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RESUMO
As altas taxas de mortalidade associadas ao cancer de pulméao (CP) representam um desafio
significativo para os sistemas de saude global devido a heterogeneidade dos subtipos
histolégicos e a falta de um biomarcador padrdo. O miRNA 18la-5p (miR-18la-5p)
desempenha um papel fundamental em varias neoplasias, por modular genes responsaveis a
mecanismos carcinogénicos. Diante disso, o objetivo principal do trabalho € investigar a
expressdo do miR-181a-5p para o céancer de pulmdo em amostras teciduais, séricas e
linhagens celulares e associa-las as caracteristicas clinico-epidemioldgicas. Para isso, foi
realizada uma andlise in silico do miR-181a-5p no CP, para identificar os possiveis genes
alvos e vias de sinalizagédo associadas a sua regulagédo. Simultaneamente, a expressao do
miR-181a-5p foi avaliada por RT-gPCR em linhagens celulares de cancer de pulméo (A549 e
H1299) e linhagem pulmonar ndo neoplasica (MRC5). Paralelamente, também foi analisada
a expressao desse microRNA (miRNA) em 57 amostras teciduais de pacientes com cancer
de pulmao e 21 amostras teciduais com auséncia de neoplasia, bem como em 44 amostras
séricas neoplasicas e 17 amostras séricas de individuos com auséncia de neoplasia. Os
resultados da analise in silico, revelaram que o miR-18la-5p regula diversos genes
associados a processos tumorais, como HMGA2, TGFBR3 e WIF1, os quais estdo envolvidos
em vias de proliferacéo celular, invasao e progressao tumoral. A analise de expressdo do miR-
181a-5p, demonstrou que ha um aumento significativo da expressdo nas linhagens H1299 e
A549 quando comparadas a linhagem nao neoplasica MRC5. Similarmente, esse aumento de
expressao foi observado nas amostras teciduais de pacientes com adenocarcinoma e
carcinoma escamoso quando comparados com 0s pacientes com auséncia de neoplasia. Da
mesma forma, foi observada o aumento dessa expressdo em amostras séricas de carcinoma
neuroenddcrino de pequenas células, quando comparados com o0 grupo de pacientes com
auséncia de neoplasia. Adicionalmente, as variaveis: estadiamento, histérico familiar, tumores
prévios, comorbidades e alcoolismo foram associadas ao aumento da expressdo do miR-
181a-5p (p<0.05). Embora preliminar, o estudo sugere uma possivel associagéo entre o miR-
181a-5p e o desenvolvimento tumoral do CP, orientando uma exploragdo de mecanismos
moleculares subjacentes, para identificacdo de novas estratégias terapéuticas e

biomarcadores moleculares especificos para o CP.

Palavras-chave: Cancer de pulméo de células ndo pequenas, Cancer de pulméo de células

pequenas, microRNA; miRNA-181a-5p; expressao génica.



ABSTRACT

The high mortality rates associated with lung cancer (LC) represent a significant challenge for
global healthcare systems due to the heterogeneity of histological subtypes and the lack of a
standardized biomarker. MicroRNA 181a-5p (miR-181a-5p) plays a crucial role in various
neoplasms by modulating genes involved in carcinogenic mechanisms. Accordingly, the main
objective of this study was to investigate the expression of miR-181a-5p in lung cancer using
tissue samples, serum samples, and cell lines, and to associate its expression with clinical and
epidemiological characteristics. To achieve this, an in silico analysis of miR-181a-5p was
conducted to identify potential target genes and signaling pathways related to its regulation in
lung cancer. Simultaneously, miR-181a-5p expression was assessed via RT-qPCR in lung
cancer cell lines (A549 and H1299) and a non-neoplastic lung cell line (MRC5). In parallel,
expression levels were also evaluated in 57 tissue samples from lung cancer patients and 21
non-neoplastic tissue samples, as well as in 44 neoplastic serum samples and 17 serum
samples from non-neoplastic individuals. The in silico analysis revealed that miR-181a-5p
regulates several genes associated with tumor-related processes, such as HMGA2, TGFBRS,
and WIF1, which are involved in pathways of cell proliferation, invasion, and tumor progression.
Expression analysis demonstrated a significant upregulation of miR-181a-5p in H1299 and
A549 cell lines compared to the non-neoplastic MRC5 line. Similarly, increased expression
was observed in tissue samples from patients with adenocarcinoma and squamous cell
carcinoma compared to non-neoplastic controls. Furthermore, a significant elevation in
expression was noted in serum samples from patients with small cell neuroendocrine
carcinoma compared to those without neoplasia. Additionally, clinical variables such as tumor
stage, family history of cancer, previous tumors, comorbidities, and alcohol consumption were
associated with increased miR-181a-5p expression (p < 0.05). Although preliminary, the study
suggests a potential association between miR-181a-5p and lung cancer progression,
highlighting the need for further exploration of underlying molecular mechanisms to identify

novel therapeutic strategies and specific molecular biomarkers for lung cancer.

Keywords: Non-small cell lung cancer, Small cell lung cancer, microRNA; miRNA-181a-5p;

signaling pathways; gene expression.
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1 INTRODUCAO

O céancer de pulméo (CP) € a principal causa de mortalidade relacionada ao
cancer em todo o mundo e o0 mais incidente, apresentando uma estimativa de 2
milhdes de novos casos por ano. (Thandra et al., 2021; Globocan, 2022).

Segundo o Instituto Nacional do Céancer José de Alencar Gomes da Silva
(INCA), no Brasil serdo estimados 18.020 novos casos em homens e 14.540 em
mulheres para cada ano no triénio 2023-2025. Esses valores correspondem a um risco
estimado de 17,06 casos novos a cada 100 mil homens e de 13,15 a cada 100 mil
mulheres, respectivamente (INCA, 2023).

Com base nas caracteristicas das células tumorais, o cancer de pulmao é
classificado em dois grupos histologicos, o carcinoma pulmonar de pequenas células
(CPPC), que representa 15% dos tumores, e o carcinoma pulmonar de células nao
pequenas (CPNPC) que representa 85% dos tumores. Esses grupos histolégicos
apresentam diversos subtipos, sendo o adenocarcinoma, proveniente do grupo de
CPNPC, o mais comum, apresentando diversos estudos relacionados ao seu
diagnéstico, prognaostico e tratamento (Mithoowani e Febbraro, 2022).

O diagnostico do cancer de pulméo é realizado através de exames fisicos,
exames de imagem, bidpsia e pesquisa molecular (ACS, 2024). No entanto, detecta-
lo precocemente € um grande desafio devido a presenca de sintomas iniciais
inespecificos, rapida progressdo e a auséncia de biomarcadores séricos
estabelecidos na pratica clinica (Carneiro et al., 2023). Além disso, o0 avan¢o da
doenca também reflete em problemas sociais, uma vez que a exposicdo aos fatores
de risco depende das condi¢cdes socioecondmicas, culturais e da oferta de servigos
de saude, dificultando no tratamento da doenca (Sa et al., 2016).

O tratamento do CP ainda enfrenta inUmeros desafios, por apresentar
resisténcia celular a quimioterapia convencional e a radioterapia. Tem sido sugerido
que algumas mutacdes genéticas conferem esse papel de resisténcia a terapias
direcionadas. Diante disso, existe uma necessidade de explorar novos biomarcadores
e alvos terapéuticos para superar esse problema. (Mithoowani e Febbraro, 2022).

Atualmente, h& diversos estudos relacionados a compreensédo dos microRNAs
(miRNAs) como biomarcadores genéticos em diversas neoplasias, incluindo o cancer
de pulmao. Os miRNAs pertencem a familia dos RNAs ndo codificantes com 17 a 25

nucleotideos. Sua expressdo é altamente conservada e exibe alta especificidade.
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Geralmente, os miRNAs regulam a expressdo génica degradando ou inibindo o RNA
mensageiro (RNAm), evidenciando um papel importante em quase todas as vias
genéticas, desde a proliferacdo até a morte celular por apoptose, regulando assim
inUmeros genes-alvo (H. Yang et al., 2023).

Estudos demonstram evidéncias que o miRNA 181a-5p desempenha um papel
importante em diversos tipos de neoplasias. Isso ocorre, devido a inibicdo de genes
reguladores da apoptose e de proliferacao celular, conferindo a regulacao de vias que
podem estar associadas a sobrevivéncia ou morte tumoral (Indrieri et al., 2020;
Minemura et al., 2022).

No CP, ainda ndo ha estudos suficientes para definir o papel do miR-181a-5p
nesta neoplasia. Alguns trabalhos demonstraram que no CPNPC, a expressdo do
miR-181a-5p pode inibir o crescimento tumoral e a metastase, visando multiplos
fatores pro-tumorais (Li et al., 2023). Semelhantemente, o0s niveis basais elevados do
miR-181a-5p no plasma dos pacientes diagnosticados com CPNPC demonstraram
uma melhor resposta a imunoterapia (Leonetti et al., 2021). Em outros trabalhos, é
revelado que os niveis plasméaticos do miR-181a-5p estédo elevados em pacientes que
foram diagnosticados com o carcinoma escamoso de pulméo, sugerindo um papel
oncogénico, além de conferir uma resisténcia terapéutica a inibidores de tirosino
quinase (Shan et al., 2018; Ping et al., 2018). Além disso, ainda ndo ha estudos do
miR-181a-5p referente ao CPPC, destacando a necessidade de investigacdes
adicionais para compreender o papel completo deste miRNA e seus genes alvos no
CP.

Diante do exposto, observamos que um numero crescente de estudos sugerem
gue os miRNAs estdo envolvidos na fisiopatologia de diversas neoplasias, incluindo o
CP, desempenhando mecanismos oncogénicos ou supressores tumorais. Embora,
alteracdes na expressao dos miRNAs possam constituir em um achado secundario ao
fendtipo tumoral, ainda ndo esta completamente claro se a expressao alterada dos
mMiRNAs constitui a causa ou a consequéncia da transformacdo maligna das
neoplasias (Mohammadi et al., 2021). Logo, estudar os mecanismos associados aos
MiRNAs supressores e oncogénicos correlacionado com o CP é de fundamental
importancia para fornecer uma nova compreensao sobre o diagndstico e o

progndstico da doenca.
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1.1 JUSTIFICATIVA

Apesar dos avancos nas estratégias de diagnostico e no desenvolvimento de
novos tratamentos com alvos moleculares para o CP, ainda ha pouco progresso em
relacdo a identificacdo de biomarcadores especificos. Essa dificuldade pode ser
atribuida a heterogeneidade das células tumorais, que pode contribuir para as altas
taxas de letalidade apresentada neste tipo de neoplasia. Por isso, a compreenséo dos
mecanismos moleculares subjacentes ao CP é de suma importancia para o
desenvolvimento de novas estratégias de diagndstico e progndstico. Nesse contexto,
os miRNAs vem se destacando como possiveis biomarcadores promissores para a
predicao clinica do cancer, devido ao seu papel na regulacdo da expressao génica,
implicacdo na oncogénese e supressdo tumoral. Diversos estudos destacam a
importancia do miR-181a-5p, que desempenha um papel supressor tumoral e
oncogénico em diversos tipos de neoplasias. No entanto, a integracdo da expressao
do miR-181a-5p no CP, ainda é pouco estudada. Logo, a investigacdo do miR-181a-
5p no CP poderd auxiliar na determinacao de um possivel biomarcador, sugerindo
uma nova abordagem de estratificacdo dos grupos de risco e de acompanhamento

clinico da doenca.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral
Investigar a expressao do miR-181a-5p para o cancer de pulmdo em amostras

teciduais, séricas e linhagens celulares e associa-las as caracteristicas clinico-

epidemiologicas

1.2.2 Objetivos especificos
e Realizar uma andlise in silico para identificar os genes potencialmente alvos do

miR-181a-5p e verificar se 0s mesmos estdo envolvidos em mecanismos de
sobrevivéncia ou morte tumoral;

e Analisar a expressdo deste miRNA em linhagens neoplasicas de pulméo
(H1299 e A549) e ndo neoplasicas de pulmao (MRC5);

e Investigar a expressédo do miR-181a-5p em amostras teciduais e séricas (n&o

neoplasico e neoplasico de pulmao);
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Avaliar as possiveis associacdes entre os achados da expressao tecidual e
sérica do miR-181a-5p com as caracteristicas clinicas-epidemiolégicas dos

pacientes diagnosticados com cancer de pulméao.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 ETIOLOGIA E EPIDEMIOLOGIA DO CP

O CP se refere a tumores originados no parénquima pulmonar ou nos
brénquios. (Toumazi et al., 2020). Segundo os ultimos dados estimados pelo Global
Cancer Observatory (Globocan) em 2022, o CP € considerado a principal causa de
morte relacionada ao cancer em ambos 0s sexos em todo o mundo, com uma
estimativa de 1,80 milhdes de mortes por ano. Além disso, o CP € a neoplasia mais
incidente no mundo, apresentando uma taxa de 2,48 milhdes de novos casos por ano
(Figura 1) (Globocan, 2022; Thandra et al., 2021).

