de cdlon
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esquerdo, sendo estes pacientes como maiores candidatos a um pior progndstico (NISHIHARA
etal., 2017).

Dessa forma, este estudo temp por objetivo avaliar a expressao diferencial de miRNA
entre os lados direito e esquerdo do célon de pacientes saudaveis e pacientes com cancer

utilizando anélises de bioinformatica e integracdo de bases de dados disponiveis on-line.

Método
Amostras/Amostragem

Para este estudo os dados de sequenciamento de individuos normais foram obtidos da
“Encyclopedia of DNA Elements (ENCODE)”. Para obtencdo dos dados brutos de
sequenciamento do ENCONDE inicialmente  consultamos a base on-line

(https://www.encodeproject.org). Em seguida, foi estabelecido filtro para small-RNA-Seq,

seguido de escolha por tecido (célon sigmoide e transverso). Foram encontrados 8 amostras (4
cblon transverso e 4 de colon sigmoide) sequenciadas de 4 pacientes (2 homens e 2
mulheres). Em seguido utilizou-se o terminal Linux para download das amostras em formato

fastq.

Definigdo dos lados tumorais
O cdlon direito foi definido como as amostras de c6lon transveso. O célon esquerdo foi

definido como as amostras de colon sigmoide.

Expressdo diferencial amostras Célon Direito x Colon Esquerdo

Para analise de expresséo diferencial de miRNAs utilizando amostras obtidas de pacientes
saudaveis por meio do ENCODE, foi utilizado miARma-Seq pipeline para Known miRNAs.
Nesse pipeline utilizou-se:

Adapter Module: Cutadapt

Aligner Module: Bowtie 1

Diferential Expression Module: edgeR

Como output do pipiline foi obtido os arquivos de FeadtureCounts como matriz de
readcounts para montagem de matriz global a posteriori. Além disso, os dados de expressdo
diferencial entre os tecidos do colon sigmoide e colon transverso foram obtidos em formato

tvs.


https://www.encodeproject.org/
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Para avaliagdo da expressdo diferencial entres os colons direito e esquerdo comparando
0s dados do foram utilizados os pacotes edgeR/limma para avaliagdo dos mMIiRNAs

diferencialmente expressos.

Predicéo de genes alvos dos miRNAs
Para predigcéo de genes alvos dos miRNAs diferencialmente expressos, foi utilizada a
base de dados miRTarBase. Nesta base € possivel avaliar o nivel de evidéncia para a validagédo
dos genes alvos para miRNAs ja descritos e categorizados na base miRBase. Esta base define:
o High evidence
e Low evidence
Além disso, a base miRTarBase fornece dados dos estudos de validacdo dos genes alvos
dos miRNAs e suas relacdes e potenciais impactos na expressao dos genes e suas vias de

sinalizag&o.

Analise estatistica

Para as analises foi utilizado o Sofware R. Para construcao de Volcano Plots foi utilizado
0 pacote EnhancedVolcano. Para constru¢cdo de mapadas de calor e cluster segundo lados
tumorais foram utilizados o pacote ComplexHeatmap. Os parametros utilizados para definicdo
de miRNAs que apresentaram expressdo estatisticamente significante foram: FDR < 10
logoFC > 3 As variaveis categéricas foram descritas segundo suas frequéncias absolutas e
relativas. As variaveis quantitativas continuas que apresentaram distribuicdo normal (p>0,05 —
Teste Shapiro Wilk) foram descritas segundo média e desvio padrdo. Ja as variaveis
quantitativas continuas de distribuicdo ndo normal (p<0,05 — Teste Shapiro Wilk) foram
descritas segundo mediana e percentuais 25% e 75%.
Quando avaliamos a expressdo diferencial entres os individuos normais, das amostras
obtidas pelo ENCODE, é possivel verificar 71 miRNAs diferencialmente expressos (FDR <10
% logoFC > 3. (Figura 13).



Figura 13 — Avaliacdo da expressdo de miRNA lados direito e esquerdo em relacdo aos dados do enconde
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Quando avaliamos os miRNAs diferencialmente expressos em heatmaps € possivel

verificar a formacgédo de 4 clusters bem definidos. O primeiro sendo o grupo de miRNAs

hiperexpressos do lado direto do co6lon, o segundo o grupo de miRNA ndo expressos ou

hipoexpressos deste mesmo lado. Além disso, 0 mesmo grupo de miRNAs hiperexpressos do

lado direito encontra-se ndo expresso ou hiporexpresso do lado esquerdo do célon, sendo que

este padrdo de troca também ocorre igualmente para o segundo grupo hipoexpresso do lado

direito do colon.



Figura 14 — Avaliacdo da expressao diferencial de mirRNA entre os célons direito e esquerda.

sides of colon

Quadro 6 — MiRNAs diferencialmente expressos segundo clusters formados

hsa-mir-1164
hsa-rnir-10394
hsa-mir-B063

Fsa
hsa-rmir-6:

hsa-mir-341-4

miRNA

Grupo

hsa-mir-3164
hsa-mir-10394
hsa-mir-8063
hsa-mir-938
hsa-mir-198
hsa-mir-490
hsa-mir-4697
hsa-mir-675
hsa-mir-873
hsa-mir-4505
hsa-mir-3074
hsa-mir-192
hsa-mir-605
hsa-mir-6506
hsa-mir-28
hsa-mir-6809
hsa-mir-4787
hsa-mir-125b-1
hsa-mir-143
hsa-mir-6852

Hiperexresso no lado esquerdo e hipoexpresso do lado direito
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Quadro 6 - MiRNAs diferencialmente expressos segundo clusters formados
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miRNA

Grupo

hsa-mir-145
hsa-mir-7845
hsa-mir-4785

hsa-mir-762
hsa-mir-4657

hsa-mir-630

Hiperexresso no lado esquerdo e
hipoexpresso do lado direito

Quadro 7 — MiRNAs diferencialmente expressos segundo clusters formados

miRNAS

Grupo

hsa-mir-3176
hsa-mir-4640
hsa-mir-141
hsa-mir-3646
hsa-mir-9898
hsa-mir-147b
hsa-mir-3615
hsa-mir-6824
hsa-mir-548i-2
hsa-mir-2276
hsa-mir-6773
hsa-mir-196a-1
hsa-mir-194-2
hsa-mir-6784
hsa-mir-4485
hsa-mir-192
hsa-mir-6887
hsa-mir-4320
hsa-mir-429
hsa-mir-6819
hsa-mir-4658
hsa-mir-8079
hsa-mir-4648
hsa-mir-4690
hsa-mir-10396b
hsa-mir-320e
hsa-mir-103962
hsa-mir-4688
hsa-mir-5581
hsa-mir-126
hsa-mir-6864
hsa-mir-941-1
hsa-mir-3648-1
hsa-mir-3648-2
hsa-mir-215

Hiperexresso no lado Direito e hipoexpresso do lado esquerdo




Quadro 7 - MiRNAs diferencialmente expressos segundo clusters formados
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miRNAS

Grupo

hsa-mir-6888
hsa-mir-2002
hsa-mir-6801
hsa-mir-200b
hsa-mir-12136
hsa-mir-3183
hsa-mir-4312
hsa-mir-6761
hsa-mir-614
hsa-mir-941-4

Hiperexresso no lado Direito e
hipoexpresso do lado esquerdo

Quando predizemos os genes alvos dos miRNAs diferencialmente expressos segundo

os grupos de miRNAs dos clusters apresentados pela base miRTarBase, no primeiro grupo

somente 3 MiRNAs (hsa-mir-198, hsa-mir-762 e hsa-mir-630) apresentavam genes alvos

preditos com alto nivel de evidéncia com experimentos validados. Para o segundo grupo,

somente 2 miRNAs (hsa-mir-147b e hsa-mir-429) apresentavam genes alvos preditos com alto

nivel de evidéncia com experimentos validados.