No Brasil, desconsiderando os tumores de pele ndo melanoma, o CP ocupa a
guarta posicao entre os tipos de neoplasias mais incidentes. Para cada ano do triénio
de 2023 a 2025, o numero estimado para novos casos é de 32.560, correspondendo
a um risco de 15,06 casos a cada 100 mil habitantes, sendo 18,020 casos entre os
homens e 14,540 casos entre as mulheres (Figura 2) (INCA, 2023).

Figura 1. Taxa de incidéncia e mortalidade para ambos 0s sexos
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Fonte: Globocan, 2022

Figura 2. Distribui¢cdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes para o triénio 2023-2025

por sexo, exceto o cancer de pele ndao melanoma

Localizagao Primaria Casos ® Localizacao Primaria Casos

Prostata 71.730  300%  Homens Mulheres  Mama feminina 73610 30.1%

Colon e reto 21.970 9.2% Colon e reto 23.660 97%

Traqueia, bronquio e pulmdo 18.020 75% Colo do utero 17.010 7.0%

Estomago 13.340 5,6% Traqueia, bronquio & pulmdo  14.540 6.0%

Cavidade oral 10.900 46% Glandula tireoide 14.160 58%

Esofago 8.200 34% Estomago 8.140 33%

Bexiga 7.870 33% Corpo do utero 7.840 32%

Laringe 6.570 2.7% Ovano 7.310 3.0%

Linfoma ndo Hodgkin 6.420 2.7% Pancreas 5690 2.3%

Figado 6.390 2.7% Linfoma ndo Hodgkin 5620 2,3%

*Numeros arredondados para miltiplos de 10.
Fonte: INCA, 2023
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2.1.1 Aspectos histolégicos e citolégicos do CP

O CP é classificado em dois principais grupos histologicos, o CPNPC e o CPPC
(Figura 3). O primeiro grupo é o mais comum e compreende 85% das neoplasias
pulmonares, e estéo incluidos: o adenocarcinoma de pulmao, carcinoma escamoso e
o carcinoma de células grandes. O adenocarcinoma € caracterizado pela malignidade
de células glandulares, exibindo os subtipos mucinoso e ndo mucinoso (acinar,
papilar, micropapilar, lipidico e so6lido) diferenciando-se conforme a extensdo e
arquitetura das glandulas; O carcinoma escamoso é descrito devido a malignidade de
células queratinizantes e células ndo queratinizantes. O carcinoma de células grandes
tem como principal particularidade a presenca de células redondas ou poligonais com
citoplasma abundante e que ndo apresenta similaridade citolégica consistente com o
adenocarcinoma ou o carcinoma escamoso (Gridelli et al., 2015; Rajdev et al., 2018;
Saab et al., 2020)

Ja o CPPC, compreende 15% das neoplasias pulmonares, e € caracterizado
pelos carcinomas neuroendocrinos, que apresentam células com caracteristicas
redondas ou ovais com pouco citoplasma e que sdo extensivamente necroticas. Esses
tumores apresentam um alto grau de agressividade, e estdo frequentemente
associados ao tabagismo, apresentando uma taxa de cura reduzida, progndstico
desfavoravel e sintomas como tosse persistente, falta de ar ou expectoracao de muco

com sangue (Rudin et al., 2021).
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Figura 3. Classificacdo do cancer de pulmao.
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Fonte: Adaptado de Gridelli et al., 2015

2.1.2 Sintomatologia e Diagndstico do CP

Os sintomas do CP ndo séo especificos. A maioria dos pacientes ja apresentam
um diagnéstico avancado da doenca no momento da apresentacdo dos primeiros
sintomas, tais como tosse, dor no peito, rouquiddo, expectoragdo com muco ou
sangue, entre outros (Calixto et al., 2023).

O diagnostico do CP pode ser mediado através do rastreamento, utilizando a
tomografia computadorizada de baixa dose (TCBD), em pacientes enquadrados no
grupo de alto risco, ou seja, aqueles com mais de 50 anos e histérico de tabagismo
por pelo menos 30 anos (Filho et al., 2020). Além disso, se 0 paciente apresentar
historico de tumores prévios, exposicao a fatores de risco e sintomas sugestivos de

CP, serédo realizados exames de imagem, como radiografia de térax e tomografia
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computadorizada (TC), para identificar nédulos ou massas no tecido pulmonar. Na
deteccdo de anormalidades nesse tecido, a bidpsia é conduzida para confirmar se ha

caracteristicas neoplasicas (Figura 4) (ACS, 2024).

Figura 4. Diagnéstico do CP
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« Exposi¢ao a fatores de risco;
* Tumores prévios

Fonte: Adaptado de Bagatin et al., 2006

Apesar do CP contar com rastreamento, a maioria dos pacientes sao
diagnosticados tardiamente, devido a um cenéario frequentemente atribuido a
problemas socioecondmicos (Sa et al., 2016). Paises em desenvolvimento, como o
Brasil, abriga em suas regides, uma diversidade de caracteristicas socioecondémicas
distintas, refletindo em um perfil de adoecimento tipico de paises de alta e baixa renda.

Esta disparidade resulta em uma distribuicdo irregular dos servicos de saude,
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dificultando o acesso da populacdo mais vulneravel, contribuindo para o
desenvolvimento da doenca (Santos et al., 2018; Aradjo et al., 2018).

O desenvolvimento do CP depende de diversos fatores de risco, mas o principal
€ o tabagismo. Cerca de 85% dos casos de pacientes dependentes de produtos
derivados do tabaco estdo associados a evolucdo do carcinoma pulmonar. Nicotina,
N-nitrosaminas e hidrocarbonetos aromaticos sdo 0s principais compostos
carcinogénicos do cigarro, que ocasionam danos repetidos no DNA, gerando
mutacdes no material genético. Entretanto, a exposi¢cdo a agentes quimicos (asbesto,
arsénico, berilio, radbnio, e outros), poluicdo do ar, infeccdes pulmonares de
repeticdo, fatores genéticos e histérico familiar de cancer também favorecem o seu
desenvolvimento. Nos ultimos anos, houve um grande avanco no manejo do CP,
determinando o tratamento através de um diagndéstico com base nas alteracfes

histol6gicas e moleculares (Bade e Dela Cruz, 2020).

2.1.3 Aspectos Moleculares do CP

Para a avaliacdo diagndstica do CP, é de suma importancia reconhecer a alta
heterogeneidade desta neoplasia. Logo, a caracterizacdo molecular de precisdo e a
identificacdo de modificacdes pontuais, € fundamental para compreender a doenca e
determinar o prognostico e o tratamento personalizado (Junior; Harada; Mello 2019).
Dentre as principais alteracdes moleculares do CP, destacam-se a presenca de genes
supressores tumorais, proto-oncogenes e fatores relacionados a proliferacao,
apoptose e angiogénese, 0s quais sdo amplamente investigados como estratégia para
0 prognastico e diagnéstico da doenca (Duarte et al., 2006).

Nos ultimos anos, o diagnéstico do CP tem avancado significativamente em
direcdo a uma abordagem molecular, evidenciando diferentes familias de genes e
eventos mutagénicos (Wild; Weiderpass; Stewart, 2020). Muta¢gbes pontuais no
receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR), ou a presenca do receptor-1 de
morte programada (PD-L1) conferem um bom prognostico em terapias direcionadas
com inibidores da tirosina quinase e anticorpos monoclonais (Anti-PD-L1). Em
contrapartida, mutacdes presentes no gene ALK e ROS1, estdo associados a um
prognostico desfavoravel, devido a tendéncia de desenvolvimento da doenca em
criancas e em pacientes sem historico de tabagismo (Costa et al., 2022).

Essas mutacdes genéticas sao identificadas através de anéalises moleculares

como a reacdo em cadeia polimerase (PCR) e imunohistoquimica (IHQ) apos a
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retirada do fragmento neoplasico pela biopsia. A identificacdo dessas mutacdes
pontuais € crucial para direcionar o acompanhamento clinico, apesar da
acessibilidade aos exames genéticos ser pouco factivel para a populagdo em geral,
devido aos altos custos (ALA, 2024). No entanto, devido a auséncia de biomarcadores
séricos estabelecidos na pratica clinica, essa abordagem ainda enfrenta desafios
significativos, especialmente devido a sua invasividade. Isso pode aumentar o risco
de complicagcdes em tumores localizados em é&reas de dificil acesso no tecido
pulmonar, dificultando o prognostico do paciente (Carneiro et al.,2023; Ramos et al.,
2023).

2.1.3 Prognaostico e Tratamento do CP
Para prever o prognéstico e o diagndstico do paciente e determinar o

tratamento adequado, se faz necessario conhecer o estagio do tumor, seu
crescimento e metastase, e todas essas caracteristicas sdo definidas como
estadiamento. Para o CP, o estadiamento pode ser realizado com auxilio da
tomografia de térax e de abdémen superior, cintilografia éssea, ressonancia nuclear
magnética de sistema nervoso central, tomografia por emissdo de
positrons/computadorizada (PET-CT), broncoscopia, broncoscopia com ultrassom
endoscopico (EBUS), endoscopia com ultrassom endoscopico (EUS),
mediastinoscopia, puncado aspirativa com agulha fina (PAAF) ou bidpsia cirargica de
areas suspeitas de comprometimento (Silva et al., 2021.)

No cancer de pulméo é utilizado o sistema de estadiamento TNM (Figura 5) do
America Joint Committe on Cancer (do inglés, AJCC). Esse comité utiliza trés critérios
de classificacdo: o T indica o tumor primario, o N descreve se existe disseminacédo da
doenca para os linfonodos e 0 M determina se existe a presenca de metastase. A
compreensao desses parametros é fundamental para a orientagdo adequada do

tratamento do cancer de pulméo (INCA 2023).
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Figura 5. Estadiamento do cancer de pulméo
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Fonte: Adaptado do INCA (2023).

O tratamento oferecido aos pacientes com CP depende do estadio em que a
doenca foi diagnosticada. As modalidades mais utilizadas no tratamento do CP séo
cirurgia, quimioterapia e radioterapia. A cirurgia representa a melhor chance de cura
para o paciente com CPNPC. Esse procedimento pode ser realizado isoladamente ou
associado a quimioterapia e radioterapia, visando a melhora da sobrevida dos
pacientes com CP. Individuos com tumores em estadio I, Il e IlIA sdo tratados
inicialmente com cirurgia e podem receber quimioterapia adjuvante. Porém, tumores
em estadio IlIB e IV, na maioria das vezes, ndo séo tratados com cirurgia (Novaes et
al., 2008).