Por meio da plataforma mirnet (http://mirnet.ca/) para realizagdo de network

analisys (utilizando os parametros Organism: H. Sapiens; ID Type: miRBase ID; Targets:

Genes-mirTarBase V8.0) podemos verificar que no primeiro grupo (Figura 15) os 3 miRNAs

apresentam regulacéo para o gene FOXK1, porém sem alto nivel de evidéncia e experimentos

de consolidagéo.



http://mirnet.ca/

Figura 15 — Avaliacéo da relacdo do gene FOXK1 com os miRNAs avaliados
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Seguindo 0os mesmos parametros acima, para 0s 2 miRNAs do segundo grupo, verificamos que

ndo havia regulacéo conjunta dos miRNAs em genes compartilhados. Porém, ao avaliamos o

miRNAs hsa-mir-147a, miRNA da mesma familia do hsa-mir-147b, encontramos a regulacdo

para 2 genes (ZEB1 e VEGFA). Contudo, somente o gene VEGF com alto nivel de evidéncia

e experimentos de consolidacao para 0 miR-429.
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Figura 16 — Avaliacdo da relacdo dos miRNAs com os genes ZEB1 e VEGFA
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Discussao

O CCR é uma doenca extremamente heterogénea e com fatores de risco ligados a idade,
habitos alimentares e histérico familiar (KEUM, GIOVANNUCCI, 2019). Além disso,
prognostic factors importante é anatomical location of the tumor (SHIN et al., 2014). Alguns
artigos evidencial que with right colon tumors show higher chances of being diagnosed with
more advanced stages and a more aggressive pattern of cellular differentiation than patients
with left-sided colon tumors, sendo estes pacientes como maiores candidatos a um pior
prognostico (NISHIHARA et al., 2017; ZHANG et al., 2017, WAN et al., 2017). Porém, sera
que individuos normais apresentam diferencas significativas em relacdo a fatores genéticos
como expressdes de genes chaves na carcinogénese ou fatores reguladores como expressao
diferencial de miRNAs entre os lados tumorais?

Neste artigo avaliamos a expressdo diferencial de miRNAs entre os lados direito e
esquerdo do colon em individuos saudaveis com dados advindos do ENCONDE. Foi possivel

observar a expressdo diferencial de 2 grupos de miRNAs diferencialmente expressos bem
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distintos entre os lados direito e esquerdo. Desses, somente 0s miRNAs hsa-mir-198, hsa-mir-
762, hsa-mir-630 e hsa-mir-429 apresentavam alto nivel de evidéncia para predi¢cdo com genes
FOXK1 e VEGFA (avaliando o0 miRNA hsa-mir-147a, da mesma familia do miRNA hsa-mir-
147b)

O mir-198 apresenta relacdo documentada com o CCR (LIAO et al., 2019;
MURAKAMI et al., 2017). Quando hipoexpresso pode esta ligado a via do gene Tenascin C,
aumentando sua expressao e assim pode predizer menor tempo de aparecimento de metastase e
pior prognosticos (MURAKAMI et al., 2017). Além disso, 0 aumento de sua expressdao em
linhas celulares de CRC pode suprimir proliferacéo e invasao celular (LI et al., 2019; WANG
et al., 2014). Em nosso estudo, este miRNA esteve diferencialmente hipoexpresso do lado
direito do célon e hiperexpresso do lado esquerdo, mostrando assim perfil e microambiente
possivelmente mais favoravel ao lado direito do célon em relacdo ao perfil relacionado a
proliferacdo celular.

O miR-762, apesar de ndo esta ligado diretamente e documentado em estudos com CCR,
esta relacionado a vias de sinalizacdo que podem promover a proliferacao celular em cancer de
mama, cancer de begixa, bem como o desenvolvimento de carcinoma oral escamoso quando
hiperexpresso (LIN et al., 2019; LI et al., 2015). Este miRNA ainda esta ligado a vias de
sinalizagdo n&o convencionais, utilizando circRNAs como intermediadores do processo de
sinalizacdo (LI et al., 2019; LIU et al., 2020). Em nossa anélise novamente € possivel avaliar
que o lado esquerdo demonstra perfil mais favoravel a proliferacdo celular e transformacéo
neoplasica, estando 0 miRNA-762 hiperexpresso deste lado tumoral, quando comparado ao
lado direito.

Hsa-mir-630 (Hiperexresso no lado esquerdo e hipoexpresso do lado direito)

O mir-630 apresenta relacdo diretamente com vias importantes para o0 CCR e pode esta
ligado a resposta a quimioterapia pré-operatéria nestes pacientes (ZHU et al.,, 2017;
LONNROTH et al., 2014). Quando hiperexpresso esta ligado ao aumento de invasio tumoral,
estadiamento avancgados e pior progndstico clinico, evidenciando pior sobrevida (LONNROTH
et al.,, 2014; CHUN et al., 2014). Em nossas analises este miRNA mostra-se com menor
expressdo do lado direito em e maior expressdo do lado esquerdo, mostrando novamente perfil
mais favoravel a proliferagéo celular, neste ultimo lado do colon.

Este miRNA extensamente documentado em relacdo aos seus impactos em vias de
sinalizacdo chave no cancer colorretal, € membro da familia miR-200, juntamente com 0 miR-
2002, miR-200b, miR-200c e miR-141 (HAMFJORD et al., 2012; HEYDARI et al., 2018).

Porém, atuando por diversas vias sua relacdo com o prognostico, bem como vias de proliferacdo
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celular, é controversa. Quando relacionado ao gene HOXAS pode comportar-se como onco-
miRNA promovendo CRC progression e metéstase, associado também ao gene SOX2 (HAN
et al., 2017; GAO et al., 2018). Ainda, quando ligado a gente EMT pode esta hipoexpresso
promovendo metilacdo e regulando negativamente o crescimento tumoral (DAVALOS et al.,
2012). Além disso, a familia miR-200 pode esta ligada a resisténcia adquirida ao uso de 5-
Fluoracil com decreasing the levels of E-cadherin and PTEN protein (HEYDARI et al., 2018).
Em nossos dados este miRNA este hiperexpresso no lado direito do colon e hipoexpressos do
lado esquerdo. E necessaria uma avaliacio das vias de sinalizacdo e expressdo de genes
relacionados para ser possivel determinar um possivel de expressdo e relacdo deste miRNA
com o lado tumoral.

O miRNA-147b esta ligado a vias de supressao tumoral, estando hipoexpresso em
linhagens celulares de cancer colorretal, bem como em testes in vivo, regulando negativamente
vias como o RAP2B, importantes no ciclo celular nas fases G1/GO (YIN et al., 2019). Além
disso, este miRNA pode esta associado a mecanismos ligados a circRNAs que podem funcionar
como esponjas captadoras de miRNAs regulando negativamente a presenca e funcdo do miR-
147b, promovendo assim vias de sinalizacdo que favorecam a proliferacdo celular (CUI et al.,
2018). Em nossos dados, este miRNA esteve hiperexpresso do lado direito do colon, mostrando
possivel mais favoravel ao lado esquerdo para aumento da proliferacdo celular.

O gene FOXK1 quando hiperexpresso estd ligado a varios tumores, incluindo cancer
gastrico e cancer colorretal. Além disso, sua expressao esta relacionada ao desenvolvimento de
metastase a distancia em varios canceres (PENG et al., 2016; WU et al, 2016). Em nossa
avaliacdo, foi possivel verificar que os 3 miRNAs (198, 627, 930) que estavam hipoexpressos
do lado direito e hiperexpressos do lado esquerdo apresentam relacdo com esse gene de forma
central. Porém, sdo necessarios estudos com maior nivel de evidéncia, com validaces por meio
de técnicas como RT-PCR para validacdo da relacdo desses miRNAs e o gene FOXK1. Bem
como, para demonstrar a relacao de expressao entre esses miRNAS e o gene.

A Vascular endothelial-growth fator A (VEGFA) tem papel importante na angiogénese
tumoral e é molecular alvo para os anticorpos anti-VEGF, como o bevacizumab, utilizado como
primeira ou segunda linha para o tratamento de CCR metastaticos (BUCHLER et al., 2014;
JEVSINEK et al., 2019). Sua alta expressdo pode esta ligado a pior progndstico em pacientes
tratados com anticorpos anti-VEGF, com diminui¢do da sobrevida global (TAKAHASHI et al.,
2016). Quando avaliamos o impacto dos 2 miRNAs destacados (429, 147b) encontramos que 0
miR-429 apresenta relacdo negativa com este gene, sendo que sua alta expressdo leva a
diminuicdo da expressdo do gene VEGFA (miRNA-FC: 4.71; geneFC: 1.39; R- 0,1)
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(TAKAHASHI et al., 2016). Para 0 miRNA 147b, ndo foram encontrados experimentos de
validacéo para a relagdo deste com o gene VEGFA, sendo necessario avaliagdo por técnicas de
RT-PCR.

Quando avaliamos as limitacGes de nosso estudo podemos elencar que a avaliagéo in
silico realizada pode ndo ser suficiente para mostrar a relacdo dos miRNAs com 0s genes
evidenciados e o0s prognoésticos sugeridos. Porém, quando buscamos bases de dados e
avaliacOes robustas destas para gerar nossas relac6es foi necessario tomada de decisdes para
dados que obtivessem maior nivel de evidéncia na tentativa de minimizar este ponto.

Além disso, 0 uso de vérias bases integradas e a somatoria de analises consecutivas
podem gerar vieses nos resultados deste trabalho. O que devera ser minizado pela validacdo
destes dados por meio de técnicas como RT-PCR posteriormente a este estudo na tentativa de

demonstrar as relacdes entre os miRNAs e os genes FOK1 e VEGFA.

Concluséao

Os colons direito e esquerdo definitivamente sdo diferentes. Seus ambientes tumorais
séo diferentes, os tumores que surgem nestas localiza¢des séo diferentes e predizem diferentes
prognosticos. Em nosso trabalho € possivel sugerir um perfil de expressdo menos favoravel a
proliferacdo celular do lado direito do célon em comparagdo com o lado esquerdo, levando em
consideracdo a expressao diferencial de miRNAs nestes dois lados do célon em individuos
saudaveis. Ainda assim, sdo necessarios maiores estudos de validacdo para melhor elucidar esta

afirmativa.
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4.5 Capitulo 05 - Avaliacdo do impacto de snps nas vias dos genes HBEFG e TRFC em
pacientes com cancer colorretal estagio inicial em centro de pesquisa na regido amazénica

brasileira - analise integrativa de bases de dados e técnicas de bioinformatica

Introducéo

O cancer colorretal esta entre os canceres que mais matam no mundo. No Brasil € a X1X
neoplasia mais incidente, acometendo principalmente homens entre acima de XI1X anos. Na
regido norte do pais, € responsavel por XIX mortes anualmente e juntamente com o cancer
gastrico € fator importante para a saude publica na regido.

Os single nucleotide polymorphism (SNP) séo alteracbes em uma Unica base
nitrogenada na sequéncia de DNA e que estdo presentes em pelo menos 2% da populacédo. Essas
alteracdes podem representar alteracOes diretas para a funcdo de alguns genes, alterando a
expressdo dos genes em que estdo inseridos ou de fatores transcricionais que controlam essa
expressao.

Os genes HBEGF (heparin-binding EGF-like growth factor) e TRFC apresentam
importante em diferentes vias de regulacdo para a carcinogense. O HBEGF apresenta regulagéo
que pode ser importante para etapas fundamentais do desenvolvimento tumoral. JaA o gene
TRFC atua em processos regulatorios exercendo papel importante na regulacdo de fatores
importantes para o desenvolvimento tumoral.

Dessa forma, s6 objetivo deste estudo é avaliar o impacto dos SNPs X1X e XIX nas vias
de sinalizacdo dos genes HBEGF e TRFC em pacientes com cancer colorretal estagio inicial
em centro de pesquisa na regido amazOnica brasileira utilizando de analises interativas e

técnicas de bioinformatica para esta avaliacgéo.

Meétodo

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da FMABC, sob o
parecer n°® 2.001.795. Trata-se de um estudo observacional-descritivo, do tipo seccional,
utilizando avaliagéo integrativo de bases de dados e técnicas In silico. Os sujeitos da pesquisa
sdo pacientes portadores de cancer colorretal, com diagnostico comprovado por exame
histopatolégico, atendidos em centro de referéncia em Oncologia no estado do Para, Oncolégica

do Brasil. A amostragem foi feita de forma n&o probabilistica, por conveniéncia.
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Foi excluido da pesquisa todo paciente que: i); ndo aceitou os critérios do TCLE; ii) ndo
realizou as coletas necessérias para obtencdo de material para avaliacdo. A abordagem inicial
aos pacientes foi feita em uma clinica particular de Oncologia na cidade de Belém (PA), o
mesmo local onde foram coletados os dados sécio-demograficos e clinico-epidemiolégicos, por
meio de arquivos médicos.

Os dados clinicos coletados foram o tipo de neoplasia e estadiamento clinico. Foram
coletadas duas amostras de tecido (tecido tumoral e tecido sadio) de cada paciente. Essas
amostras foram armazenadas no Laboratdrio de Culturas de Tecidos e Citogenética, no Instituto
Evandro Chagas, em Belém (PA). As amostras permaneceram conservadas em freezer a -80°C
até o inicio do procedimento de extracdo de DNA total, pelo método de microcolunamento,
sendo utilizado o kit Reliaprep gDNA tissue Miniprep System da Promega, seguindo as
recomendacdes do fabricante. Destas, apenas uma amostra normal e todas as amostras tumorais
se mostraram vidveis para prosseguir na avaliacdo. Apds isso, foi realizado o procedimento de
Hibridizagao genomica comparativa em arrays (aCGH) para avaliacdo dos SNPs presentes em
cada amostra. Para 0 aCGH foram utilizadas as seguintes matrizes da Agilent: SurePrint G3
Cancer CGH+SNP Microarray Kit, 4x180K (Agilent), para a analise simultanea SNPs e a
analise de alteragdes do namero de copias (CNV) no genoma. O processamento do aCGH
consiste em hibridizagio, lavagem e escaneamento. A Hibridizagao foi feita por 48 horas a
650C. A lavagem da matriz foi realizada com o uso dos reagentes Agilent Oligo aCGH/ChIP-
on-Chip Wash Buffer 1 e Agilent Oligo aCGH/ChIP-on-Chip Wash Buffer 2. Foi utilizado a
anota¢ao do genoma humano GRCh37/hg19 proveniente do Genome Browser da University of
California Santa Cruz (http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway).

Para todas as amostras avaliadas foram geradas bibliotecas por meio do programa
Agylent. Todas as bibliotecas mapeavam os mesmos SNPs. Alguns dos SNPs avaliados sdo
descritos ndo por seu gendtipo, mas sim por “NN” que representa SNPs ndo possivel de avaliar.