Estudos reportam que 30% a 70% dos pacientes com CPNPC que foram
submetidos a tratamento curativo tém recorréncia da doenca. A maioria dessas
recorréncias (cerca de 80% dos casos) se da nos dois primeiros anos ap0s o
tratamento. Isso pode estar associado a fatores genéticos que alteram a

susceptibilidade individual, resultando em alteracfes genéticas especificas. Destaca-
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se, ainda a necessidade de explorar mecanismos epigenéticos, a fim de buscar novos
biomarcadores moleculares e alvos terapéuticos, para aumentar sobrevida e diminuir

a incidéncia de pacientes com CP (Araujo et al., 2018; Sugimura et al., 2007).

2.1.4 Epigenética do CP

A epigenética engloba uma série de mecanismos que modulam a expressao
génica sem implicar alteracbes na sequéncia do DNA. Esses mecanismos
epigenéticos envolvem principalmente trés modificagcdes quimicas: as modificacdes
nas histonas, que influenciam a transcricdo genética; a metilacdo do DNA, que resulta
no silenciamento de genes; e a presenca de RNAs néo codificantes (ncCRNA),
reconhecidos como agentes modificadores epigenéticos (Ramazi et al.,2023).

E evidenciado que no CP a desregulacéo epigenética exerce um importante
papel no desenvolvimento tumoral. Modificacbes poOs-traducionais presentes nas
histonas, como acetilacdo, metilacédo, fosforilagdo e ubiquitinacdo, influenciam a
estrutura da cromatina e afetam o acesso do DNA aos fatores de transcrigcéo,
modulando assim a expressao génica de diversas vias de sinalizacdo, como: Ciclo
celular, senescéncia, apoptose e fatores de crescimento (Bajbouj et al., 2021).

Além disso, outras alteracdes epigenéticas, como as metilagdes no DNA, sao
amplamente investigadas no CP. A metilacdo € um processo natural, pelo qual os
grupos metil sdo adicionados a molécula do DNA, alterando a atividade do DNA sem
alterar a sequéncia genética (Hoang; Landi, 2022). Essas metila¢des, ocorrem por sua
maioria em regibes denominadas de ilhas de dinucleotideos citosina-guanina (CpG).
As ilhas CpG desempenham um papel crucial na preservacdo da estabilidade
gendmica e na promocao da expressao génica adequada. No CP, observa-se uma
alta metilacédo das ilhas CpG, acarretando em consequéncias prejudiciais em todo o
genoma. Essas metilagOes afetam diversos genes essenciais em processos celulares,
como reparo do DNA, apoptose, proliferacdo e metastase (Kim et al., 2023).

Atualmente, estudos referentes a alteragdes epigenéticas vem sendo bastante
avancados. Como por exemplo, a implementagcao do teste de deteccao precoce de
multiplos tipos de cancer (do inglés, MCED Test) do grupo Grail, capaz de detectar
alguns tipos de cancer precocemente atraves de amostras de sangue, inclusive o CP.
Essa metodologia é baseada na identificacdo de metilacdes, utilizando algoritmos
avancados de aprendizado de maquina e reconhecimento de padrbes para “ler”

padrées de metilacdo, no entanto nota-se a necessidade de mais métodos de



27

deteccdo a base de modificacdes epigenéticas para diminuir os riscos de falsos
positivos e falsos negativos (Grail, 2024).

Outra modificacao epigenética de importancia, € a presenca dos ncRNAs, que
constitui uma classe diversificada de moléculas de RNA, amplamente investigada
devido as suas propriedades na regulacdo genética e a capacidade de degradar o
RNAmM (Langevin et al., 2015). O amplo reconhecimento ncRNAs como moléculas
reguladoras de diversos processos celulares, ocorreu entre o final do século XX e o
inicio do século XXI com a descoberta dos RNAs interferentes (SiRNAs) e os miRNAS,
gue desempenham um papel crucial na expressao de diversos genes (Mattick et al.,
2023).

2.2 MICRORNAS

Os miRNAs sdo pequenas moléculas (17-25 nucleotideos) da classe dos RNAs
ndo codificantes que regulam a expressao génica através da degradacdo ou
repressdo do RNAmM. Essas moléculas desempenham um papel essencial em
diversos processos bioldgicos, tais como: proliferacdo, migracdo, metabolismo e
apoptose celular. Inimeros miRNAs foram identificadas em humanos nos ultimos 30
anos. Atualmente, o banco de dados miRBase registra 48.860 sequéncias maduras
de miRNA de 271 organismos, e 2.654 codificadas pelo genoma humano (Tan et
al.,2018; Fu et al., 2022; Jorge et al., 2021).

Os miRNAs estdo envolvidos em todos o0s processos celulares,
desempenhando um papel essencial para a regulacdo génica. Acredita-se que um
anico miRNA possa modular diversos genes, além de multiplos miRNAs regulando um
anico gene, e essa cooperacdo é essencial no ajuste da expressao protéica,
protegendo a célula contra a flutuacfes genéticas. Todas as células expressam uma
variedade de miRNAs, e sua sintese € mediada por diversas enzimas nucleares e

citoplasmaticas (Gebert e MacRae, 2019).

A sintese dos miRNAs é dividida em duas etapas, a primeira ocorre no nucleo
da célula e a segunda etapa no citoplasma (Figura 6). Na primeira etapa, ocorre a
partir de sequéncias de DNA que vao ser transcritas pelas enzimas RNA polimerase
[/l em miRNA primario (Pri-miRNA), que é clivado posteriormente pelo complexo
proteico Drosha-DGCRS, liberando o0 miRNA precursor (Pre-miRNA). O pré-miRNA
vai ser transportado ao citoplasma da célula via Exportina-5 (Exp5) e dar inicio a
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segunda etapa. No citoplasma, a enzima DICER ira processar o pre-miRNA em
MiRNA de fita dupla e posteriormente em uma fita simples de miRNA maduro. Apés a
maturacdo, os miRNAs séo transportados por proteinas da familia Argonaute (AGO),
induzindo o complexo de silenciamento induzido por miRNA (miRISC), que se ligam
na regidao 3’ nao traduzida (UTR) do RNAm reprimindo ou inibindo genes alvos,

regulando assim a expressao génica (Kanthaje et al., 2021; O’Brien et al., 2018).

Figura 6. Via canbnica da sintese de miRNA
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Abreviacdes. DNA: Acido desoxirribonucleico; DROSHA/DGCRS: Drosha ribonuclease IIl; DICER:
Dicer 1 Ribonuclease III; Exp-5: Exportina-5; Pri-miRNA: miRNA primario; Pré-miRNA: miRNA
precursor; mMRNA: RNA mensageiro; RISC: complexo de silenciamento induzido por RNA. Fonte:
Adaptado de Jorge et al., 2021
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2.2.1 MicroRNAs e o cancer de pulméo

Devido ao seu papel na regulacdo da expressao génica, os miRNAs vem sendo
relacionados como potenciais biomarcadores para algumas condic¢des fisiologicas e
doencas especificas, como o cancer. Em consequéncia das caracteristicas genéticas
e epigenéticas do cancer, os miRNAs, dependendo do contexto e do tipo celular em
gue sdo expressos, podem exibir uma atividade oncogénica ou supressora tumoral,
controlando mecanismos de proliferacdo celular e apoptose. Dessa maneira, a funcao
dos miRNAs podem em ultima instancia depender do microambiente tumoral, ao qual
sdo expostos a diferentes genes alvos. Além disso, um Unico miRNA é capaz de
regular diversos genes-alvo e com isso, controlar simultaneamente atividades opostas
(Smolarz et al., 2022).

Foi mostrado evidéncias que a expressao de certos miRNAs estdo alterados
em diversos tipos de neoplasias, inclusive o cancer de pulmao. Por exemplo, o
MicroRNA-21 (miR-21) apresenta uma expressdo consideravelmente elevada em
pacientes diagnosticados com adenocarcinoma pulmonar. O miR-21 €& um
protagonista essencial para a progressao da neoplasia, devido a sua atuacéao inibindo
genes supressores tumorais da via da apoptose. Por outro lado, o MicroRNA-206
(miR-206) é encontrado regulado negativamente em individuos com cancer de
pulm&o. Estudos de transfeccao celular provaram que o miR-206 apresenta um papel
pré-apoptético, antimetastatico e antiangiogénico. Como resultado, os miRNAs podem
servir como potenciais biomarcadores moleculares para diagnostico, prognéstico e

tratamento do cancer de pulméo (Wani et al., 2022).

2.2.2 MiRNAs como biomarcadores prognéstico e diagnéstico no CP

Os biomarcadores moleculares tém sido uma ferramenta adjuvante no rastreio
do cancer de pulméo. Entre eles, os miRNAs podem ser usados para diferenciar
subtipos do CP, além de demonstrar um papel importante no tratamento da doenca
(Wu et al., 2019).

Considerando os dados clinicos e experimentais recentemente publicados, a
quantificacdo dos miRNAs pode ser uma ferramenta poderosa na deteccdo de
padrdes carcinogénicos, complementando o diagndstico do CP (Galvao-Lima et al.,
2021). Por exemplo, é evidenciado que o MicroRNA-205 (miR-205) é especifico para
o carcinoma pulmonar de células escamosas, enquanto o MicroRNA-124a (miR-124a)

€ especifico para adenocarcinoma de pulméao (Wu et al., 2019). Em outros estudos, 0
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MicroRNA-21 (miR-21) é visualizado como protagonista crucial no desenvolvimento
do CP, suprimindo diversos genes supressores de tumor, no entanto mais estudos
sdo necessarios para determinar a associacdo dos miRNAs e o desenvolvimento do
CP, bem como para esclarecer seu papel como possivel biomarcador (Saab et al.,
2021). Com o avanco e o desenvolvimento tecnoldgico, diversos miRNAs foram
descritos de forma precisa e conveniente, 0 que 0s torna um potencial biomarcador
(Ho et al.,, 2022). Atualmente, ha um entendimento do miR-181a-5p para fins
diagndsticos, progndsticos e terapéuticos em diversas neoplasias (Lin et al., 2021).
No entanto, h& poucos estudos associando o miR-181a-5p e o CP. Portanto, mais
estudos sdo necessarios para fornecer evidéncias desse miRNA na aplicacao clinica

dessa doenca (Li et al., 2023).

2.3 MICRORNA 181A-5P

A familia miR-181, localizada nos cromossomos 1, 9 e 19, é composta por 4
membros altamente conservados (miR-181a-5p, miR-181b-5p, miR-181c-5p e miR-
181d-5p), e apresentam importancia significativa em diversos processos bioldgicos,
como: autofagia, resposta imunoldgica, funcdo mitocondrial e também na
sobrevivéncia ou morte de células neoplasicas, indicando sua ag¢do supressora
tumoral e oncogénica, sendo esse Ultimo mais incidente em diversas neoplasias,
como carcinoma mamario, hepatocelular, gastrico, pancreatico e algumas leucemias.
(Feng et al., 2018; Indrieri et al., 2020).