Dessa forma as 5 amostras foram comparadas enquanto a presenca de genotipo mutado
(homozigose, heterozigose, adi¢cdo ou delecdo) com a amostra de tecido normal. O script foi
desenvolvido por meio da de linguagem Python nos ambientes Jupyter Notebook e Spyder na
plataforma de ciéncia de dados Anaconda e encontram-se disponivel on-line (Github). Apos a
comparacdo entre as amostras foi desenvolvido estratégia de avaliagdo e predicdo de alvos
genéticos para os SNPs utilizando a plataforma GWAS Catalog. Apos avaliacdo de genes
relacionados com os SNPs avaliados, foi utilizada a plataforma STRING (mudltiplas proteinas,
homo sapiens) para montagem de redes de interacdo e avaliagdo de vias de sinalizacdo para

genes alvos na cascata de desenvolvimento do CCR. Os genes elencados da cascata de



109

desenvolvimento foram: APC, KRAS, BRAF, DCC, SMAD4, CDC4, TP53, TGFBR2, BAX e
IGF2R (NGUYEN; DUONG, 2018). [YSS5] Apo6s a avaliacdo das vias de sinalizacdo e
pathways relacionados utilizou-se o programa cytoscape para apresentacao grafica das redes de
interacdo.

Figura 17 — Fluxo de obtencdo de dados a partir das amostras teciduais coletadas
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Figura 18 — Fluxo de validacdo das relagdes dos SNPs avaliados em conjunto com as bases de dados disponiveis
no NCBI
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Foram incluidos na pesquisa seis amostras teciduais para compor o estudo: uma amostra

de tecido colénico normal e cinco amostras de tecido tumoral. Apds todos 0s processos de

filtragem de dados, 26 SNPs foram selecionados para avaliacdo, estando todos eles alterados

em pelo menos uma das seis amostras analisadas (Tabela 8).

Tabela 8 — Descricdo dos status dos SNP avaliados nas amostras

ID SNP

Normal

Alterados

Homozigose Heterozigose Adicdo Delegéo

rs10061069
rs10078397
rs10520163
rs11168036
rs11733284
rs12513380
rs12517140
rs1438660
rs17641529
rs258951
rs26030
rs2894967
rs337705
rs4253252
rs4326010
rs4537030
rs464250
rs4869314
rs6447160
rs6555263
rs6595376
rs6826373
rs6851006
rs6874524
rs9291437
rs9859260

O A W FLP NMNOOPFP P~APFP WDMNMDPMODOMNMPEPEPODMNMDMNMPOPRPLPEPW

3

O 01 O O NPk Ol WOl OONMNOOUThWwOPFPNPFPFOPFEF WPk P+— o

[EEN

N P P P PDNPFP P OPFP OFPFOPFPPFPDNDNDDNDWDNDNDDNDWDNDNDDNDOW

O N FP NMNNEFNMNNMNMNREPNMNNRPRRNRRRRRRIREOLRIPRPR

[EEN
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Fonte: analise de dados interna
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Dentre os 26 SNPs avaliados, 7 deles estavam alterados em todas as amostras avaliadas

(Tabela 9).

Tabela 9 — Descricdo dos SNPs que apresentaram alteracdo em todas as amostras e genes aos quais eles se
relacionam

ID SNP Gene(s) relacionado(s)
rs11168036 PFDN1, HBEGF
rs1438660 MANZ2A1
rs26030 FAM174A
rs2894967 LINC02196
rs6447160 ATP8A1
rs6555263 LINCO02063, AC106799.3
rs9291437 AC096719.1

Fonte: Analise de dados interna

Dentre os genes avaliados, apenas dois apresentaram relagdo com as vias do cancer
colorretal: gene HBEGF (relacionado ao SNP rs11168036) e o gene TFRC (relacionado ao SNP
rs9859260).

Discussao

Resumo geral dos resultados. Sucinto

O céncer colorretal é um dos canceres mais incidentes do mundo (INSTITUTE, 2019).
Em sua génese, apresenta relacdes fortes com os habitos de vida e também fatores genéticos
hereditarios (KEUM; GIOVANNUCCI, 2019). Além disso, apresenta uma cascata de
desenvolvimento bem documentada, com mutagcdes em genes chave para a progressao tumoral,
até chegada em estadios de invaséo de outros tecidos (ASGHARI; ABAZARI; BOKHARAEI,
ALEAGHA et al., 2018). Neste estudo avaliamos comparativamente os SNPs presentes em 1
amostra de tecido colénico normal, comparando-a com 5 amostras de tecido coldnico canceroso
de pacientes com CCR em estagio inicial. Utilizando analises integradas de bases de dados
(GWAS, STRING, NCBI SNPDB) encontramos 2 SNPs (rs11168036 e rs9859260) ligados a
vias de sinalizacdo dos genes HBEGF e TRFC, respectivamente. Esses SNPs estavam ausentes
no tecido normal e alterados nos tecidos tumorais, em todas as amostras tumorais ou em pelo

menos 1 amostra tumoral.


https://docs.google.com/document/d/1w3fsZtUN2qj18v8kgxWU8vu5KwyFR6cm/edit#heading=h.30j0zll
https://docs.google.com/document/d/1w3fsZtUN2qj18v8kgxWU8vu5KwyFR6cm/edit#heading=h.1fob9te
https://docs.google.com/document/d/1w3fsZtUN2qj18v8kgxWU8vu5KwyFR6cm/edit#heading=h.3znysh7
https://docs.google.com/document/d/1w3fsZtUN2qj18v8kgxWU8vu5KwyFR6cm/edit#heading=h.3znysh7
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O polimorfismo rs11168036 consiste na mudanca do nucleotideo timina (T) por guanina
(G), naregido citogenética 5931.3 (NIH, 2020b). Esse polimorfismo ainda é pouco estudado na
literatura, tendo sido relacionado a doenca de Alzheimer em estudos de associacdo genémica
ampla (JUN; CHUNG; MEZ; BARBER et al., 2017; ZHANG; HU; ZHANG; ZHE et al.,
2019). No presente estudo, 0 SNP apresentou-se em genotipos alterados em todas as amostras
de pacientes com cancer colorretal, sendo em homozigose, heterozigose ou adigdo. Dessa
forma, sua presenca ampla nestes tecidos pode sugerir relacdo com esta neoplasia.

O SNP rs11168036 foiligado ao gene HBGEF em nossas andlises. Este gene
pertencente a familia de fatores de crescimento epidermal (EGF) (NIH, 2020a) tem potencial
mitdégeno. O HBEGF demonstrou estimular o crescimento de uma variedade de células e estar
envolvido na proliferacdo estromal (ONGUSAHA; KWAK; ZWIBLE; MACIP et al., 2004).
Assim, apesar da relacdo com o SNPs esta ligado somente a doencas como o alzheimer em
estudos de associagcdo gendémica ampla, a alteracdo documentada em todas os tecidos tumorais
mostra-se potencialmente para marcadores de canceres em estagio inicial e que estejam em
desenvolvimento utilizando prioritariamente a via de sinalizacdo deste gene.

Dentre as interacGes demonstradas pela base STRING, destaca-se a interacdo entre as
proteinas HBEGF e KRAS. A proteina KRAS é uma GTPase da familia Ras, que desempenha
importante papel na regulagéo da proliferagéo celular e na promogao de eventos oncogénicos,
induzindo o silenciamento da transcricdo de genes supressores de tumor em células do cancer
colorretal (STRING, 2020). Os resultados do presente estudo demonstraram que ambas as
proteinas interagem por meio de vias de sinalizacao celular, como as vias que envolvem fatores
de crescimento (ERBB2 e ERBB4), além da via de proteoglicanos no cancer. Apesar das
alteracOes funcionais que o SNP rs11168036 pode causar ao gene e a proteina HBEGF serem
ainda pouco estudadas, pode-se sugerir que, de forma semelhante ao KRAS, essa alteracdo gere

impacto nas vias de proliferacdo celular, estimulando a carcinogénese.