O miR-181a-5p desempenha um papel significativo em varias caracteristicas
tumorais, exercendo uma influéncia especifica em determinados tecidos e interagindo
simultaneamente com varios genes (Tabela 2). No cancer colorretal (CRC) por
exemplo, o miR-181a-5p suprime o crescimento tumoral, regulando a via de
sinalizagao Wnt/B-catenina, inibindo a proliferacao celular e promovendo a apoptose
das células neoplasicas (Han et al., 2017). J4 no céancer gastrico (CG), a elevacao do
miR-181a-5p vai inibir diretamente os genes TGF-B e o ATP4B, promovendo o
crescimento das células tumorais (Ge et al., 2019). No melanoma ocular, o miR-181a-
5p suprime as células tumorais devido a inibicdo do GNAQ, promovendo a atuacao
da via das caspases favorecendo a apoptose (Wang et al., 2023). No cancer de
mama, 0 miR-181a-5p ativa a via de sinalizagdo PTEN/AKT pela inibicdo do gene

NDRGZ2, oferecendo um papel oncogénico (Zhai et al., 2022).
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Ja no CP, os estudos envolvendo o miR-181a-5p, citam papéis oncogénicos e
supressores tumorais. No CPNPC, a inducdo do miR-181a-5p inibi o crescimento
tumoral e a metastase, além de suprimir a atividade de diversos oncogenes, como
CDK1, E2F7 e o Kras (Wang et al., 2020). Além disso, foi identificado que o miR-181a-
5p pode inibir a migracédo e a invasao das células tumorais de CPNPC, através da
repressao do gene HMGB2 (Li et al., 2018).

Em controvérsia a esses achados, o miR-181a-5p é regulado positivamente em
células resistentes ao gefitinibe (inibidor de tirosino quinase) no CP, visando o gene
GAS7, contribuindo para a sobrevivéncia das células tumorais (Ping et al., 2018). Em
outro trabalho, é visualizado que os niveis plasmaticos do miR-181a-5p estéo
elevados em pacientes que foram diagnosticados com o carcinoma escamoso de
pulméo, sugerindo que tal MiIRNA possa estar envolvido na tumorigénese da doenga
(Shan et al., 2018).

Tabela 1. miR-181a-5p em diferentes tipos neoplasicos

Tipo de Tumor Gene Alvo Mecanismo Referéncias
Cancer de colorretal Wnt/B-catenina Supressor tumoral Han et al., 2017
Cancer gastrico TGF- Oncogénico Geetal., 2019
CPNPC Kras Supressor tumoral Wang et al., 2020
Melanoma ocular GNAQ Supressor tumoral Wang et al., 2023
Cancer de mama NDRG2 Oncogénico Zhai et al., 2022

Abrevia¢8es. CPNPC: carcinoma pulmonar de células ndo pequenas; Wnt/B-catenina: Via de
sinalizagao tipo Wingless/ B-catenina; TGFf: Fator de transformac&o do crescimento beta; Kras: Kras
Proto-oncogene, GTPase; GNAQ: Proteina G de subunidade alfa Q; NDRG2: Processamento

regulatério N-myc 2.

Neste contexto, o papel do miR-181a-5p no CP ainda ndo esta completamente
esclarecido. Necessitando de mais estudos, para obter evidéncias na aplicacédo
clinica, como potencial biomarcador para o progndstico da doenca (Li et al., 2023).
Além disso, ainda ndo ha estudos do miR-18la-5p no CPPC, ressaltando a
importancia de investigar os mecanismos deste miRNA nessa condi¢cdo especifica.
Diante disso, as andlises realizadas neste trabalho permitirdo avaliar a expressao
deste miRNA no desenvolvimento e progressao do CP, fornecendo informagdes
importantes para o entendimento da patogénese dessa neoplasia, sugerindo

potenciais estratégias de progndstico e acompanhamento clinico.
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3 METODOLOGIA
3.1 TIPO E PERIODO DE ESTUDO

Trata-se de um estudo caso-controle e experimental, com utilizacdo de
amostras de tecido pulmonar neoplasico e ndo neoplasico. O projeto foi realizado em
24 meses, no periodo de julho de 2022 a julho de 2024. Segue abaixo o delineamento

experimental (Figura 7) que detalha as etapas in silico, ex vivo e in vitro do presente

estudo.
Figura 7. Delineamento experimental
Analise in Analise in Analise ex
silico vitro vivo
l
H1299 MRC- Biorrepositorio
A549 05 de amostras de
Identificar os pacientes com
genes CPNPC, CPPC
associados € auséncia de
ao miR-181a- Analise de neoplasia
5 expressao do
miR-181a-5p
Analise de
expressao do
miR-181a-5p
Identificar as
vias de
sinalizacao

3.2 ANALISE IN SiLICO

Para identificar os principais genes-alvo do miR-181a-5p no CP, foram
utilizados dados de expressao génica extraidos do The Cancer Genome Atlas (TCGA)
(https://portal.gdc.cancer.gov/projects/ TCGACOAD). A investigacdo dos potenciais
vias de interagdo do miRNA foi conduzida por meio de ferramentas de bioinformatica.
Quatro bases de dados preditivas — TargetScan, miRDB, miRTarBase e DIANA —

foram empregadas para identificar os genes possivelmente regulados pelo miR-181a-

5p.
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Posteriormente, 0s genes consensualmente identificados foram entao
selecionados para analise de ontologia génica, selecionando os termos de processo
biolégico, fungdo molecular e componente celular. Apds isso, foi realizada uma anélise
de enriquecimento funcional das vias associadas, utilizando a base de dados da Kyoto

Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG).

Toda a metodologia computacional foi conduzida utilizando software RStudio
(RStudio Team, 2020).

3.3 ANALISE IN VITRO

Trés linhagens celulares foram cultivadas, sendo elas a H1299 e A549 oriundas
de Adenocarcinoma de pulmdo e a MRC5 proveniente de fibroblasto de tecido
pulmonar saudavel, para avaliar a expressdo do miR-181a-5p. O cultivo foi realizado
em uma placa de 6 pogos contendo meio RPMI 1640 e DMEN-F12K, suplementados
com 10% de Soro Fetal Bovino, 10 mM de HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazineethanesulfonic acid) (Gibco), como agente tamponante, e 200 U/mL de

Penicilina/Estreptomicina, como antibiéticos, em estufa de CO2 5% a 37°C.

3.4 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Foram incluidas no estudo amostras séricas e teciduais de pacientes com idade
superior a 18 anos; com biopsia confirmatdéria de CPNPC (adenocarcinoma e
carcinoma escamoso) e CPPC (carcinoma neuroenddcrino), ressecavel, irressecavel
e/ou localmente avancada ou inoperavel. Além disso, também foram incluidas,
amostras de pacientes com auséncia de neoplasia pulmonar, que foram submetidos
a cirurgia toracica e apresentaram um resultado de lesdo benigna para compor o grupo
controle. Foram excluidos do estudo, pacientes que apresentem outros tipos de

neoplasia primaria que néo seja pulmonar.

3.5 COLETA E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

Para o presente projeto, as amostras foram selecionadas do Hospital do
Cancer de Pernambuco (HCP) e do Hospital Universitario Oswaldo Cruz (HUOC),
localizados na cidade do Recife- Pernambuco. Os pacientes foram selecionados nos

ambulatdrios do setor de oncologia dos hospitais citados e convidados a participar do
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estudo. O voluntario que, apos ter recebido os devidos esclarecimentos e concordou
em participar do estudo, assinou o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) (Anexo A e B) e respondeu a ficha clinica. Ao aceitar os termos do estudo, o
voluntario permitiu o acesso ao tecido pulmonar (100mg) e ao sangue periférico (8
ml). O tecido foi imediatamente armazenado em RNAlater™(1mL) e o sangue foi
centrifugado pata obtencdo de soro. Todas as amostras foram armazenadas no

freezer a -80°C.

3.6 ANALISE EX VIVO

Para a andlise de expressdo do miR-18l1a-5p, foram avaliadas 78 amostras
teciduais e 61 amostras séricas. Para a andlise de expressédo nas amostras de tecido,
um total de 57 amostras neoplésicas foram utilizadas, nos quais 27 eram amostras de
adenocarcinoma de pulmé&o, 21 de carcinoma escamoso de pulmé&o, e 9 de carcinoma
neuroenddcrino de pequenas células. Foram incluidas 21 amostras com auséncia de
neoplasia. Para a analise de expressao nas amostras séricas, um total de 44 amostras
neoplasicas foram utilizadas, nos quais 19 eram amostras de adenocarcinoma de
pulm&o, 18 de carcinoma escamoso de pulméo e 7 de carcinoma neuroenddcrino de
pequenas células. Foram incluidas 17 amostras de pacientes com auséncia de
neoplasia.

Todas essas amostras sao oriundas do biorrepositorio de pulméo, sob
coordenacao da Profa. Dra. Michelly C Pereira, localizado no Nucleo de Pesquisa em
Inovacdo Terapéutica Suely Galdino (NUPIT-SG) - localizada na Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE).

3.7 EXTRACAO DE RNA TOTAL

Para a extracdo do RNA total das amostras séricas, foram processadas no
Maxwell® RSC 48 Instrument, utilizando o kit Maxwell® RSC miRNA from Plasma and
Serum (Promega), seguindo as orientagdes do fabricante. O RNA total das amostras
teciduais e das linhagens celulares foram isoladas a partir do método baseado em
Trizol (SIGMA). Para tanto, as células foram cultivadas e distribuidas em triplicata em
uma placa de 6 pocos, apos atingirem uma confluéncia de 70%, a suspenséao celular

foi conservada em 700 pL de Trizol (SIGMA) para a extracdo de RNA total.
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Similarmente, para as amostras teciduais foram adicionados 700 L de Trizol (SIGMA)
para cada 50 mg de tecido. Posteriormente, foram adicionados 150uL de cloroférmio
no material isolado com Trizol (SIGMA). As amostras e as células foram
homogeneizadas por 20 segundos e incubadas a temperatura ambiente por 3 minutos.

ApoOs essa etapa, foram submetidas a centrifugacdo a 170009 por 15 minutos a 4°C.

Depois dessa etapa foi possivel visualizar uma fase aquosa superior, que foi
cuidadosamente transferida para um novo tubo eppendorf, no qual foram adicionados
375 pL de isopropanol a 100% e incubadas a -20°C “Overnight”. Apés isso, as
amostras foram centrifugadas a 17000g por 10 minutos a 4°C. Os pellets foram
lavados com 750 pL de etanol a 75% e levados ao vortex brevemente. Em seguida,
as amostras foram centrifugadas a 6300g por 5 minutos a 4°C e incubadas em
temperatura ambiente por 3 horas. Posteriormente, as amostras foram ressuspensas
com 30 pL de a4gua RNAse Free. Por fim, as amostras ja ressuspensas foram
submetidas ao banho seco a 50°C por 15 minutos e quantificadas utilizando o Thermo
Scientific™ NanoDrop™ Lite, para posterior sintese de DNA complementar (cDNA) e

reacao em cadeia polimerase com transcriptase reversa em tempo real (RT-gPCR).

3.8 SINTESE DE CDNA E EXPRESSAO DO MIR-181A-5P POR RT-QPCR

O RNA total extraido foi submetido a sintese de cDNA utilizando o kit
Tagman™ Advanced miRNA cDNA Synthesis para o miR-181a-5p e o HighCapacity
cDNA reverse transcription para o pequeno RNA nuclear (snRNA) U6 e o RNU44

como controles enddgenos, seguindo as orientagdes do fabricante (Figura 8).
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Figura 8. Template da sintese de cDNA para o miR-181a-5p, U6 e RNU44
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Para o miR-181a-5p foi utilizado 10 ng/pL de RNA total por reacdo, para as
seguintes etapas: A primeira etapa consiste na formacao da cauda poli(A), para cada
reacao foi utilizado 1uL de RNA total para as seguintes condigbes: 37°C por 45’ para
a poliadenilagao e 65°C por 10’ para encerrar a reagao.

A segunda etapa consiste na ligacdo do adaptador, para cada reacéo foi
utilizado 2,5uL do resultado da poliadenilacédo para as seguintes condi¢des: 16°C por
60’ para a reacao de ligagcao do adaptador.

A terceira etapa consiste na transcricdo reversa (RT), para cada reacéao foi
utilizado 15uL do resultado da reacdo de ligacdo do adaptador para as seguintes
condicdes: 42°C por 15 para a transcricdo reversa e 88°C por 5 para encerrar a
reacao.