Limitacdes e perspectivas futuras

Quando avaliamos as limitacOes de nosso estudo podemos elencar que a avaliagao in
silico realizada pode ndo ser suficiente para mostrar a relacdo dos SNPs com 0s genes
evidenciados. Poréem, quando buscamos bases de dados e avalia¢Ges robustas destas para gerar
nossas relacdes foi necessario tomada de decisdes para dados que obtivessem maior nivel de

evidéncia na tentativa de minimizar este ponto.


https://docs.google.com/document/d/1w3fsZtUN2qj18v8kgxWU8vu5KwyFR6cm/edit#heading=h.2et92p0
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Além disso, 0 uso de vérias bases integradas e a somatoria de analises consecutivas
podem gerar vieses nos resultados deste trabalho. O que devera ser minizado pela validacao
destes dados por meio de técnicas como RT-PCR posteriormente a este estudo na tentativa de

demonstrar as relacdes entre os SNPs e os genes HBEGF e TNFC.

Concluséao

Em nossa avaliacdo é possivel sugerir que alteracdes genéticas como 0s SNPs
rs11168036 e rs9859260 podem apresentar potenciais marcadores genéticos para canceres de
cdlon e reto em fases iniciais da carcinogénese. Assim, mais estudos que possam elucidar e
validar a relacdo destes marcadores genéticos e sua relacdo com as vias do cancer colorretal

NAo necessarios.
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DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.211.101

Apresentacgao do Projeto:

Fatores metabdlicos e genéticos podem influenciar no risco de desenvolvimento de cancer coloretal (CCR),
porém ainda nédo se sabe de fato os

impactos desses fatores metabdlicos e genéticos no prognéstico e tratamento dos individuos com esta
neoplasia. Desta forma, o presente estudo

visa a avaliar a relagdo de marcadores metabdlicos endégenos e polimorfismos genéticos (SNPs mRNAs)
em mir-196a2 /mir-146a /mir- 149, com o

prognéstico, resposta ao tratamento e toxicidade em individuos com cancer coloterral estadio Ill e IV. Sera
abordado um estudo de coorte

prospectivo. Serdo recrutados todos os pacientes portadores de cancer colorretal, estadios Il e IV,
comprovado por exame histopatoldgico,

atendidos em centro de referéncia em Oncologia no estado do Para durante seis meses de recrutamento da
pesquisa e acompanhados por 2 anos.

Como variaveis de exposi¢cdo serdo coletados bimensalmente os seguintes parametros laboratoriais:
Glicemia em jejum (mg/dl), Insulina, IGF-1,

Colesterol Total, HDL, LDL, Triglicerideos, Hb-Glicada, Homa indice, lectina, adiponectina e marcador CEA.
Serdo ainda analisados os seguintes
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parametros antropomeétricos: peso, altura e IMC. Além disso, com o mesmo material de diagnéstico da
doenga, feito por meio de exame

anatomopatoldgico, sera realizada a retirada de material genético (RNA/DNA) para procedimentos da
analise, por meio de RT-PCR, de

polimorfismos genéticos (SNPsmRNAs) em mir-196a2 /mir-146a /mir-149. Como medidas de desfecho
serdo analisadas sobrevida global e

sobrevida livre de doenga em 2 anos de acompanhamento dos individuos, bem como resposta ao
tratamento (respondeu ou ndo ao tratamento

implementado) e toxicidade ao tratamento. A resposta ao tratamento sera analisada por meio de
Tomografias Computadorizadas (TC) semestrais e

exames de PET-CT e colonoscopia anuais. Para classificacdo de resposta ou ndo resposta ao tratamento,
sera utilizado o critério RECIST, por meio

de exames de imagem mostrados acima, com profissional radiologista especializado. A toxicidade ao
tratamento sera avaliada bimensalmente por

meio da avaliagdo médica de retorno conforme quimioterapia implementada e sera classificada enquanto:
Toxicidade ao tratamento (rash cutaneo,

neutropenia, mucosite) e Grau de Toxicidade (I, Il, Il e IV); Concomitante & coleta das amostras para
variaveis de exposicdo, a cada 6 meses e a

cada um ano, no caso das coletas por meio de colonoscopia e avaliagdo do material genético (RNA/DNA
para procedimentos da analise, por meio

de RT PCR, de polimorfismos genéticos -SNPsmRNAs- em mir-196a2 /mir-146a /mir-149) do participantes,
o individuo passara por reavaliagdo de

dados de tratamento como: mudou o tratamento? (Sim ou n&o); Se mudou (qual foi o tratamento
planejado?); Evolugdo de estadiamento Clinico?

(sim ou ndo); Estadiamento clinico evoluiu? (sim ou ndo); Se evoluiu estadiamento clinico qual estava e para
qual evoluiu? E esperado que

variagdes da normalidade nos fatores metabdlicos endégenos dos individuos, influenciem negativamente
nos desfechos avaliados (sobrevida global,

sobrevida livre de doenga e resposta ao tratamento). Além disso, é esperado que fatores metabdlicos
elevados, como elevagdo da glicose, possam

desencadear polimorfismos genéticos que acarretem diferentes respostas dos individuos aos tratamentos
implementados, e que polimorfismos de

cada individuo, ao diagnéstico, contribuam para respostas diferenciadas aos tratamentos
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implementados. Com isso, espera-se que tais resultados

possam ser aplicados em pacientes com cancer colorretal de maneira efetiva, abrindo o leque dos médicos
com possiveis opgdes terapéuticas e ndo

terapéuticas no acompanhamento desses pacientes.

Objetivo da Pesquisa:

Avaliar a relagdo de marcadores metabdlicos endégenos e a expressdo de miRNA’s com o prognéstico, a
resposta ao tratamento e a toxicidade em

individuos com cancer colorretal.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Esse estudo acarretara o risco de constrangimento dos individuos participantes ao responderem os
questionamentos da entrevista, além de

pequeno desconforto que pode ocorrer durante a coleta de sangue para analises laboratoriais. Outros dados
imediatos ou posteriores, seja no plano

individual ou coletivo, ndo sdo previstos nesta pesquisa. Esses individuos terdo livre arbitrio de participar ou
ndo do estudo caso seja por eles

julgado que sua participagéo lhes trara infortunios.

Cabera aos pesquisadores informar aos pacientes participantes e seus responsaveis que os dados
coletados por meio de entrevista e prontuario

médico terdo como finalidade exclusiva a formagédo de conhecimento cientifico e que, portanto, é garantida a
confidencialidade desses dados, bem

como o anonimato dos participantes, que serdo caracterizados apenas por suas iniciais. Os responsaveis
pelos pacientes também serdo informados

a respeito do poder que tém de se excluir do estudo a qualquer momento, caso assim julguem conveniente.
Beneficios:

Nao serdo oferecidos aos individuos participantes quaisquer beneficios diretos por meio da participacéo no
estudo em questdo. Entretanto, o mesmo

possibilitara verificar a influéncia de marcadores metabdlicos endégenos e expressdo de miRNA'’s sobre o
prognéstico, resposta ao tratamento e

toxicidade em individuos com CCR Sendo assim, o estudo gerara conhecimento cientifico que
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podera ser posteriormente utilizado para o

desenvolvimento de novos marcadores prognésticos e novos métodos de tratamento para esses pacientes.
Além disso, os pacientes terdo avaliagédo

continua durante o estudo e acompanhamento médico continuo.

Aos pesquisadores participantes, o estudo também possibilitara maior envolvimento e experiéncia no
desenvolvimento de trabalhos cientificos, além

de maior conhecimento acerca do assunto abordado neste estudo.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
Sem comentarios.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Os seguintes termos de apresentagdo obrigatéria foram submetidos a apreciagdo por este comité:
Carta de submissdo ao CEP (Apéndice F);

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice A);

Protocolos de coleta de dados (Apéndice B);

Autorizagdes das instituicdes;

Apéndice C- Clinica Oncolégica Brasil;

Apéndice D- Instituto Evandro Chagas;

Apéndice E — Laboratério de Andlises Clinicas da FMABC.