A guarta etapa consiste na amplificacdo do miRNA total (miRAmp), para cada
reacao foi utilizado 2,5uL do resultado da reacdo RT para as seguintes condi¢des: 95°
por 5 para ativacdo da enzima; 14 ciclos (95°C por 3’ e 60°C por 30”) para a
desnaturacao e anelamento/extenséo; 99°C por 10’ para encerrar a reagao.

Para o snRNA U6 e o RNU44 foram utilizados 10ng de RNA total por reagéao,
para a seguinte etapa: Essa etapa consistiu na reacdo RT, foi utilizado para cada
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reacao 2,5uL de RNA total diluido e 1,5uL do adaptador do U6 (5x) e RNU44 (5x) para
as seguintes condigdes: 2 ciclos (16°C por 30’ e 42° por 30’) para a reagao RT e 85°C
por 5 para encerrar a reagao.

Apés a sintese do cDNA do miR-181a-5p, snRNA U6 e RNU44 a RT-gPCR foi
conduzida utilizando o kit TagMan® Fast Advanced, de acordo com as instrucdes do
fabricante. Para cada reacdo, foi utilizado 5uL de TagMan® Fast Advanced Master
Mix; 0,5uL da sonda do miR-181a-5p (TagMan® Advanced miRNA Assay- A25576):
(5-AACAUUCAACGCUGUCGGUGAGU-3’); 0,5uL da sonda do snRNA U6
(TagMan® Advanced Assay- 4427975): (5'-
GTGCTCGCTTCGGCAGCACATATACTAAAATTGGAACGATACAGAGAAGATTAG
CATGGCCCCTGCGCAAGGATGACACGCAAATTCGTGAAGCGTTCCATATTTT-
37;0,5uL da sonda do RNU44 (TagMan® Advanced Assay- 4427975). (5-
CCTGGATGATGATAGCAAATGCTGACTGAACATGAAGGTCTTAATTAGCTCTAAC
TGACT-3’); 2uL de agua, para as seguintes condigdes: 95°C por 20", seguido de 40
ciclos (95°C por 17, 60°C por 20”)

A avaliacdo quantitativa da amplificacdo dos miR-181a-5p foi realizada no
QuantStudio™ 5 Real-Time PCR System pelo método Ct comparativo (2 2ACY),

usando o snRNA U6 e o RNU44 como controles endégenos.

3.9 ANALISE ESTATISTICA

Todas as caracteristicas clinicas-epidemiologicas dos pacientes foram
apresentadas de forma descritiva. A partir do calculo da mediana da expressédo do
miR-181a-5p dos pacientes, utilizou-se o teste exato de Fisher para a comparagao
das variaveis categoéricas entre 0os grupos com alta e baixa expressao do miR-181a-
5p.

Para os dados de expresséo do miR-181a-5p dos pacientes obtidos pelo TCGA,
a curva de Kaplan-meier foi usada para a sobrevida em meses, as diferencas de
sobrevida entre os grupos foram comparadas usando o teste log-rank de Mantel Cox
(p< 0,05).

Para o grupo ex vivo, foi realizado método Ct comparativo (2 2% para a
analise dos dados. Essa metodologia consiste no calculo inicial das médias e do

desvio padrdo dos valores de Cycle Treshold (CT) das duplicatas das amostras
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obtidas do QuantStudio™ 5 Real-Time PCR. Cada amostra foi normalizada a partir da
subtracdo do CT médio do gene alvo, menos o CT médio do controle endégeno ( CT
alvo - CT endodgeno), para a obtenc&o do ACT . Posteriormente foi calculado o ACT e
0 2 ACtpara em seguida, calcular a mediana global das amostras teciduais de
pacientes com adenocarcinoma, carcinoma escamoso, carcinoma neuroenddcrino de
pulmé@o e pacientes com auséncia de neoplasia. Para o teste ndo paramétrico, foi
utilizado o teste de Kruskall-Wallis (p<0,05). Consecutivamente, foi conduzida uma
regressao linear multipla utilizando o modelo dos minimos quadrados ordinarios para
avaliacao das variaveis (p<0,05).

Os softwares GraphPadPrism versao 8 (GraphPad Software Inc San Diego, CA,
EUA) e o STATA foram utilizados para o tratamento estatistico dos dados, bem como

para a elaboracdo dos graficos.

3.10 CONSIDERACOES ETICAS

Todos os protocolos experimentais das analises ex vivo foram compilados e
aprovados pelas diretrizes do Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos (CEP)
da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) do HUOC (CAAE
38505920.3.3001.5192) e do HCP (CAAE: 40936420.9.0000.5205) seguindo as
orientagfes da Resolucédo 466/2012 do Conselho Nacional de Saude (BRASIL, 2013).
A coleta de qualquer espécime clinico foi realizada apenas apés a obtencdo do
consentimento do paciente ou individuo saudavel, dados os devidos esclarecimentos,

e pela assinatura do TCLE.

4 RESULTADOS

4.1 ANALISE IN SILICO
4.1.1 Predicao dos genes alvos do miR-181a-5p

Os genes associados ao miR-181a-5p no CP foram identificados e extraidos a
partir do banco de dados TCGA, resultando em um total de 532 genes potencialmente
regulados. Esses genes foram submetidos a uma analise de expressao diferencial

considerando contextos de alta expressdo do miR-181a-5p no Adenocarcinoma de
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Pulmé&o (TCGA-LUAD) e no Carcinoma Escamoso de Pulmao (TCGA-LUSC). Os
genes resultantes foram ranqueados com base nos valores de Log Fold Change
(LogFC). A partir dessa classificagédo, foram estratificados os 20 genes com menor
expresséao e os 20 genes com maior expressdo, com o intuito de identificar os alvos e
as vias moduladas pelo miR-181a-5p (Figura 9 e 10). Entre os genes analisados,
observou-se uma possivel regulacdo direta do miR-181la-5p sob o HGMA2 e o
TMPRSS11A. Adicionalmente, o gene ANKRD1 foi identificado como um possivel alvo
indireto. Esses achados indicam que o miR-181a-5p pode atuar na regulacéo de vias
moleculares relevantes para a progressao tumoral, reforcando um papel potencial no

contexto do CP.

Figura 9. Genes alvos do miR-181a-5p no Adenocarcinoma de Pulméo
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Figura 9. Distribuicdo dos 20 genes com menor expressdo e dos 20 genes com maior expressao,
estratificados com base nos valores de LogFC. O gene HMGA2 foi identificado como o principal gene-
alvo direto potencial do miR-181a-5p, enquanto ANKRD1 foi apontado como possivel gene-alvo
indireto.
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Figura 10. Genes alvos do miR-181a-5p no Carcinoma Escamoso de Pulmao
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Figura 10. Distribuicdo dos 20 genes com menor expressdo e dos 20 genes com maior expressao,
estratificados com base nos valores de LogFC. O gene TMPRSS11A foi identificado como o principal
gene-alvo direto potencial do miR-181a-5p, enquanto ANKRD1 foi apontado como possivel gene-alvo
indireto.

4.1.2 Ontologia genética (GO)

Em seguida, os genes alvos associados ao miR-181a-5p foram selecionados
para andlise de ontologia genética (GO) relacionado aos termos de Processo
Biologico (PB), Funcdo Molecular (MF) e Componente Celular (CC). Para isso, foi
utilizada a funcéo gseGO do pacote clusterProfiler, que permite uma avaliacdo de
enriguecimento genético. Os resultados dessa analise revelaram que 0s genes
potencialmente regulados pelo miR-181a-5p estdo predominantemente envolvidos no
termo de PB, quando comparados aos dominios de MF e CC (Figura 11 e 12). Esses
achados sugerem que o miR-18la-5p pode regular vias funcionais associadas a
proliferagéo celular, diferenciacéo celular, apoptose, contribuindo na modulacdo de

possiveis mecanismos neoplasicos.
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Figura 11. Ontologia genética do miR-181a-5p no Adenocarcinoma de Pulméo
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Figura 11. Andlise de ontologia génica (GO) dos genes associados ao miR-18la-5p no
adenocarcinoma de pulmdo (TCGA-LUAD). Observa-se que a maioria dos genes esti

significativamente associada a Processos Biologicos.
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Figura 12. Ontologia genética do miR-181a-5p no Carcinoma Escamoso de Pulmao

Fungao

MF CC

PB

Processos
Biologicos

Molecular

Componente
Celular

v

Figura 12. Analise de ontologia génica (GO) dos genes associados ao miR-181a-5p no Carcinoma
Escamoso de pulmédo (TCGA-LUSC). Observa-se que a maioria dos genes esta significativamente
associada a Processos Bioldgicos.

4.1.3 Vias de sinalizagdo do miR-181a-5p

A analise de enriquecimento funcional foi realizada a partir da lista de genes
alvos obtida da analise de predicao. Por meio do software DAVID, identificaram-se as
vias de sinalizacdo relacionadas as funcbes dos genes-alvo do miR-181a-5p,
utilizando a base de dados KEGG. Em seguida, os dados foram encaminhados e
processados no software SRplot (Tang et al., 2023), para elaboracdo dos gréficos
(Figura 13 e 14).

Os resultados demonstraram que a maioria dos genes estdo associados a vias
com respostas a “transdugao de sinal”, com destaque para a via de sinalizacdo MAPK,
cuja desregulacdo pode predispor ao desenvolvimento neoplasico. Aléem disso,
observou-se envolvimento em contextos mais amplos como “microRNAs no cancer”,
reforcando a relevancia funcional do miR-181a-5p na biologia tumoral. No entanto, o0s
valores mais significativos estiveram majoritariamente associados a outros subtipos

de céancer, sugerindo que os genes regulados por esse miRNA podem participar de
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mecanismos moleculares comuns ao desenvolvimento tumoral, mesmo em diferentes

tipos histologicos.

Figura 13. Vias de sinalizag&o do miR-181a-5p no Adenocarcinoma de Pulméo
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Figura 13. Andlise de enriquecimento funcional das vias de sinalizagdo associadas aos genes-alvo do
miR-181a-5p. O eixo X representa o Enrichment Score (—-log,, do valor de p), enquanto o tamanho dos
circulos indica 0 nimero de genes envolvidos em cada via (Count). A coloracdo representa a
significAncia estatistica (p-value), sendo as cores mais proximas do vermelho indicativas de maior
significancia. Dentre as vias mais enriquecidas, destacam-se MicroRNAs no cancer, via de sinalizagao

MAPK e vias associadas a outros subtipos de cancer. SRplot (Tang et al., 2023).
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Figura 14. Vias de sinalizacao do miR-181a-5p no Carcinoma Escamoso de Pulméao
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Figura 14. Andlise de enriquecimento funcional das vias de sinalizagdo associadas aos genes-alvo do
miR-181a-5p. O eixo X representa o Enrichment Score (-log,, do valor de p), enquanto o tamanho dos
circulos indica o ndmero de genes envolvidos em cada via (Count). A coloracdo representa a
significancia estatistica (p-value), sendo as cores mais proximas do vermelho indicativas de maior
significancia. Dentre as vias mais enriquecidas, destacam-se MicroRNAs no cancer, vias associadas a
outros subtipos de céncer e via de resisténcia a inibidores de tirosina quinase do EGFR. SRplot (Tang
et al., 2023).