Folha de rosto assinado pelo pesquisador principal e responsavel institucional;
Declaragéo de infraestrutura (Apéndice G);Projeto de Pesquisa na integra.
Informacgdes Bpasicas do Projeto

Recomendacoes:
N&o se aplica.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
Projeto aprovado.

Consideragoes Finais a critério do CEP:
Projeto aprovado.
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Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Y

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacdo
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 16/06/2017 Aceito
do Projeto ROJETO 802296.pdf 12:41:37
Projeto Detalhado / |Projeto_detalhado_completo_1_1.pdf 16/06/2017 | Fernando Adami Aceito
Brochura 12:41:05
Investigador
Outros APENDICE_F_CARTA_DE_SUBMISSA| 17/03/2017 |Fernando Adami Aceito
O AQO CEP.pdf 17:59:44

Declaragéo de APENDICE_G_DECLARACAO_DE_INF| 17/03/2017 |Fernando Adami Aceito

Instituicéo e RAESTRUTURA pdf 17:59:15

Infraestrutura

Folha de Rosto Folha_De_Rosto_Plataforma_Brasil.pdf | 17/03/2017 |Fernando Adami Aceito

17:59:00

Outros APENDICE_C_AUTORIZACAO_DE_LO| 17/03/2017 |Fernando Adami Aceito
CAL_PESQUISA_OBEP.pdf 17:58:39

TCLE / Termos de |APENDICE_A_TCLE.pdf 13/03/2017 | Fernando Adami Aceito

Assentimento / 13:46:00

Justificativa de

Auséncia

Outros APENDICE_F_CARTA_DE_SUBMISSA| 13/03/2017 |Fernando Adami Aceito
O_AQO_CEP.docx 13:45:09

Outros APENDICE_E_AUTORIZACAO_DE_LO| 13/03/2017 |Fernando Adami Aceito
CAL_PESQUISA_FMABC.pdf 13:44:42

Outros APENDICE_D_AUTORIZACAO_DE_LO| 12/03/2017 |Fernando Adami Aceito
CAL_PESQUISA_IEC.pdf 16:37:49

Projeto Detalhado / |Projeto_Detalhado_completo.pdf 12/03/2017 |Fernando Adami Aceito

Brochura 16:35:00

Investigador

Outros APENDICE_B_PROTOCOLOS_DE_CO| 12/03/2017 |Fernando Adami Aceito
LETA_DE_DADOS.pdf 16:30:16

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao

SANTO ANDRE, 10 de Agosto de 2017

Assinado por:

JUVENCIO JOSE DUAILIBE FURTADO

(Coordenador)
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AVAL[AQAO DA EXPBESSAO DE MIRNAS E IMPACTO NO PROGNOSTICO EM
INDIVIDUOS COM CANCER COLORRETAL NO ESTADO DO PARA

Pesquisador: Jonathan Souza Sarraf

Area Temitica:

Versao: 2

CAAE: 15104519.2.0000.5173

Instituicdo Proponente: ONCOLOGICA BRASIL - ENSINO E PESQUISA
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.918.029

Apresentagao do Projeto:

As informagdes contidas nos campos Apresentagdo do Projeto, Objetivo da Pesquisa e Avaliagdo dos
Riscos e Beneficios foram retiradas do documento
"PB_INFORMAGCOES_BASICAS_DO_PROJETO_1344337.pdf", datado de 21/02/2020, em que lé-se, no
item:

Introdugdo:Aspectos gerais O cancer é definido como uma patologia multicausal, sendo influenciada
porfatores ambientais, étnicos, culturais e genéticos(Oliveira e Fortes, 2013). Apresenta a capacidade de
crescer de forma desordenada, invadir tecidos vizinhos e espalhar-se pelo corpo (Inca, 2012; Oliveira e
Fortes, 2013).0 cancer atinge tanto paises desenvolvidos, quanto paises em desenvolvimento, sendo
assim, considerado um grave problema de saude publica (Inca, 2012; Rosas et al.,2013). Observa-se uma
maior taxa de incidéncia nos paises desenvolvidos. Contudo, mais da

metade dos novos casos ocorre em paises em desenvolvimento, como o Brasil (Organization, 2002; Rosas
et al., 2013).No Brasil, o cancer ocupa osegundo lugar entre as causas de mortes nédo naturais, ficando
atras apenas das doencas cardiovasculares (Inca, 2012). Alguns fatores que influenciaram no aumento
dessa doenga foram o aumento da expectativa de vida e os maus habitos, como sedentarismo, tabagismo e
consumo excessivo de alcool (Inca,2012; Rosas et al., 2013)1.2. Cancer Colorretal (CCR)O cancer colorretal
(CCR) € o tipo de neoplasia maligna que se
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desenvolve no célon sigmdide, reto e canal anal (Eisenhardt, 2013; Rosas et al., 2013). Seu inicio ocorre
geralmente na forma de um pdlipo benigno com potencial cancerigeno, como ospdlipos adenomatosos,
observados em 96% dos casos(Siegel et al., 2014) (Slattery etal., 2016).Assim como nos outros canceres, o
sedentarismo, tabagismo e consumo excessivode alcool, aumentam a taxa de incidéncia do CCR
(Eisenhardt, 2013). A idade avangadatambém eleva o risco de desenvolvimento desta neoplasia, sendo que
90% dos novoscasos ocorrem em individuos maiores que 50 anos (Eisenhardt, 2013). Outros fatoresque
também pode influenciar sdo: sexo, sendo mais prevalente em homens; etnia,obesidade, contato com
substancias cancerigenas e alimentagao rica em carnesvermelhas, gorduras, componentes nitrosos, aminas
heterociclicas e pobres em calcio(Eisenhardt, 2013; Rosas et al., 2013; Siegel et al., 2014).No Brasil,
estimam-se para 2016, 16.660 novos casos para homens e 17.620 paramulheres (Instituto Nacional De
Cancer José Alencar Gomes Da Silva, 2016).1.3. Cancer Colorretal e fatores de riscoAtualmente, é possivel
mostrar uma relagao direta entre dieta, estilo de vida erisco de desenvolvimento de cancer (Ruiz e
Hernandez, 2014). Estima-se que cerca de40% dos fatores de risco para o desenvolvimento de cancer
estdo associados a dieta(Ruiz e Hernandez, 2014). A variagdo da incidéncia de cancer entre paises
aparenta teruma larga associagdo com diferentes habitos alimentares. E possivel sugerir que umadieta
ocidental, rica em gorduras e proteinas, aumenta o risco de desenvolvimento decancer de célon e reto (Liu
et al., 2014). Em contrapartida, é possivel verificar os efeitospositivos da ingestdo de uma dieta baseada em
frutas, vegetais, cereais, legumes e carnebranca, tipicamente mediterranea, mostrando diminuigédo da
incidéncia de doengascardiovasculares e certos tipos de cancer (Ruiz e Hernandez, 2014).Alguns alimentos
estdo relacionados diretamente ao desenvolvimento deneoplasia de célon e reto, dentre eles a carne
vermelha e carne processada (Sandhu etal., 2001; Ruiz e Hernandez, 2014). O mecanismo provavel para
esta associagdo, entre oconsumo de carne e a carcinogénese colorretal, consiste no aumento da
quantidade deingesta de

gordura contida na carne, causando um aumento da resisténcia a insulina,bem como na produgdo de acidos
biliares secundarios, o que facilita a carcinogénese.Além disso, metabdlitos advindos do consumo da carne
como amino-aromaticosheterociclicos, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, compostos nitrosos e
grupoHeme-Fe sdo considerados genotdxicas, modificando diretamente o DNA, a partir deseus metabélitos
reativos (Sandhu et al., 2001)Assim como a dieta, outros fatores como obesidade, sindrome metabdlica
eatividade fisica contribuem como fatores de risco para o desenvolvimento de cancer decélon e reto (Ruiz e
Hernandez, 2014). A obesidade esta também relacionada com ahiperinsulinemia crénica que leva ao
aumento da biodisponibilidade de IGF-1, além de possibilitar variagdes no microambiente celular pela
presenca de fatores de inflamacgéo,
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contribuindo assim, para um mau prognéstico no desenvolvimento do cancer (Ruiz eHernandez, 2014).1.4.
CCR, estadiamento e classificagdo A porcentagem de doenca localizada ao diagnéstico é de 39% e de
doencametastatica é de 13.9% segundo Classification of MalignantTumours (TNM) (Brierley,2017).
Atualmente, outras classificagdes comegam a ser utilizas para este tipo de cancer,tendo como base critérios
genéticos e moleculares(Cancer Genome Atlas, 2012;Guinney et al., 2015). Essas novas classificagées
distinguem o CRC em CMS1-hypermutated, microsatellite unstable and strong immune activation; CMS2 -
epithelial,marked WNT and MYC signaling activation; CMS3 — epithelial and evident metabolicdysregulation;
and CMS4 prominent transforming growth factor activation, stromalinvasion and angiogenesis (Guinney et
al.,2015).1.5. CCR e fatores genéticosAlém disso, outras avaliagdes baseadas principalmente em alteragées
no DNA,outros fatores moleculares como metilagées, expressdo de miRNAs e outras alteragdes
epigenéticas e pods transcricionais vém sendo estudas, na tentativa de avaliar novos biomarcadores que
possam predizer prognésticos ou diferentes desfechos nestadoenga(Thomas et al., 2015; Lam et al., 2016).
Os biomarcadores sao utilizados naavaliacdo de caracteristicas relacionadas ao tumor e a condigdo clinica
de cada paciente(Erstad et al., 2015; Stintzing et al., 2015). Estas podem predizer diferentesprognésticos e
determinar diferentes respostas a ratamentos(Qu et al., 2011; Ferlay J,2013; Stintzing et al., 2015). Dentro
desta abordagem, podem ser estabelecidos marcadores prognésticos, aqueles que determinam diferentes
progndsticos comimpactos na sobrevida global e sobrevida livre de doenga como, por exemplo,
fatoresligados ao tumor (proliferagéo celular; invaséo tecidual;

movimento celular eangiogénese), aos pacientes (reagbes adversas e toxicidade; resisténcia e resposta
adrogas; estagio TNM e localizagédo do tumor). Além disso, pode apresenta-se comomarcadores preditivos
que podem determinar qual a medicagdo mais indicada para otratamento, a depender de sua
avaliagédo(Ferlay J, 2013; Stintzing et al., 2015). OsmiRNAs podem se comportar tanto como fatores
prognésticos, como fatores preditivos.1.6. miRNAsOs miRNAs, sdo RNAs ndo codificantes de até 22
nucleotideos que tem porfinalidade regulara expressdo de genes apdés o processo de transcricdao
(Hammond,2015). Podem ter grande importancia no cancer, quando estdo ligados a expresséo
deoncogenes, genes supressores de tumor e genes ligados a respostas droga-especificas(Hummel et al.,
2010; Amirkhah et al., 2015).Todas as familias de miRNAs passam por uma série de etapas de biogénese
queconvertem o transcrito primario de miRNA no ativo, ~ 22 nucleotideos madurosmiRNA (Figura 1). O
miRNA maduro é carregado no RNA induzido complexosilenciador (RISC), onde direciona o complexo para
o alvo mRNAs, levando arepressao translacional e a degradagao do mRNA alvo (Hammond, 2015).1.7.
miRNAs e CCRNo
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CRC, esses miRNAs sao estudados para o diagnéstico (Corte et al., 2012),determinagao de resisténcia as
medicacgdes (Hummel et al., 2010) e até como preditorespara tratamentos e biomarcadores para diferentes
prognésticos, dependendo de suaexpressdo nesses pacientes(Corte et al., 2012). A associagdo da
expressdao miRNAs comfatores prognésticos tem sido considerada em estudos clinicos sobre o CRC, como
porexemplo o hsa-miR-1 e hsa-miR-18a que apresentam impacto no prognéstico depacientes com CRC
quando hipo-expressos e hiper-expressos, respectivamente (Corte etal., 2012). Porém, devido a grande
diferenga dos desenhos de estudos, diferentespopulacdes e a falta de uma avaliagdo de qualidade
metodoldgica e do nivel deevidéncia, o processo de translagdo para a pratica clinica ainda € uma grande
dificuldade(Tiberio et al., 2015) e esbarra em uma avaliagdo robusta e adequada do que se pode, defato,
aplicar nos pacientes com cancer de célon e reto.Para a avaliagcdo da expressdo de miRNAs, podem ser
utilizadas técnicas comomicroarray, sequenciamento genético amplo e RT-PCR quantitativo (Hammond,
2015).Em relagao ao microarray, esta tecnologia tem trazido muitas informagdes e tem sidoamplamente
aplicada para a elucidagdo de inter-relages

bioldgicas, efeitos, caminhos eetiologia do cancer(Kundel et al., 2010); (Cheng et al., 2011); (Vieringer et al.,
2011). Além disso, estes ensaios tém contribuido na elucidagdo de potenciais alvosterapéuticos para o
desenvolvimento de drogas e na identificagdo de biomarcadorescandidatos para melhora elucidagéo do
diagnéstico (Pulvereret al., 2012). O termocoletivo microarray descreve uma tecnologia da biologia
molecular com altorendimento que permite uma série de andlises em paralelas de até varios milhares
depontos de interesse (por exemplo, genes, mRNA proteinas) (Sandoval et al., 2011).

Hipotese:Existem miRNA especificos da regido estudada que afetam os fatores prognésticos do cancer
colorretal.

Metodologia:Este estudo caracteriza-se como observacional-analitico, do tipo coorte. Ossujeitos da pesquisa
serdo todos os pacientes portadores de cancer colorretal,comprovado por exame histopatolégico, atendidos
em centro de referéncia em Oncologia no estado do Para, cujas informagdes e amostras biolégicas (material
parafinado) estejam armazenadas no banco de dados do centro supracitado.Coleta de dados. Os dados
sociodemograficos como

idade, sexo, estado civil, cor e renda mensal serédo coletados por meio relatério médico, referente a consulta
realizada na admissao no servico e planejamento do tratamento. Sera utilizado, ainda,
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um Protocolo de Coleta(Apéndice A) para dados clinico-epidemiolégico, sendo eles:* Tipo de neoplasia
(caracterizagao histopatolégica);* Tamanho do tumor (em cm);* Metastase (sim ou nao);* Linfonodos
comprometidos (numero de linfonodos comprometidos);* Estadiamento patolégico (TNM) (T-Tamanho do
Tumor, N-infonodos Comprometidos e M- Metastase a Distancia);» Estadiamento clinico (Estadios de lll e
1V);» Tratamento anterior (Sim ou nao, se Sim qual?);* Tratamento Planejado (qual protocolo e
medicamentos);* Toxicidade (sim ou ndo);* Genotipagem K-RAS (selvagem ou mutado);* Tabagismo (Sim
ou ndo);* Alcoolismo (Sim ou néo);* Histérico familiar para neoplasia (parentesco direto -10 e 20 grau) ( sim
ou néo);* Peso (kg)* Altura (metros)+ IMC (kg/m2);Em primeira fase, serdo utilizadas amostras de material
tumoral e sadio anteriormente armazenadas na instituicdo, advinda de pacientes portadores de cancer
colorretal, para a extragdo de RNA total pelo método de trizol. Para estas amostras,serdo avaliadas a
integridade do RNA extraido por meio do Bioanalyzer, os RNAsseguirdo para etapa posterior somente se o
RNA integrity Number (RIN) for igual oumaior a 8. Estas seguirdo para avaliagdo do mirnoma na plataforma
HiSeq2500lllumina. Apds analises dos resultados destas amostras por técnicas de bioinformatica,os
miRNAs que apresentarem diferencas de expressao (comparagao tecido normal etecido tumoral) seguirdo
para validagdo dos dados pela técnica RT-PCR quantitativo.Como medidas de desfecho, serdo analisadas
sobrevida global e sobrevida livre de doenga em 2 anos de acompanhamento dos individuos. Além
disso,sera avaliada resposta ao tratamento (respondeu ou ndo ao tratamento implementado) e toxicidade ao
tratamento. A resposta ao tratamento sera analisada por meio de TomografiasComputadorizadas (TC)
semestrai. Para classificacdo de resposta ou ndo resposta ao tratamento, sera utilizada o critério RECIST,
por meio de exames de imagem mostrados acima, com profissional radiologista especializado. A toxicidade
ao tratamento sera avaliada bimensalmente, por meio de arquivos médicos, conforme quimioterapia
implementada e sera classificada enquanto: Toxicidade ao tratamento (rash cutaneo, neutropenia, mucosite)
e Grau de Toxicidade (I, II, lll e IV);Armazenamento de dados. Os resultados dos exames, protocolos de
tratamentos implementados,procedimentos realizados e qualquer outra informacgao referente ao paciente e
asamostras de tecido serdo armazenadas no programa Excel e serdo obtidos diretamentepela equipe de
pesquisadores seguindo ficha prépria, por meio do acesso a arquivosmédicos.As amostras biolégicas
tumorais estavam previamente armazenadas pelainstituicdo, sob autorizagdo dos pacientes e serdo
utilizadas exclusivamente para asanalises genéticas deste estudo seguindo as recomendacgdes 466/12 e
510/2016 (ANVISA) para estudos com materiais biolégicos.Os dados para andlise serdo coletados por meio
de ficha do pesquisador e,posteriormente, armazenados em banco de dados
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préprio no programa Excel.

Critérios de inclusdo e exclusdo:

Critério de Inclusao:

Serdo incluidos todos os pacientes portadores de cancer colorretal,comprovado por exame histopatolégico,
atendidos em centro de referéncia emOncologia no estado do Para, cujas informagdes e amostras
biolégicas (materialparafinado) estejam armazenadas no banco de dados do centro supracitado.
Critério de Exclusédo:

Sera excluido da pesquisa todo paciente: i) cujas informacdes presentes emarquivos médicos ndo sejam
suficientes para o preenchimento do Protocolo de Coleta(apéndice A);

Objetivo da Pesquisa:
Avaliar a expressdo de miRNA'’s e impacto no prognéstico em individuos com cancer colorretal no estado do
Para.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Esse estudo acarretara o risco de exposi¢édo de dados clinicos, epidemiolégicos ou genéticos dos individuos
analisados. Porém, para evitar isso, a equipe excluira do banco de dados os nomes dos pacientes,
substituindo-os por nimeros de identificagdo de acordo com seu registro no sistema da instituicdo. Ainda, o
risco de Descarte inadequado do material.

Beneficios:

N&o serdo oferecidos aos individuos participantes quaisquer beneficios diretospor meio da participagdo no
estudo em questdo. Entretanto, este estudo possibilitaraverificar a influéncia de marcadores metabdlicos
enddgenos e expressdo de miRNA'’s sobre o prognéstico, resposta ao tratamento e toxicidade em individuos
com cancer colorretal. Sendo assim, o estudo gerara conhecimento cientifico que podera ser posteriormente
utilizado para

o desenvolvimento de novos marcadores prognosticos e novos métodos de tratamento para esses
pacientes. Além disso, os pacientes terdo avaliagdo continua durante o estudo e acompanhamento médico
continuo.Aos pesquisadores participantes, o estudo também possibilitara maior envolvimento e experiéncia
no desenvolvimento de trabalhos cientificos, além de maior conhecimento acerca do assunto abordado
neste estudo.
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Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

projeto aborda tema relevante para a sociedade, em geral, pois possibilitara verificar a influéncia de
marcadores metabdlicos endégenos e expressdo de miRNA’s sobre o prognoéstico, resposta ao tratamento e
toxicidade em individuos com céancer colorretal. Sendo assim, o estudo gerara conhecimento cientifico que
podera ser posteriormente utilizado para o desenvolvimento de novos marcadores prognésticos e novos
métodos de tratamento para esses pacientes

Consideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

Documentos anexados e preenchidos adequadamente:

. Declaragéo de aceite do pesquisador responsavel, Termo de Compromisso dos Pesquisadores.

. Projeto no formato Plataforma Brasil.

. Projeto na versao Original.

. Carta de dispensa de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Carta de Aceite da Instituicdo Co-participante.

. Instrumento da Coleta de Dados

. Orcamento

. Folha de Rosto

. Cronograma

Recomendacgoes:

Sem recomendacgdes

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:

O Protocolo submetido em 21/02/2020 atende aos pressupostos das Resolugdes CNS 466/2012 e
510/2016, e Norma Operacional 001/2013.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Tendo em vista que foram feitos todos os ajustes recomendados e que o projeto atende a todos os preceitos
éticos definidos na Resolugdo CNS N° 466/2012 e/ou na Resolugdo CNS N° 510/2016, o colegiado do CEP
é favoravel a aprovacgao.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Endereco: Av. Alcindo Cacela, N.° 287, Bloco D, 5° andar

Bairro: Umarizal CEP: 66.060-902
UF: PA Municipio: BELEM
Telefone: (91)99177-1348 Fax: (91)4009-3005 E-mail: cep.unama@unama.br
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/) nversiomoe ENSINO SUPERIOR - ICES- %o,.
UNAMA
Continuagéo do Parecer: 3.918.029
Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 21/02/2020 Aceito
do Projeto ROJETO_1344337.pdf 14:43:24
QOutros carta_submissao_pendencias_projeto_U| 21/02/2020 |Jonathan Souza Aceito
NAMA CEP.pdf 14:31:04 | Sarraf
Projeto Detalhado / |projeto_completo_ajustado_CEP.pdf 21/02/2020 |[Jonathan Souza Aceito
Brochura 14:29:39 | Sarraf
Investigador
Declaracéo de Apendice_C_termo_compromisso_pesq | 21/02/2020 |Jonathan Souza Aceito
Pesquisadores uisador_ajustado.pdf 14:29:05 | Sarraf
Folha de Rosto folha_de_rosto_nova.pdf 21/02/2020 |Jonathan Souza Aceito
14:11:38 | Sarraf
QOutros Apendice_B_Carta_de_Dispensa_de_T | 30/04/2019 |Jonathan Souza Aceito
CLE.pdf 00:51:02 | Sarraf
Declaragéo de Apendice_D_Declaracao_de_consentim| 30/04/2019 |Jonathan Souza Aceito
Instituicéo e ento_da_|nstituicao.pdf 00:48:55 |Sarraf
Infraestrutura
Outros Apendice_A_Protocolo_de_Coleta_de_ | 30/04/2019 |Jonathan Souza Aceito
Dados .pdf 00:46:15 | Sarraf

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao

BELEM, 16 de Margo de 2020

Assinado por:

Rose Martins Tavares

(Coordenador(a))

Endereco: Av. Alcindo Cacela, N.° 287, Bloco D, 5° andar

Bairro: Umarizal
UF: PA
Telefone:

Municipio:
(91)99177-1348

CEP: 66.060-902
BELEM
Fax:

(91)4009-3005 E-mail:

cep.unama@unama.br
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