4.2 ANALISE IN VITRO

4.2.1 Expressao do miR-181a-5p em células neoplasicas de pulmao

A figura 15 ilustra a comparacgéo dos niveis de expressao do miR-181a-5p nas
linhagens celulares estudadas (MRC5, H1299 e A549). A partir disso, observou-se um
aumento da expressao do miR-181a-5p nas linhagens H1299 (7.6 + 3.46; p < 0.05) e
A549 (6.9 + 1.44; p < 0.05) quando comparadas a linhagem ndo neoplasica MRC5
(1.25 £ 0.02; p < 0.05).
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Figura 15. Analise de expressao do miR-181a-5p nas linhagens H1299, A549 e MRC5
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Figura 15. Andlise de expressdao do miR-181a-5p nas linhagens neoplasicas de pulmao. H1299:
linhagem celular oriunda de cancer de pulméo, A549: linhagem celular oriunda de cancer de pulméo e
MRC-5: células de fibroblasto de pulmdo humano. *P < 0,05, indica diferencas estatisticamente
significativas. Os dados foram mostrados como mediana. GraphPad Prism 8.0.

4.3 ANALISE EX VIVO

4.3.1 Analise de expressdo do miR-181a-5p em amostras de CP

Na analise de expressdo do miR-181a-5p nas amostras teciduais, os dados
apontaram um aumento significativo na expressado deste miRNA tanto em pacientes
com adenocarcinoma (4,6 = 6,0; p<0,05) quanto em pacientes com carcinoma
escamoso (1,4 £ 3,1; p<0,05) quando comparado ao grupo nao neoplasico (0,6 + 0,9;
p<0,05). Além disso, foram observadas diferencas significativas nos niveis de
expressdo do miR-18la-5p entre os grupos de adenocarcinoma de pulméo e

carcinoma neuroenddcrino de pulméo (p=0,0163).

A analise de expressao do miR-181a-5p em amostras séricas dos pacientes
diagnosticados com CP, observou uma tendéncia de maior expressao deste miRNA
em pacientes com carcinoma neuroenddcrino de pequenas células (3,9 + 5,3) e 0
grupo de pacientes com auséncia de neoplasia (2,1 + 2,3) quando comparados com
0 grupo de pacientes diagnosticados com adenocarcinoma (0,76 + 0,78) e carcinoma

escamoso (0,75 + 0,86). Apesar das variacdes observadas, ndo foi identificada
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diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (teste de Kruskal-Wallis, p >
0,05).

Figura 16. Analise de expressao do miR-181a-5p em amostras teciduais e séricas de pacientes com

adenocarcinoma, carcinoma escamoso, carcinoma neuroenddcrino e auséncia de neoplasia
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Figura 16. Analise dos niveis de expressao do miR-181a-5p entre os diferentes grupos experimentais.

Nas amostras teciduais, foi observada diferenca estatisticamente significativa nos niveis de expressao
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entre os subtipos adenocarcinoma e carcinoma neuroenddcrino de pequenas células (p = 0,0163; teste
de Kruskal-Wallis). Por outro lado, nas amostras séricas, ndo foram identificadas diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos avaliados (p > 0,05). Os dados s&o apresentados como

mediana. Analises realizadas no software GraphPad Prism 8.0.

4.3.2 Avaliacédo da expressdo do miR-181a-5p em relacédo as caracteristicas
clinico-epidemioldgica dos pacientes com CP

A analise de associacao entre a expressao do miR-181a-5p e as caracteristicas
clinico-epidemioldgicas dos pacientes com CP demonstrou que, entre os pacientes
com alta expresséo (n = 26), a maioria era do sexo feminino (61,54%), com idade =
62 anos (58,62%), fumantes (84,62%), nao etilistas (76,92%), com comorbidades
(57,69%), em estégios clinicos avancados llIl/IV (73,08%), sem historico familiar de
cancer (57,69%) e com diagnostico de CPNPC (92,31%). Ja entre os pacientes com
baixa expresséao (n = 27), predominou o sexo feminino (62,96%), com idade = 62 anos
(51,85%), fumantes (74,07%), néo etilistas (77,78%), com comorbidades (77,78%),
em estagio clinico I/l (77,78%), sem historico familiar de cancer (59,26%) e com
diagnoéstico de CPNPC (74,07%). Apesar das tendéncias observadas, nenhuma das
associacOes apresentou significancia estatistica (p<0,05), de acordo com o teste

exato de Fisher (Tabela 4).

Tabela 2. Dados de expressdo dos pacientes diagnosticados com cancer de pulméo

Expressdo do miR-181a-5p

Todos os Baixa Alta
Caracteristicas pacientes . . *p-value
(N=53) expresséao expresséo
Sexo
Masculino 20 10 (37.04%) 10 (38.46%)
>0.9999
Feminino 33 17 (62.96%) 16 (61.54%)
Idade
= 62 anos 34 14 (51.85%) 20 (58.82%)
0.0861
< 62 anos 19 13 (48.15%) 6 (31.58%)
Fumante
Sim 42 20 (74.07%) 22 (84.62%)
0.4614
N&o 11 7 (25.93%) 4 (15.38%)
Etilismo

Sim 12 6(22.22%) 6 (23.08%) >0.9999
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N&o 41 21 (77.78%) 20 (76.92%)

Estadiamento

Estagio I/11 13 6 (22.22%) 7 (26.92%)

0.7570
Estagio ll/IV 40 21 (77.78%) 19 (73.08%)
Comorbidades
Sim 36 21 (77.78%) 15 (57.69%)

0.1480
N&o 17 6 (22.22%) 11 (42.31%)
Historico
Familiar
Sim 22 11 (40.74%) 11 (42.31%)

>0.9999
Nao 31 16 (59.26%) 15 (57.69%)
Histologia
CPNPC 44 20 (74.07%) 24 (92.31%)

0.1415
CPPC 9 7 (25.93%) 2 (7.69%)

Tabela 2. Distribuicdo das caracteristicas clinicas e epidemiologicas dos pacientes diagnosticados
com cancer de pulmao, de acordo com os niveis de expressdao do miR-181a-5p (alta ou baixa
expressdo). A andlise estatistica foi realizada utilizando o teste exato de Fisher no software GraphPad
Prism, versao 8. Considerou-se nivel de significancia de p < 0,05. Abrevia¢des: CPNPC — Cancer de

Pulmao de Nao Pequenas Células; CPPC — Céancer de Pulmao de Pequenas Células.

4.3.3 Analise multivariada da expressdo do miR-181la-5p (Regressado Linear
Multipla)

Apoés analisar a expressdo do miR-181a-5p, foram conduzidas uma regressao
linear multipla utilizando o modelo dos minimos quadrados ordinarios, cuja variavel
dependente é o valor da expressdo. Os resultados indicam que nos grupos de
pacientes estudados, o estadiamento, presenca de historico familiar, tumores previos,
comorbidades e etilismo foram associados a um aumento significativo para o aumento
da probabilidade do individuo apresentar alta expressdo do miR-181a-5p.
Especificamente, um aumento de uma unidade na variavel estadiamento esta
relacionado a um aumento de 0,343 desvios padréo na expresséo do miR-181a-5p (p
< 0,05). Ter historico familiar aumenta a expressdo em 0,471 desvios padrdo (p <

0,05), enquanto tumores prévios aumentam a expressao em 0,433 desvios padréo (p
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< 0,05). Comorbidades estdo associadas a um aumento de expressao em 0,505
desvios padrédo (p < 0,05) e o etilismo a um aumento da expressao de 0,888 desvios
padrdo (p < 0,05). Além disso, o coeficiente de determinacdo (Pseudo-R2) reflete
aproximadamente 18% das variagcbes na expressdao do miR-18la-5p entre os

pacientes estudados (Tabela 5).

Tabela 3. Regresséo Linear Mdltipla

Variaveis Coeficiente Erro Padréo p-value
Estadiamento TNM 0.343 0.168 0.044*
Historico familiar de cancer 0.471 0.195 0.017*
Tumores prévios 0.433 0.217 0.049*
Comorbidades 0.505 0.217 0.022*
Tabagismo -0.031 0.257 0.904
Etilismo 0.888 0.289 0.003*
Idade 0.000 0.011 0.986
Sexo Feminino 0.080 0.226 0.723
Branco -0.130 0.242 0.592
Auséncia de Neoplasia -0.789 0.555 0.159
Constante -1.007 0.730 0.171
R? 0.1823

Tabela 3. Regressdo linear multipla. Foram incluidas variaveis clinicas e epidemiolégicas como
possiveis preditores da expressdo do miR-181a-5p. Os coeficientes representam o impacto de cada
variavel independente sobre a expressdo do miRNA, ajustados pelas demais variaveis no modelo.
Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos (*). O modelo apresentou R2 =
0,1823. STATA 17.0 MP.

5 DISCUSSAO
Neste estudo, foi investigado possiveis associagbes entre a elevacdo dos
niveis de expressdo do miR-181a-5p e as caracteristicas clinicas de pacientes

diagnosticados com CP. Os dados obtidos indicaram um aumento progressivo da
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expressao desse miRNA em estagios mais avancados da doenca, sugerindo um papel
oncogénico do miR-181a-5p nesse contexto. Tal comportamento pode estar

associado a desregulagéo de vias genéticas envolvidas na proliferacdo tumoral.

A analise in silico permitiu identificar os principais genes alvos regulados pelo
miR-181a-5p, destacando o HMGAZ2. Esse gene € um membro da familia de proteinas
do grupo HMG e é amplamente expresso em tecido tumoral humano, e tem sido
associado a promoc¢ao da tumorigénese em diversos tipos de neoplasias. (Mansoori
et al., 2021). No CP, assim como em outros tumores solidos, a superexpressao de
HMGA2 é frequentemente observada em comparacdo a tecidos paraneoplasicos
normais. Essa expressao elevada estd associada, sobretudo, a estagios mais
avancados e a presenca de metastases (Li et al., 2018).

Embora o HMGAZ2 tenha sido previsto como principal gene-alvo do miR-181a-
5p, essa associacdo parece contradizer os achados que indicam um papel oncogénico
para esse MIRNA no contexto do CP, uma vez que sua regulacdo deveria,
teoricamente, suprimir a expressdo de HMGA2. No entanto, € importante destacar que
outros genes também foram identificados como potenciais alvos do miR-181a-5p,
oferecendo uma perspectiva mais ampla sobre sua funcéo biologica. Dentre esses,
destaca-se 0o TGFBR3, que codifica um receptor com alta afinidade de ligacao ao TGF-
B, impedindo sua ativacdo e consequentemente, bloqueando efeitos pro-tumorais
associados a ativacdo dessa via (Zhang et al.,, 2024). Adicionalmente, também é
destacado o gene WIF1 no qual € identificado como um importante antagonista da via
de sinalizacdo Whnt/B-catenina (Guo et al., 2017). Ambos genes previstos sdo
relatados como supressores tumorais e possuem baixa expressédo no CP, sendo essa
diminuicdo associado a mecanismos de proliferacdo, invasdo e angiogénese para

essa neoplasia (Deng et al., 2024 e Guo et al., 2017).

Além disso, interacfes entre 0 miR-181a-5p e os genes TGFBR3 e WIF1 ja
foram relatadas em outras neoplasias, corroborando os resultados do presente estudo
(Yue et al., 2021 e Lyu et al., 2017). Em ensaios in vitro de Leucemia Linféide Aguda
(LLA), por exemplo, a superexpressao do miR-181a-5p favoreceu o crescimento e a
proliferacéo de células de LLA, por meio da repressédo do gene WIF1 e subsequente

ativacao da via Wnt/B-catenina ral (Lyu et al., 2017).
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Diante desses dados, embora o HMGAZ2 seja um conhecido oncogene e tenha
sido previsto como principal alvo direto do miR-181a-5p, é fundamental considerar
outros genes-alvo regulados por esse mMIRNA, para uma interpretacdo mais
abrangente de seu papel bioldgico, ressaltando a importdncia em que 0 mesmo
MiRNA pode exercer um efeito oncogénico ou supressor tumoral, a depender do
contexto celular e do tipo de neoplasia envolvido (Kanthaje et al., 2021). Essa
observacéo ¢é atribuida ao fato de que um tnico miRNA pode modular maltiplos genes
alvos, sendo, portanto, essencial a realizacdo de analises de enriquecimento funcional
para identificar os processos biolégicos subjacentes as interacdes entre miRNAs-

RNAmM. (Garcia-Moreno e Carmona-Saez, 2020).

A andlise de ontologia genética revelou que a maioria dos genes associados
ao miR-181a-5p no CP esta envolvida em PB. Esse mesmo resultado, foi relatado no
trabalho publicado por Zhang et al (2019), em um estudo com carcinoma papilifero de
tireoide, no qual também se observou que a maioria dos genes regulados pelo miR-
181a-5p estavam associados ao termo "PB" na analise de ontologia. Esses dados
apontam para um papel regulador do miR-181a-5p em funcdes celulares especificas.
No entanto, para compreender melhor seus efeitos no contexto tumoral, torna-se
essencial identificar as vias de sinalizacdo associadas aos genes-alvo envolvidos
nesses processos biolégicos, o que pode revelar mecanismos moleculares relevantes

na progressao do CP (Zhang et al., 2019).

Estudos prévios destacam o papel do miR-181a-5p em diversas atividades
moleculares e processos biolégicos, incluindo a regulacdo génica em vias de
sinalizacado em cancer, CPNPC e autofagia (He et al., 2015; Wang et al., 2022; Xie et
al., 2022; Long et al., 2023). Nossos resultados revelaram que os genes alvo do miR-
181a-5p estavam envolvidos em vias de transducao de sinal, vias relacionadas ao
cancer, microRNAs em cancer, corroborando com os resultados supracitados.
Resultados similares foram observados também em carcinoma papilifero de tireoide,
no qual o miR-181a-5p regulou varias vias relacionadas ao cancer, destacando seu
potencial oncogénico (Zhang et al., 2019). E importante destacar que os achados
baseados em anélises computacionais, podem necessitar de validagdo experimental
adicional para reforgar sua relevancia bioldgica pois, a heterogeneidade dos tecidos e
condi¢cbes experimentais, podem afetar as interagdes entre os miRNAS e seus genes-

alvo.
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Em um estudo realizado por Ma et al (2015), a expressdo de miR-181a-5p
também foi detectada em seis linhagens celulares de CPNPC humanas por gRT-PCR.
Os resultados mostraram que o0 nivel de expressdo de miR-181a-5p foi
significativamente regulado negativamente nas linhagens A549 e H1299 em
comparacdo com BEAS-2B (linhagem saudavel de pulm&o). No entanto, esses
achados ndo corroboram com 0s nossos resultados, no qual visualizamos que a
expressdo do miR-181a-5p estava elevada em células neoplasicas (A549 e H1299),
quando comparadas a célula saudavel de pulmao (MRC5). Tal discrepancia pode ser
atribuida a diferenca nas linhagens de controle utilizadas, a BEAS-2B € derivada de
pneumacito saudavel, enquanto MRC5 é composta por fibroblasto de pulméo. Além
disso, variacdes no estado de diferenciacdo celular também podem influenciar
significativamente a expressao de miRNAs (Segeritz & Vallier, 2021).

Diversas pesquisas tém explorado o envolvimento dos miRNAS nos processos
tumorigénicos (Jorge et al., 2021). O miR-181a-5p tem se destacado devido a sua
influéncia regulatoria no desenvolvimento e progressédo de diferentes tipos de cancer
(Li et al., 2023). Simiene et al (2023) observou que o0s niveis de expressdo do miR-
181a-5p em amostras de tecido e plasma de adenocarcinoma e carcinoma escamoso
foram significativamente mais baixos em comparac¢ao a amostras controle adjacentes,
sugerindo uma possivel associacao entre a reducéo da expressdo do miR-181a-5p e
a progressdo tumoral nessas condicdes. Consequentemente em sua analise
multivariada foi descrito que a alta expressdo do miR-181a-5p no tecido tumoral esta
significativamente envolvida na sobrevida global dos pacientes diagnosticados com
CPNPC. Entretanto, uma limitacdo no estudo de Simiene et al (2023) € a ndo incluséo
do carcinoma neuroenddcrino de pequenas células, uma vez que diferentes tipos
histolégicos de CP podem apresentar perfis moleculares distintos e possuir
caracteristicas bioldgicas e clinicas que podem influenciar os niveis de expressao de
MiRNAs de maneira diferente dos adenocarcinomas e carcinomas escamosos (Oser
et al., 2015).

Além disso, a supresséo tumoral desse miRNA em CP foi observada em outros
estudos, associando sua baixa expressdo ao crescimento tumoral in vivo quanto in
vitro, conforme demonstrado por Li et al (2020). No entanto, esses achados
contradizem os resultados obtidos no presente estudo, onde o miR-181a-5p parece
desempenhar papel oncogénico na populacdo estudada. Adicionalmente, nossa

analise multivariada, as variaveis: estadiamento, histérico familiar, tumores prévios,
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comorbidades e etilismo estiveram associadas ao aumento da expressdo do miR-
181a-5p, sugerindo uma possivel associacdo entre o0 miR-18la-5p e o
desenvolvimento tumoral do CP. Da mesma forma, Ping et al. (2018) relataram que
0s niveis de expressdo do miR-181a foram regulados positivamente em amostras
teciduais e séricas tumorais de pacientes diagnosticados com CP na populacéo
chinesa. Além de conferir um papel de resisténcia terapéutica devido a inibicdo do
gene GAS7, sugerindo que niveis altos de miR-181la estdo associados ao

desenvolvimento tumoral do CP.

Essa ambiguidade relatada no miR-181a-5p também é observada em outros
tipos de tumores. No cancer de mama, por exemplo, Zhai et al (2022), demonstrou
gue o aumento de expressao do miR-181a-5p facilita a progresséo tumoral ao inativar
0 gene NDGR2. Em contrapartida, também foi relatado que a inducdo desse miRNA
se mostrou capaz de reduzir a expressao do receptor de estrogénio a, bloqueando a
via proliferativa dependente de estrogénio a qual est4 diretamente associada a
progressdo do cancer de mama (Benedetti et al., 2021). Tais dados refletem que as
funcdes do miRNAs podem variar consideravelmente dependendo de alguns
contextos especificos como o estadiamento da doenca e até mesmo diferencas entre
as populagbes (Kanthaje et al., 2021). Uma hipétese para a divergéncia entre 0s
resultados do nosso estudo e alguns estudos da literatura em relacdo ao papel do
miR-181a-5p no cancer, pode estar relacionada a plasticidade dos miRNAs, ou seja,
um mesmo mMiRNA pode desempenhar papéis opostos em diferentes contextos
biologicos (Kanthaje et al 2021). Essa flexibilidade € uma caracteristica inerente a
complexidade das redes regulatdrias envolvidas na biologia do cancer, onde um
mesmo MiRNA pode regular alvos distintos em diferentes contextos, gerando efeitos

aparentemente contraditorios sobre a proliferacdo e metastase (Peng et al., 2016).

Os dados observacionais apresentados sao promissores e sugerem uma
possivel associacdo entre 0 miR-181a-5p e o desenvolvimento tumoral do CP. Apesar
do presente estudo apresentar algumas limitagdes, como um tamanho amostral
pequeno e a auséncia de uma analise funcional, este estudo oferece insumos iniciais
valiosos, ao evidenciar um padrao de expressao com possivel relevancia clinica. Este
trabalho estabelece uma base inicial solida para futuras investigagdes sobre o papel
funcional do miR-181a-5p na biologia tumoral do CP. Além disso, esses achados

fornecem uma base sélida na exploracdo de mecanismos moleculares subjacentes,
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para identificacdo de novas estratégias terapéuticas e biomarcadores moleculares

especificos para essa doenca.

6 CONCLUSAO
e A andlise in silico revelou que o miR-181a-5p regula diversos genes associados
a processos tumorais, como HMGA2, TGFBR3 e WIF1;
e A superexpressao do miR-181a-5p foi observada nas linhagens neoplasicas

A549 e H1299, em comparac¢do a linhagem normal MRC5;

e Foi observado um aumento da expressdo do miR-181a-5p em linhagens
neoplasicas de pulmao (H1299 e A549), bem como em amostras teciduais e

séricas de pacientes diagnosticados com CP;

e As variaveis: estadiamento, historico familiar, tumores prévios, comorbidades e

alcoolismo estiveram associadas ao aumento da expressédo do miR-181a-5p.
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7 ATIVIDADES COMPLEMENTARES

Como atividade complementar, submetemos o artigo intitulado "miRNA-21, an
OncomiR that regulates cell proliferation, migration, invasion and therapy response in
lung cancer" a revista Pathology — Research and Pratice (Apéndice A).
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ANEXO A — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (HCP)

e

$¢

UNIVERSIDADE
m FEDERAL
DE PERNAMBUCO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(PARA MAIORES DE 18 ANOS OU EMANCIPADOS - Resolugdo 466/12)

Convidamos o (a) Sr. (a) para participar como voluntario (a) da pesquisa intitulada: “Avalia¢do da expressdo de
Par-4 e seu papel funcional na proliferagdo, morte celular, metéastase e tratamento em cancer de pulmao”, que esta
sob a responsabilidade dos pesquisadores Cirurgido César Freire de Melo Vasconcelos, residente na Rua Santos
Dumont 702 apt-01-Aflitos — Recife-PE — CEP 52050050 — telefone para contato (81) 988998677, inclusive a
cobrar do pesquisador e Profa Dra Michelly Cristiny Pereira (UFPE), residente da Rua José Augusto da Silva
Braga, 555, Bairro Novo, Olinda -PE; respectivamente. TELEFONE: (81) 998274256 e com 0 e-mail:
michelly2305@yahoo.com.br

Este Termo de Consentimento pode conter alguns topicos que o/a senhor/a ndo entenda. Caso haja alguma
duvida, pergunte a pessoa que esta lhe entrevistando, para que o/a senhor/a esteja bem esclarecido (a) sobre tudo
gue esta respondendo. Apds ser esclarecido (a) sobre as informaces a seguir, caso aceite em fazer parte do estudo,
rubrique as folhas e assine ao final deste documento, que estd em duas vias. Uma delas é sua e a outra é do
pesquisador responsavel. Em caso de recusa o (a) Sr. (a) ndo sera penalizado (a) de forma alguma. Também
garantimos que o (a) Senhor (a) tem o direito de retirar o consentimento da sua participacdo em qualquer fase da

pesquisa, sem qualquer penalidade.

INFORMAGCOES SOBRE A PESQUISA:

Informo que estou ciente de necessito do procedimento cirrgico, pois faco parte do grupo de pacientes
neoplasia pulmonar, doenga que apresenta problemas sérios a minha satde. O médico que lhe atende dara mais
explicacdes, se vocé achar necessarias, podendo a qualquer momento fazer suas perguntas.
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RISCOS E BENEFICIOS:

RISCOS: A retirada da amostra tecidual é muito pequena a chance de causar desconfortos, edema (inchago),
infeccdo, ferimento, rasgo (laceracdo) na pele e tecidos moles como acontece em cirurgia de exérese de tumor
pulmonar, que logo pode ser controlado de imediato com a simples compressdo manual feita pelo cirurgido.

BENEFICIOS: Compreendo também a importancia e os beneficios pelos esclarecimentos que esta pesquisa trara
sobre nas cirurgias de retirada de tumores pulmonares que é progndstico precoce imediato de metastase e resposta
a terapia utilizada, dando uma sobrevida melhor ao paciente no quadro pds-operatério.

ACOMPANHAMENTO MEDICO: O acompanhamento médico seré iniciado na sua primeira consulta com o
médico cirurgido toracico, quando vocé respondera a um questionario para que o médico possa avaliar a indicacéo
do sua cirurgia. Depois a sua cirurgia sera marcada conforme a disponibilidade de vagas para cirurgia do Centro
Cirargico. E importante que vocé entenda que o procedimento cirirgico que seré realizado é necessario para o
tratamento desta doenga e, devido a esta cirurgia, estima-se que seja necessario que vocé fique internado por
aproximadamente 3 dia. Este tempo de internacdo poderé ser maior ou menor que 7 dias e isto dependerd da sua
resposta ao tratamento. Durante todo o periodo da internagéo vocé receberd visita de um médico participante desta
pesquisa que informara a vocé sobre o seu quadro e a previsdo de alta. O tempo de permanéncia do médico durante
a visita pode variar, mas em média pode durar 30 minutos. O acompanhamento sera realizado por meio de
consultas que serdo agendadas nos ambulatorio dos servicos que realizardo a pesquisa.

O procedimento médico podera ser interrompido ante qualquer intercorréncia adversa. E, neste caso,
pesquisador responsavel, ao perceber qualquer risco ou dano significativos ao participante da pesquisa, previstos
ou ndo neste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, comunicard o fato, imediatamente, ao Sistema
CEP/CONEP, que avaliara, em carater emergencial, a necessidade de adequar ou suspender o estudo.

SEGURO E ASSISTENCIA MEDICA EM CASO DE DANOS: Todo e qualquer dano decorrente desta pesquisa,
e que necessite de atendimento médico, ficard a cargo da equipe médica que lhe prestou atendimento nesta
Instituicdo. Seu tratamento e acompanhamento médico independem da sua participacao nesta pesquisa. Quaisquer
despesas para a sua participacdo na pesquisa (como por exemplo, as despesas com transporte e alimentacdo nos
dias de atendimento/consulta) serdo assumidas pelos pesquisadores (ressarcimento de despesas). Fica também
garantida indenizacdo em casos de danos decorrentes da participagdo na pesquisa, conforme decisdo judicial ou
extrajudicial. Além da indenizacdo, em caso de danos decorrentes da sua participagdo nesta pesquisa, vocé, bem
COMO 0S Seus responsaveis, tera direito a assisténcia integral, incluindo acompanhamento médico, gratuitamente,
financiados pelo patrocinador principal desta pesquisa.

CUSTOS: Nao haveré qualquer custo ou forma de pagamento para o paciente que aceitar participar desta pesquisa.
Vocé sera ressarcido de gastos relacionados ao estudo, considerando as despesas decorrentes de transporte e
alimentacdo nos dias em que for necessaria a sua presenca para consultas ou exames.

BASES DA PARTICIPACAO: E importante que vocé saiba que sua participacio nesta pesquisa é completamente
voluntaria e que vocé pode recusar-se a participar ou interromper sua participacdo a qualquer momento sem
penalidades ou perda dos beneficios aos quais vocé tem direito.

Os dados coletados nesta pesquisa, ficardo armazenados em (pastas de arquivo e computador pessoal), sob a
responsabilidade do pesquisador, no NUPIT-SG, pelo periodo de minimo 5 anos
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Em caso de duvidas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, vocé poderéa consultar o Comité de Etica em
Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no endereco: (Avenida Prof. Moraes Rego s/n — 3° Andar- Cidade
Universitaria, Recife-PE, Brasil CEP: 50670-420, Tel.: (81) 2126.3743 — e-mail: cephcufpe@gmail.com).

(Assinatura do pesquisador)

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO (A)

Eu, , CPF , abaixo assinado, apos a leitura (ou

a escuta da leitura) deste documento e de ter tido a oportunidade de conversar e ter esclarecido as minhas duividas
com o pesquisador responsavel, concordo em participar do estudo (colocar 0 nome completo da
pesquisa) , como voluntéario (a). Fui devidamente informado (a) e esclarecido (a) pelo (a) pesquisador
(a) sobre a pesquisa, os procedimentos nela envolvidos, assim como 0s possiveis riscos e beneficios decorrentes
de minha participacdo. Foi-me garantido que posso retirar o meu consentimento a qualquer momento, sem que isto

leve a qualquer penalidade (ou interrup¢do de meu acompanhamento/ assisténcia/tratamento).

Impressdo digital

Local e data

Assinatura do participante:

Presenciamos a solicitagdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa

e 0 aceite do voluntério em participar. (02 testemunhas ndo ligadas a equipe de pesquisadores):

Nome: Nome:

Assinatura: Assinatura:
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ANEXO B — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (HUOC)
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM
INOVACAO TERAPEUTICA CENTRO DE BIOCIENCIAS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA OS PARTICIPANTES DO ESTUDO
CASO-CONTROLE
(PARA MAIORES DE 18 ANOS OU EMANCIPADOS)

Convidamos o (a) Sr. (a) para participar como voluntario (a) da pesquisa "BARCODE DA
NEOPLASIA PULMONAR EM PERNAMBUCO: IDENTIFICACAO DE BIOMARCADORES
CLINICOS E GEORREFERENCIAMENTO DOS PACIENTES COMO ESTRATEGIA PARA
VIABILIZAR O DIAGNOSTICO PRECOCE E REDUCAO DE CUSTOS PARA O SUS™ que esta
sob a responsabilidade da Profa. Dra. Michelly Cristiny Pereira (UFPE), residente na Rua José Augusto da
Silva Braga, 555 - Bairro Novo, Olinda-PE; telefone para contato (81) 998274256, e-mail
(michelly2305@yahoo.com.br) e do Dr. Luiz Alberto Reis Mattos Junior, residente na Avenida Prof. Moraes
do Rego, 1235 — Cidade Universitéria, Recife-PE; telefone para contato (81) 996689778, e- mail:
luiz.mattos@ufpe.br.

Esse termo de consentimento pode haver alguns topicos que o(a) senhor(a) ndo entenda. Caso haja
duvidas, todas podem ser esclarecidas com o responsavel por esta pesquisa. Apenas quando todos os
esclarecimentos forem dados e vocé concorde com a realizacdo do estudo, pedimos que rubrique as folhas e
assine ao final deste documento, que estd em duas vias. Uma via lhe sera entregue e a outra ficarda com o
pesquisador responsavel.

O(a) senhor(a) estara livre para decidir participar ou recusar-se. Caso ndo aceite participar, ndo havera
nenhum problema, desistir € um direito seu, bem como sera possivel retirar o consentimento em qualquer fase
da pesquisa, também sem nenhuma penalidade.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

Informo que estou ciente que fago parte de um grupo de pacientes que participard de um grupo controle
(sem neoplasia pulmonar) e que fui recrutado a partir da lista de pacientes que se submeterdo ao teste de PCR
para cirurgia no ambulatério de cirurgia do Hospital das Clinicas de Pernambuco. Se 0 senhor achar necessario
o0 pesquisador Ihe dara mais explicaces, sinta-se confortavel para fazer perguntas a qualquer momento.

> PROPOSITO DA PESQUISA: Esse estudo tem o objetivo de identificar proteinas presentes no sangue e no
tecido do tumor que possam contribuir para o diagnéstico precoce de cancer de pulmao, identificar a resposta do
paciente a quimioterapia, bem como propiciar o desenvolvimento de novos medicamentos.

> PROCEDIMENTOS DA PESQUISA: Para realizar o estudo com os participantes do grupo controle, uma
amostra de sangue periférico (coletado na veia do brago) sera coletada quando o participante estiver no setor de
coleta de PCR para Covid no ambulatdrio de cirurgia geral. Esse procedimento é necessario para identificar
biomarcadores que ajudardo no diagnostico precoce do cancer de pulm&o. Na ocasido desse procedimento e s6
apo6s a autorizagdo, uma pequena quantidade do seu sangue seré coletado (o equivalente a dois tubos pequenos de
4 mililitros cada e um tudo de 8 mililitros, que corresponde a aproximadamente quatro colheres de sopa) que serdo
armazenadas no Biorrepositorio do NUPIT (Ndcleo de Pesquisa em Inovagdo Terapéutica) para pesquisas futuras.
Todas as amostras biologicas coletadas durante essa pesquisa, conforme descrito acima, serdo utilizadas para os
propositos descritos no Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Ao final da pesquisa ou depois que todos 0s
resultados dos exames ficarem prontos, se tiver sobrado alguma quantidade de sangue, essas amostras serdo
destruidas.
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> RISCOS: Os riscos imediatos relacionados ao processo de coleta de sangue, sao inerentes ao procedimento e
consiste basicamente ao risco de dor leve no local onde a agulha serd inserida e um inchaco debaixo da pele que
contém sangue (hematomas). De maneira menos provavel a infec¢do no local da picada da agulha, no entanto o
grupo responsavel pela coleta possui experiéncia em coleta de sangue.

> BENEFICIOS: Vocé ndo sera remunerado pela sua participagio e esta pesquisa podera ndo oferecer
beneficios diretos a vocé. Se vocé concordar com o uso de suas informac8es e/ou do material do modo descrito
acima, é necessario esclarecer que vocé nédo tera quaisquer beneficios ou direitos financeiros sobre eventuais
resultados decorrentes desta pesquisa. Esta pesquisa trara beneficios para pacientes com cancer de pulmao, uma
vez que trara no futuro possibilidades para a busca de novos biomarcadores e desenvolvimento de novos
medicamentos.

Esclarecemos que os participantes dessa pesquisa tém plena liberdade de se recusar a participar do
estudo e que esta decisdo ndo acarretara penalizacdo por parte dos pesquisadores. Todas as informaces desta
pesquisa serdo confidenciais e serdo divulgadas apenas em eventos ou publicagdes cientificas, ndo havendo
identificacdo dos voluntarios, a ndo ser entre os responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua
participacdo. Os dados coletados nesta pesquisa (coletas de sangue), ficardo sob responsabilidade da Profa. Dra.
Michelly Cristiny Pereira no Nucleo de Pesquisa e InovacBes Terapéuticas Suely Galdino NUPIT-SG
localizado no 1° andar do Prédio da Diretoria de Inovacdo e Empreendedorismo - DINE (ao lado do
Departamento de Educacgdo Fisica) cujo endereco é Universidade Federal de Pernambuco, Av. Prof. Moraes
Rego S/N - Cidade Universitaria, CEP: 50.670-901 Recife — PE, por um periodo minimo de 5 anos.

Em caso de dividas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, o(a) senhor(a) podera consultar o
Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no endereco: (Avenida da Engenharia
s/n — 1° Andar, sala 4 - Cidade Universitaria, Recife-PE, CEP: 50740-600, Tel.: (81) 2126.8588 — e-mail:
cephumanos.ufpe@ufpe.br).

(assinatura do pesquisador)

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO(A)

Eu, , CPF

abaixo assinado, apds a leitura (ou a escuta da leitura) deste documento edetertidoa oportunidade de conversar
e ter esclarecido as minhas dividas com o pesquisador responsavel, concordo em participar do estudo
"BARCODE DA NEOPLASIA PULMONAR EM PERNAMBUCO: IDENTIFICA(;AO DE
BIOMARCADORES CLINICOS E GEORREFERENCIAMENTO DOS PACIENTES COMO
ESTRATEGIA PARA VIABILIZAR O DIAGNOSTICO PRECOCE E REDUCAO DE

CUSTOS PARA O SUS"™ como voluntéario(a). Fui devidamente informado(a) e esclarecido(a) pelo(a)
pesquisador(a) sobre a pesquisa, 0s procedimentos nela envolvidos, assim como os possiveis riscos e beneficios
decorrentes de minha participacdo. Foi-me garantido que posso retirar 0 meu consentimento a qualquer
momento, sem que isto leve a qualquer penalidade (ou interrupcdo de meu acompanhamento/
assisténcia/tratamento).

Local e data

Assinatura do participante:
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Presenciamos a solicitagdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e o aceite do voluntario

em participar. (02 testemunhas ndo ligadas a equipe de pesquisadores):

Nome:

Nome:

Assinatura:

Assinatura:




