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"l don't want to die until | see cancer cured."

(James D. Watson)



RESUMO

O cancer de mama € uma neoplasia heterogénea com grande importancia
epidemioldgica devido a alta incidéncia e mortalidade. E representada por diversos
subtipos e complexidade, o que impacta na resposta as terapias, no desenvolvimento
de metastases e no prognodstico. Este cenario é consequéncia, principalmente da
desinformacéo, das dificuldades de acesso as formas atuais de diagndsticos e pelo
conhecimento insipido sobre biomarcadores moleculares menos invasivos, de forma
a resultar em diagnosticos tardios. Dada tal heterogeneidade, este estudo teve como
objetivo caracterizar os subtipos de cancer de mama em nivel molecular, com foco no
subtipo triplo negativo, um subtipo agressivo. O cancer de mama triplo negativo
caracteriza-se pela elevada malignidade, rapida progresséo, alta recorréncia, invaséo
agressiva e metastases, além de apresentar progndstico ruim, alta taxa de
mortalidade e resisténcia as terapias enddcrina e direcionada convencionais. Nesse
contexto, os miRNAs representam-se como uma alternativa promissora, consistem
em uma classe de moléculas de RNA ndo-codificantes e biologicamente ativas
responsaveis pela regulagcédo da expressao pds-transcricional de genes envolvidos na
maquinaria do ciclo celular que participam de diversos processos fisiolégicos e
patoldgicos, além de mecanismos compensatoérios. Este trabalho buscou, por meio de
uma revisdo narrativa da literatura abordar: ) o processo de sintese e mecanismo de
acao dos miRNAs, com foco no miRNA-144-3p e a respectiva relagdo com o cancer
de mama triplo negativo; Il) investigar a relagdo entre 0 miRNA-144-3p e o cancer de
mama triplo negativo e; Ill) avaliar a aplicabilidade miRNA como biomarcador e
possivel alvo terapéutico. Embora exista certa escassez de literatura sobre o tema, os
trabalhos abordados durante a pesquisa relataram resultados promissores. Os
resultados observados indicam que o miRNA-144-3p tem funcéo de supressor tumoral
no tecido mamario e que suprime diversas vias relacionadas ao desenvolvimento de
cancer de mama triplo negativo. Foi possivel concluir que a baixa expressao do
miRNA-144-3p no tecido tumoral mamario esta relacionada ao desenvolvimento de
um subtipo de cancer menos diferenciado e mais agressivo. Concluindo, embora
tenha-se encontrado resultados promissores, para a aplicabilidade do miRNA-144-3p
como biomarcador e possivel alvo terapéutico, ainda sdo necessarios estudos
adicionais sobre o tema devido a consideravel inconsisténcia e irreprodutibilidade
observados, que podem ser atribuidos ao uso de diferentes plataformas de medicao,
a estratégia de normalizacdo empregada e a outros fatores pré-analiticos como raca,
idade, sexo dos pacientes, tipo de amostra, manuseio e método de processamento.

Palavras-chave: Cancer de mama; Cancer de mama triplo negativo; microRNAs,
mMiRNA-144-3p.



ABSTRACT

Breast cancer is a heterogeneous neoplasm with significant epidemiological
importance due to its high incidence and mortality. It is represented by diverse
subtypes and complexity within tumors, which impacts treatment response,
metastasis, and prognosis. This scenario is primarily caused by misinformation,
difficulties accessing current diagnostic methods, and a lack of knowledge about less
invasive molecular biomarkers, resulting in late diagnosis. Given this heterogeneity,
this study aimed to characterize breast cancer subtypes at a molecular level, focusing
on the triple-negative subtype, an aggressive form characterized by high malignancy,
rapid progression, high recurrence rates, aggressive invasion, and metastasis. It also
presents a poor prognosis, high mortality rate, and resistance to conventional
endocrine and targeted therapies due to the lack of specific therapeutic targets. In this
context, miRNAs represent a promising alternative. They are non-coding, biologically
active RNA molecules responsible for the post-transcriptional regulation of genes
involved in the cell cycle, participate in various physiological and pathological
processes, and compensatory mechanisms. Through a narrative literature review, this
work addressed the process of: I) miRNA synthesis and mechanism of action, focusing
on miRNA-144-3p and its relationship with breast cancer, specifically the triple-
negative subtype; Il) It aimed to investigate the relationship between miRNA-144-3p
and triple-negative breast cancer and; lll) evaluate its applicability as a biomarker and
potential therapeutic target. Although there is a certain scarcity of literature on the topic,
the studies reviewed during the research demonstrated promising results. The
observed results indicate that miRNA-144-3p has a tumor suppressive function in
breast tissue and suppresses various pathways related to the development of triple-
negative breast cancer. It was concluded that the low expression of miRNA-144-3p in
breast cancer tissue is associated with the development of a less differentiated and
more aggressive breast cancer subtype. However, despite promising results, further
studies are needed for its applicability as a biomarker and potential therapeutic target
due to considerable inconsistency and irreproducibility observed, which can be
attributed to the use of different measurement platforms, the normalization strategy
employed, and other pre-analytical factors such as race, age, sex, sample type,
handling, and processing method.

Keywords: Breast cancer; Triple-negative breast cancer; microRNAs; miRNA-144-3p.
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1INTRODUGAO

Alguns dos primeiros registros historicos sobre o cancer remontam a 3000
a.C., encontrados no Papiro de Edwin Smith, que descrevia o cancer de mama
(SENGA; GROSE, 2023). Ao longo da histdria, a busca por decifrar a origem e o
mecanismo de transformacao de uma célula normal em maligna deu origem a varias
teorias. No século XVI, ao demonstrar que depdsitos de sais de arsénico e enxofre no
sangue de trabalhadores de minas estavam associados ao cancer, Paracelso foi o
primeiro a identificar uma correlagédo entre o cancer e o ambiente, e abriu caminho
para estudos posteriores de outros cientistas (SENGA; GROSE, 2023).

Em meados do século XX, James Watson e Francis Crick fizeram a sua
famosa descoberta da estrutura de dupla hélice do DNA, o material basico dos genes.
Foi descoberto que o DNA era a base do cddigo genético e a partir disso, os cientistas
foram capazes de entender como os genes funcionam e como eles poderiam ser
danificados por mutagdes, o que ajudou a entender os mecanismos da carcinogénese
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2014).

A partir das descobertas de que o cancer podia ser causado por fatores
endbégenos e exodgenos, e a medida que a compreensdao do DNA e dos genes
desenvolveu, descobriu-se que era o dano ao DNA que frequentemente levava ao
desenvolvimento de cancer. Tornou-se possivel identificar o local exato do dano em
um gene especifico (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2014). A partir do dano ao DNA
que gera uma mutacgéo, as células que crescem a partir das células mutantes levam
a formacgéao de grupos de células clones anormais. Com o tempo, os clones mutantes
evoluem para clones malignos, e o tumor progride com adicionais danos genéticos e
mutagdes. A grande diferenga entre os tecidos sadios e os tumorais é que células
sadias com DNA danificado morrem, enquanto células tumorais com DNA danificado
nao morrem (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2014).

Atualmente, entende-se o cadncer como um termo utilizado para designar um
grupo de doencgas caracterizadas pelo crescimento desordenado de células e pela
capacidade de invadir tecidos vizinhos e espalhar-se para outras partes do corpo
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2024). As células tumorais entdo, subvertem os
mecanismos normais de controle do ciclo celular, que regulam a divisdo e o
crescimento, que resulta em proliferacdo de forma desordenada (MISHRA; YADAYV;,
RANI, 2016). A perda da homeostase da proliferagao celular, que da origem ao tumor,
esta associada a alteragdes genéticas em regides especificas do DNA conhecidas
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como proto-oncogenes, e genes supressores de tumor, responsaveis pela regulagéo
do ciclo celular, que quando mutados, transformam as células sadias em células
tumorais (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2024). A proliferagédo desordenada de
células alteradas, como resultado da desregulacdo de genes envolvidos na
maquinaria do ciclo celular e na apoptose, leva a formacado de tumores (MISHRA;
YADAV; RANI, 2016).

Entre os diferentes tipos de cancer, no ano de 2022, o cancer de mama foi o
tipo de cancer mais comum entre as mulheres em 157 dos 185 paises, causando
aproximadamente 670 000 mortes em todo o mundo no mesmo ano (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2024). No Brasil, é o tipo que causa mais mortes entre as
mulheres. No ano de 2021, foram registradas 18.139 mortes decorrentes do cancer
de mama (INCA, 2022). As dificuldades principais que contribuem para este cenario
negativo consistem na desinformacao, dificuldades de acesso as formas atuais de
diagnosticos e na falta de conhecimento sobre biomarcadores moleculares, cujas
obtencdes sejam menos invasivas (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2024).

O diagndstico convencional de cancer de mama é realizado através de
exames de imagem como mamografia, tomossintese, ressonancia magnética e
ultrassonografia mamaria, que avaliam o tamanho e localizagao do tumor (JAFARI et
al., 2018) (MCDONALD et al., 2016). Exames invasivos como bidpsia por aspiragao
por agulha ou cirurgica consistem na estratégia definitiva para o diagnéstico (AKRAM
et al., 2017). A partir da biopsia da amostra é possivel realizar uma série de ensaios
imuno histoquimicos para determinar a presenga de receptores de estrogénio e
progesterona, bem como do receptor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico
humano (HER2), que estao diretamente relacionados a agressividade do cancer e a
resposta ao tratamento (MCDONALD et al., 2016).

A heterogeneidade do céncer de mama proporciona uma subdivisdo
importante, de acordo com a expressao fenotipica das células malignas e
comportamento do tumor. Nesse sentido os subtipos de cancer de mama sao
classificados com base na expressao dos receptores de estrogénio, progesterona e
HERZ2, além da Ki67, uma proteina expressa em células que estdo em processo de
divisdo e indica a taxa de proliferagdo celular. A depender das caracteristicas
fenotipicas encontradas por imunohistoquimica, o cancer de mama é classificado em
quatro subtipos principais: luminal A, luminal B, HER2-positivo e triplo negativo ou
basal-like. Essa classificacdo € determinante para definir o tratamento mais adequado
para cada paciente (HARBECK; GNANT, 2017).
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Os subtipos moleculares de cancer de mama diferem nas respectivas
caracteristicas e abordagens terapéuticas. O Luminal A é marcado pela presencga de
receptores de estrogénio e progesterona, sendo HER2 negativo e com Ki-67
idealmente abaixo de 14%, apresentando um progndstico favoravel e excelente
resposta a terapia enddcrina. Ja o Luminal B também expressa receptores de
estrogénio e progesterona, mas possui um Ki-67 maior ou igual a 20% e pode ou nao
ser HER2 positivo. O subtipo HER2-positivo ndo apresenta receptores de estrogénio
nem de progesterona, mas tem HER2 super expresso. Por fim, o basal-like,
frequentemente chamado de cancer de mama triplo negativo, ndo expressa
receptores de estrogénio e progesterona ou HER2. E importante notar que cancer de
mama triplo negativo e cancer de mama basal-like sobrepdem-se significativamente,
pois cancer de mama basal-like € uma classificagdo baseada em um conjunto maior
de genes, enquanto cancer de mama triplo negativo foca apenas na auséncia dos trés
receptores especificos. O cancer de mama triplo negativo € um subtipo agressivo,
com alta chance de recorréncia e metastase, e, devido a falta de alvos terapéuticos
especificos, as op¢des de tratamento restringem-se a remogao cirurgica e
quimioterapia, ja que terapias enddcrinas ou bioldégicas se mostram ineficazes
(HARBECK; GNANT, 2017) (MCDONALD et al., 2016) (KATSURA et al., 2022).

Nesse sentido, a auséncia de biomarcadores precoces e alvos terapéuticos
especificos € uma limitacdo enfrentada no cancer de mama triplo negativo. Por estas
razoes, além do aperfeicoamento continuo dos biomarcadores ja conhecidos, a
identificacdo de novos preditores precoces € um dos principais desafios da pesquisa
nessa area (KELLER et al., 2014).

Nesse contexto, os microRNAs (miRNAs) vem sendo considerados como uma
possivel alternativa, pois consistem em uma classe de moléculas biologicamente
ativas que participam de diversos processos fisiologicos patoldgicos, além de
mecanismos compensatoérios. Dessa forma, eles podem nao apenas possibilitar a
detecgédo precoce de doencgas relacionadas a expressdo de genes, mas também
complementar os marcadores moleculares e clinicos disponiveis. Assim podem
fornecer informacgdes adicionais e auxiliar em diagnosticos diferenciais orientados por
biomarcadores, além de eventualmente serem alvos para tratamentos de cancer
(KELLER et al., 2014), pois moléculas miméticas sédo facilmente sintetizadas para
servir como o insumo farmacéutico.

Os miRNAs sédo pequenas moléculas de RNA nao codificantes com 18-25
nucleotideos em tamanho com capacidade de regular a expressao de multiplos genes
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envolvidos em processos celulares chave, como crescimento, apoptose, diferenciagcao
e metastase. Essas moléculas desempenham um papel importante na tumorigénese
ao regular a expressao de oncogenes e genes supressores de tumor em nivel pés-
transcricional, podendo atuar tanto como promotores de oncogenes quanto como
supressores tumorais (WU et al., 2024). A desregulagcado da expressao de miRNAs é
uma caracteristica comum em tumores malignos e pode contribuir para o
desenvolvimento e progressao tumoral, através de alteragdées no transcriptoma e no
proteoma de proteinas responsaveis pelas caracteristicas fundamentais do cancer
(GARZON; MARCUCCI; CROCE, 2010) (MENON et al., 2022). A desregulagao dos
miRNAs no cancer pode ser provocada por alteragdes epigenéticas, falhas na
biogénese dos miRNAs, mutagdes ou polimorfismos nos genes que os codificam,
além de anormalidades cromossémicas (MENON et al., 2022). Esses eventos podem
ocorrer de forma isolada ou simultanea, afetando diretamente a expressdo dos
miRNAs (MENON et al., 2022).

Entre os diferentes miRNAs que podem estar envolvidos com diferentes
neoplasias, o microRNA-144-3p (miRNA-144-3p) demonstra exercer efeitos
supressores de tumor e pode afetar as propriedades de diferentes linhagens celulares
malignas através de multiplos mecanismos, incluindo de cancer de mama
(KOOSHKAKI et al., 2020). Diversos estudos indicam que a expressao do miRNA-
144-3p esta frequentemente diminuida em tecidos de certos canceres de mama em
comparacao com tecidos adjacentes saudaveis (YIN et al., 2018) (PAN et al., 2016).
Essa diminuicdo na expressdo esta correlacionada com caracteristicas clinico
patolégicas mais agressivas, como grau de diferenciagdo celular, estagios clinicos
mais avancados e metastases para linfonodos (PAN et al., 2016). A baixa expressao
de miRNA-144-3p em tecido tumoral de mama também esta associada a uma menor
taxa de sobrevivéncia dos pacientes (YIN et al., 2018). Nesses estudos, o miRNA-
144-3p demonstra atuar como um supressor tumoral, inibindo a expressao de genes
como ZEB1/2, fatores transcricionais que promovem a transigdo epitelial-
mesenquimal (TEM), um processo envolvido do na invasao e metastase do cancer
(PAN et al.,, 2016), CEPS55, essencial para a citocinese, na separagao fisica do
citoplasma das células durante a fase final da mitose (YIN et al., 2018), SOX2 um fator
de transcricdo envolvido na manutengcdo da pluripoténcia das células-tronco
(GREAVES; MALEY, 2012), e regulador da via supressora tumoral Itch-p63-
Ago2/Dicer (WANG et al., 2022). Neste caso, ha indicios de que o miRNA-144-3p
atuaria como supressor de tumor, cuja baixa expressao resultaria em maior expressao
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de oncogenes, sugerindo o miRNA-144-3p como possivel alvo terapéutico do cancer
de mama.

Entretanto, ha controvérsias, estudos que fazem a dosagem de miRNA-144-3p
em sangue, soro e plasma diferem de estudos que fazem estas analises em tecidos.
Esses estudos em sangue, soro e plasma, sugerem que a expressao do miRNA-144-
3p € elevada na circulagao de pacientes com cancer de mama triplo negativo antes
da quimioterapia, mas retorna as concentracbes normais apés o tratamento,
assemelhando-se aquelas encontrados em mulheres saudaveis (FU et al., 2023).
Neste caso, a expressao miRNA-144-3p aponta para um possivel uso como
biomarcador e no monitoramento da resposta a terapia.

Essa revisao busca esclarecer a importancia do miRNA-144-3p no cancer de
mama triplo negativo, verificar as controvérsias e avaliar a aplicabilidade do miRNA
como biomarcador e possivel alvo terapéutico
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2 JUSTIFICATIVA

O céncer de mama triplo negativo apresenta elevada malignidade, rapida
progressao, alta recorréncia, invasdo agressiva e metastases. Também apresenta
prognostico ruim, alta taxa de mortalidade e resisténcia as terapias enddcrina e
direcionada convencionais por falta de alvos terapéuticos (KATSURA et al., 2022). A
expressao de miRNA no tecido tumoral ou no sangue de pacientes com céancer de
mama triplo negativo difere significativamente da de pessoas saudaveis, sugerindo
que os miRNAs podem estar intimamente relacionados a formagéo e progresséo do
cancer de mama triplo negativo (FU et al., 2023). Nesse sentido, 0 miRNA-144-3p tem
demonstrado estar significativamente desregulado no subtipo agressivo cancer de
mama triplo negativo. Esta descoberta sugere que o miRNA-144-3p pode ser um
potencial biomarcador para a detecgdo do cancer de mama triplo negativo. Embora o
mecanismo nao esteja completamente elucidado, ha indicios de correlagao dos niveis
de expressao do miRNA-144-3p nos tecidos tumorais de mama no sangue periférico
e o grau de malignidade do tipo de cancer (KAHRAMAN et al., 2018).
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3 0OBJETIVOS

3.1  OBJETIVO GERAL

Investigar a funcdo do miRNA-144-3p no cancer de mama e avaliar a
respectiva aplicabilidade como biomarcador e alvo terapéutico para o subtipo triplo

negativo

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Considerando o desenvolvimento do trabalho e o objetivo geral apresentado,
destacam-se os seguintes objetivos especificos:

e Caracterizar os miRNAs, abordando o processo de sintese e interacao
do miRNA-144-3p na regulagdo da expressdo génica pos-
transcricional;

e Caracterizar os subtipos de cancer de mama, com foco no cancer de
mama triplo negativo, e descrever a sua correlagdo com a expressao
do miRNA-144-3p;

e Avaliar a aplicabilidade do miRNA-144-3p como biomarcador e
possivel alvo terapéutico;

e Esclarecer a importancia do miRNA-144-3p no cancer de mama triplo

negativo e verificar as controvérsias do tema.
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4METODOLOGIA

O presente trabalho trata-se de uma revisdo narrativa da literatura sobre o
miRNA 144-3p no cancer de mama triplo negativo, em que foram selecionados artigos
que contém as palavras-chave: “ER-Negative PR-Negative HERZ2-Negative Breast
Cancer’, "ER Negative PR Negative HER2 Negative Breast Cancer’, “ER-Negative
PR-Negative HERZ2-Negative Breast Neoplasms”, “Negative PR Negative HERZ2
Negative Breast Neoplasms”, “Triple Negative Breast Cancer’, “Triple-Negative Breast

M« ” “*

Cancer’, “Breast Cancers Triple-Negative”,“Breast Cancer Triple-Negative”, “Triple-
Negative Breast Cancers”, “Triple-Negative Breast Neoplasm”, “Breast Neoplasms
Triple-Negative”, “Breast Neoplasm Triple-Negative”, “Triple Negative Breast
Neoplasm”,  “Triple-Negative  Breast Neoplasms”, “hsa-mir-144” “miR-144",
“‘microRNA-144" e que tratam da relagdo entre o microRNA e o subtipo cancer de
mama triplo negativo. Foram selecionados artigos a partir de ano de 2004 até o ano
presente, com preferéncia por data de publicagao e relevancia. Para a busca de
artigos foram utilizadas as bases de dados PubMed/MEDLINE e Google Scholar. As
palavras-chave foram organizadas por meio dos operadores booleanos “AND” e “OR”
para otimizar a busca dos artigos. Para introdugéo e contextualizagéo do tema foram

utilizados artigos com relevancia académica que tratam da carcinogénese.
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5REVISAO NARRATIVA

5.1  CANCER CONCEITOS GERAIS

5.1.1 Origem do cancer

Atualmente, entende-se o cancer como termo para designar um grupo de
doencgas caracterizadas pelo crescimento desordenado de células malignas que
ultrapassam seus limites habituais, invadem tecidos adjacentes e podem espalhar-se
para outras partes do corpo através de um processo chamado de metastase, que é
uma das principais causas de mortes por cancer. Neoplasia e tumor maligno séo
outros nomes comuns para o cancer (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2025). O
cancer € uma doenga causada pelo acumulo de alteragdes genéticas e epigenéticas
que transformam células normais em células malignas. As células malignas subvertem
vias moleculares e mecanismos de controle do ciclo celular incluindo autorrenovacao,
diferenciacdo de células-tronco, regulagdo da divisdo e proliferacdo existentes, e
contornam os mecanismos de protecdo que previnem a formacdo de tumores de
maneira a gerar proliferagcao celular excessiva desordenada e o desenvolvimento de
tumores (MISHRA; YADAV; RANI, 2016) (SENGA; GROSE, 2023) (ZHANG et al.,
2024). A células malignas, no microambiente tumoral, podem promover também a
desdiferenciacgao celular e induzir a formagao de células-tronco tumorais, aumentando
o risco de reincidéncia dos tumores ou até de desenvolver um tumor diferente do
primario (BROOKS; BURNESS; WICHA, 2015; HUMPHRIES; WANG; YANG, 2021).

Figura 1 - Tumorigénese
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Em tecidos saudaveis, mutacbes somaticas surgem esporadicamente e podem ser eliminadas
por mecanismos de reparo do DNA. Os clones mutantes podem ainda manter-se em estase até serem
expostos a um estimulo adicional. A partir desse estagio, a proliferagao torna-se descontrolada, e a
transformagéo maligna € iniciada, progredindo de lesdes pré-malignas para tumores. Durante esse
processo, as células transformadas acumulam gradualmente mutagcbes genéticas adicionais e
alteracdes epigenéticas, exibindo caracteristicas gradualmente mais malignas, como evasdo imune,
ruptura estrutural e invasdo. Além disso, 0 microambiente dessas células também evolui de supressor

de tumor para um ambiente de suporte a malignidade. Fonte: Adaptado de ZHANG et al., 2024

A transformacao das células normais em células malignas esta associada a
instabilidade gendmica e alteragdes genéticas e epigenéticas em regides do DNA
conhecidas como proto-oncogenes, e genes supressores de tumor, reguladores de
processos bioldgicos relacionados ao ciclo celular (WANG et al., 2019) (ZHANG et al.,
2024).

Proto-oncogenes estéo relacionados a fatores de crescimento, transmissores
de sinais celulares, fatores de transcricdo nuclear e diferenciacdo de células-tronco.
Dependendo das necessidades metabdlicas da célula um proto-oncogene pode ser
expresso em niveis bastante baixos, no entanto, em determinados momentos, quando
ativa, a expressado do gene pode ser fortemente induzida. Em uma célula normal
saudavel, a expressdo do proto-oncogene € controlada por seu promotor
transcricional (MISHRA; YADAV; RANI, 2016) (KONTOMANOLIS et al., 2020)
(ZHANG et al., 2024).

Alteragbes genéticas nessas regides do DNA, como: 1) translocacéo
cromossOmica de um proto-oncogene de uma regido do DNA onde nao pode ser
transcrita para uma regido onde pode ser transcrito; Il) amplificagdo génica, quando
ha incorporagédo de multiplas cépias de um oncogene no genoma; lll) incorporagéo de
um gene promotor de transcrigao proximo ao proto-oncogene, resultando em aumento
da expressdo e mutagdes pontuais em bases de DNA por outra que resultem na
substituicdo de um aminoacido e; IV) alteragcdo na proteina codificada em
oncoproteina que afetam o respectivo nivel de expressdo ou a conformacdo da
estrutura da proteina codificada; podem surgir em células malignas como oncogenes
ativados (KONTOMANOLIS et al., 2020)(ZHANG et al., 2024).

Além dos oncogenes, existem também os genes supressores de tumor, que
impedem a célula de tornar-se maligna. Genes supressores de tumor estédo
relacionados com a manutencao da integridade do DNA, inibicdo de divisao celular,

inducado de apoptose e supressao de metastases (WANG et al., 2019). Silenciamento
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epigenético, degradagao proteossdmica por ubiquitinagéo, localizagao celular anormal
e regulagao transcricional estdo envolvidas na inativagao dos genes supressores de
tumor (KONTOMANOLIS et al., 2020) (WANG et al., 2019) (ZHANG et al., 2024).

N&o ha um consenso se as células malignas, com seus genomas alterados,
evoluem gradualmente através de uma sequéncia de alteracbes genéticas e
expansodes clonais que geram lesdes ao DNA que se acumulam ao longo do tempo
em um clone que finalmente aparece em uma expansao clonal; ou se apresentam
poucas e grandes mudangas pontuais, provocadas por um evento agudo ou um unico
e evento mitético catastrofico que gera grandes danos ao genoma (GREAVES;
MALEY, 2012).

Entende-se que a frequéncia de lesdes clonais pré-malignas ou no estagio
carcinoma in situ excede substancialmente as taxas clinicas de cancer, sendo que
neste estagio de desenvolvimento tumoral as células clonais tém longos periodos de
dorméncia e estase. No entanto, a evolugdo do clone maligno provavelmente
ultrapassa um ponto sem retorno, possivelmente no estagio de crescimento
metastatico. Se a capacidade proliferativa ilimitada € garantida pela estabilizacdo do
telébmero, entdo a expansao clonal é interrompida apenas quando o tamanho ameaca
a vida do paciente (GREAVES; MALEY, 2012) (ZHANG et al., 2024).

A evolugdo somatica tumoral depende da taxa de mutacdo e da expanséao
clonal. A taxa de mutagéao varia substancialmente entre diferentes regides do genoma
e entre diferentes tipos de alteragbes genéticas, como mudancgas de sequéncia de
uma unica base, rearranjos cromossémicos e fusdes de genes. Além disso, as taxas
de mutagdo aumentardo com a indugao da instabilidade genética. A taxa de mudanca
epigenética tem sido estimada como ordem de magnitude maior do que a da mudancga
genética, e pode ser um determinante importante da evolugdo clonal. A selegéo
natural também pode afetar a variagdo epigenética dentro das neoplasias, pois tais
mudangas sado herdadas na divisdo celular e podem afetar os fendtipos celulares
(GREAVES; MALEY, 2012) (ZHANG et al., 2024).

Resultados de multiplas transformagbes em células malignas sugerem que
agrupamentos celulares com informag¢des genéticas iniciais ndo sédo levados ao
desaparecimento por expansdes clonais subsequentes e podem continuar a existir.
Esta é uma das caracteristicas das neoplasias que garante heterogeneidade celular
durante a carcinogénese e evolugdo somatica tumoral e baseia-se no modelo de
evolucao clonal (GREAVES; MALEY, 2012). Este modelo foca na mutacgéo aleatéria
e na selegao clonal para gerar essa heterogeneidade celular. Com a anadlise das
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mutagdes dos genomas de tumores solidos, incluindo o cancer de mama, foi possivel
observar a existéncia de diversos subclones. As células que pertencem aos subclones
podem interagir através de interagdes paracrinas pela secregdo de exossomas. Além
disso, varios estudos demonstraram a existéncia de subclones geneticamente
semelhantes e geneticamente diversos em tumores primarios e metastases em um
mesmo paciente, o que reforga a ideia dos modelos de evolugéo clonal (BROOKS;
BURNESS; WICHA, 2015).

Outro modelo aceito que busca explicar a heterogeneidade celular durante a
evolugao tumoral € o modelo de células-tronco de cancer. Este modelo baseia-se em
uma organizagao celular hierarquica, em que, no topo dessa hierarquia, estao células
que exibem propriedades de células-tronco (BROOKS; BURNESS; WICHA, 2015).
Em condicdes fisioldgicas normais, as células-tronco estdo envolvidas na manutencao
da homeostase dos tecidos e no reparo apos lesdes. As células-tronco representam
uma pequena parte da populacao celular de cada tecido, com capacidade ilimitada de
autorrenovacgao, bem como pela habilidade de proliferar e gerar todas as células mais
diferenciadas que os compdem. Além disso, fatores de crescimento ou citocinas sao
necessarios para manter sua populagao, pois as células tronco ndo sobrevivem fora
do microambiente adequado (HUMPHRIES; WANG; YANG, 2021). No entanto, ao
contrario do papel fisiolégico das células-tronco, quando as células sofrem
transformacao maligna, também podem adquirir essas propriedades e as utilizam para
sustentar a iniciagdo, manutengido, progressao e recorréncia do cancer. Essas
caracteristicas semelhantes a células-tronco nao incluem apenas a autorrenovagao
ilimitada e a capacidade de dar origem a uma populagdo heterogénea de células
similares ao tumor primario com alta plasticidade. As células-tronco tumorais também
sdo mais resistentes a reducdo ambiental de nutrientes, hipoxia e a propria terapia
contra o cancer. Como uma das caracteristicas funcionais que definem uma célula-
tronco tumoral é a capacidade de formar um tumor, as células-tronco tumorais também
s&o conhecidas como células iniciadoras de tumor (HUMPHRIES; WANG; YANG,
2021). A organizacao tumoral hierarquica foi demonstrada em tumores sélidos como
o0 da mama, e a maioria das evidéncias sugere que a grande parte dos tumores
hematoldgicos e sdélidos contém células que exibem propriedades de células-tronco
(BROOKS; BURNESS; WICHA, 2015).

Embora haja mais de uma forma de explicar esta heterogeneidade celular dos
tumores, os modelos de evolugcdo clonal e de células-tronco ndo excluem-se
mutuamente. As células-tronco tumorais podem servir como a unidade de seleg¢ao na
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evolugdo genética dos tumores, ao mesmo tempo em que sao geneticamente
instaveis, gerando multiplos clones consistindo em células-tronco tumorais
geneticamente alteradas com progénie diferenciada. Além disso, as células malignas
podem exibir grande plasticidade fenotipica, e ha evidéncias de que células tumorais
mais diferenciadas podem adquirir propriedades de células-tronco através de um
processo de desdiferenciagdo e manutengdo da pluripotencialidade (BROOKS;
BURNESS; WICHA, 2015).

As principais propriedades das células malignas, também conhecidas como
caracteristicas fundamentais do cancer, que permitem a formacao de tumores sao
descritas por Hanahan e Weinberg em seus trabalhos denominados “Hallmarks of
cancer’. Nesses trabalhos os pesquisadores sugerem um conjunto de caracteristicas
que as células malignas adquirem, que as diferencia de uma célula saudavel, tais
como, “sustentacdo da sinalizagdo proliferativa”, “evasdao de supressores de
crescimento”, “resisténcia a morte celular”, “capacitacdo da imortalidade replicativa”,
‘inducdo de angiogénese”, “ativacdo da invasdo e metastase”, “desregulacéo do
metabolismo energético”, “evasao da destruicdo imune”, “instabilidade gendémica e
mutacao” e “inflamacao promotora de tumor”. (SENGA; GROSE, 2023) (HANAHAN;

WEINBERG, 2011).
5.1.2 Microambiente tumoral

O desenvolvimento do cancer esta fortemente associado ao estado fisiologico
do microambiente tumoral, composto por matriz extracelular, células estromais e
células imunoldgicas. O microambiente tumoral é parte indispensavel na biologia do
tumor e esta envolvido na tumorigénese, progressdo e resposta ao tratamento. A
medida que as células malignas se proliferam, o tumor aumenta de tamanho com uma
remodelagao associada do microambiente tumoral. Isso é induzido por hipdxia,
estresse oxidativo e acidose, devido a alteragcdes do metabolismo das células
malignas, resultando em displasia, que € o aparecimento de uma populacao
heterogénea de células tumorais com diferentes caracteristicas genéticas e
fenotipicas. Esses eventos sdo coordenados por comunicagbes autocrinas e
paracrinas entre as células do microambiente tumoral e induzem a sua maturacéo e a
progressao do tumor, resultando em aumento da rigidez da matriz extracelular,
angiogénese, aparecimento de regides necroéticas e metastase (ROMA-RODRIGUES
et al., 2019).
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5.1.3 Exossomas

A comunicacgao intercelular € um dos aspectos centrais da progressao do
cancer e da modelagdo do microambiente tumoral. Nesse sentido, os exossomas
representam um modo de comunicagdo intercelular e contribuem para uma ampla
gama de processos biolégicos na saude e na doenga, incluindo o cancer. Exossomas
associados ao cancer sao vesiculas extracelulares produzidas e secretadas por
células malignas, células-tronco tumorais e células associadas ao microambiente
tumoral na comunicacao paracrina. A fungao biolégica dos exossomas depende do
respectivo conteudo. Algumas moléculas presentes nesses conteudos atuam como
mediadores da transducdo de sinal entre as células malignas, ou entre as células
associadas ao microambiente tumoral, e contribuem para o desenvolvimento do
tumor, invasdo, metastase e resisténcia aos farmacos (DAl et al., 2020).

Os exossomas sdo compostos majoritariamente por uma parte lipidica e uma
parte proteica. Nesse sentido, sdo compostos por lipidios que podem ser encontrados
em membranas plasmaticas como esfingolipidios, colesterol, fosfatidilserina, acidos
graxos saturados e ceramidas. Ja o proteoma inclui proteinas relacionadas ao trafego
de membrana, como as tetraspaninas (CD63, CD81, CD82 e CD9), proteinas de
choque térmico (Hsp60, Hsp70 e Hsp90), integrinas e proteinas do complexo de
principal de histocompatibilidade classe Il. Entretanto, os exossomos nao representam
simplesmente a composicdo proteica das células parentais. Certas proteinas sao
enriquecidas nos exossomos por selecdo seletiva da carga proteica controlada por
modificagdes pos-traducionais. Uma delas é a ubiquitinacdo das proteinas da carga
(ISAAC et al., 2021).

Além de proteinas e lipideos, diferentes tipos de RNA podem estar presentes
em exossomas, incluindo mMRNA e RNAs ndo codificantes. Nesse sentido, tanto
miRNAs quanto pré-miRNAs podem ser empacotados em exossomas para entregar
informagdes. O mecanismo exato para o empacotamento de miRNAs em exossomas
ainda nao esta claro, mas as diferengas no conteudo de miRNA entre exossomas e
respectivas células parentais sugerem um carregamento seletivo de miRNAs (ISAAC
etal., 2021). As proteinas dos exossomos sao responsaveis pelo controle do conteudo
das vesiculas, sendo que para manter a oncogénese e metastases, as células-tronco

tumorais tendem a sequestrar preferencialmente miRNAs supressores de tumor por
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vesiculas e secreta-los como miRNAs exossémicos. Assim, ndo apenas inibem o
crescimento de células no ambiente circundante, mas também atingem células mais
distantes. Os perfis de miRNA dos exossomos fornecer indicios de grupos de células-
alvo e possiveis fungdes. (YU; ODENTHAL,; FRIES, 2016). Por exemplo, o miRNA-
144-3p tem sido estudado como um supressor tumoral em cancer de mama, e de fato,
o0 aumento da expresséo deste miRNA em células estromais relacionada a respectiva
liberagado exossdmica tem sido relatada (YU; ODENTHAL; FRIES, 2016). Isso significa
uma possivel ligacao entre a perda de miRNA supressor tumoral no cancer e a
secregao de exossomos (YU; ODENTHAL; FRIES, 2016).

Além de carregar miRNAs supressores de tumor, a fungdo dos exossomos
também esta envolvida na transmissao intercelular de miRNAs com ag¢ao oncogénica.
Pode-se mencionar como exemplo que em células cancerigenas, a expressao de
mMiRNAs oncogénicos é regulada positivamente, sendo posteriormente secretados via
exossomos, promovendo a progressdao tumoral e as metastases. No entanto, &
geralmente reconhecido que os exossomos nao incluem apenas um tipo de miRNA,;
pelo contrario, um amplo espectro de miRNAs € simultaneamente transportado via
exossomos (YU; ODENTHAL; FRIES, 2016).

Particularmente quanto ao miR-144-3-p, tem sido relatado estar associado a
exossomos CD63. Esses achados reforcam a ideia de que os miRNAs séao
seletivamente empacotados em exossomos e estabelecem o miRNA-144-3p como
miRNA exossémico especifico (SHURTLEFF et al., 2016).

Em resumo, sequéncias especificas presentes nos miRNAs podem guiar a
incorporacao em exossomos, enquanto outras proteinas podem controlar a selecéo
de miRNAs exossémicos de forma independente da sequéncia (SHURTLEFF et al.,
2016). Alguns deles podem atuar como biomarcadores, para estudar possiveis
mecanismos de detecgao precoce do cancer ou diagndstico precoce, para prognostico

e para avaliagao da eficacia terapéutica (DAI et al., 2020).

52 CANCER DE MAMA

5.2.1 Aspectos gerais

Os tumores de mama originam-se nos ductos mamarios e/ou nos Iébulos

produtores de leite da mama, sendo caracterizados pelo crescimento desordenado de

células mamarias. A forma inicial “in situ” ndo apresenta risco de vida e o cancer pode
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ser detectado logo no inicio. Entretanto, a forma “invasiva” pode formar tumores,
causar nodulos, inchago mamario ou alteragdes no formato e tamanho da mama, além
de espalhar-se para o tecido mamario adjacente, linfonodos préximos ou para outros
orgaos através de metastases e ser potencialmente fatal (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2024).

Na carcinogénese mamaria ha uma série de eventos genéticos e ambientais
que direcionam a transformacgéo de células normais em células malignas, passando
pelos estagios de hiperplasia, alteracao pré-maligna e carcinoma in situ (XIONG et al.,
2025). Mutacbes germinativas, seguidas por mutagbes somaticas subsequentes
causadas por diversos fatores ambientais ou pela exposicdo a altos niveis de
estrogénio, levam ao acumulo de alteracbes genémicas (XIONG et al., 2025). Quando
essas alteracbes gendmicas ocorrem em proto-oncogenes, e as subvertem em
oncogenes, ou quando ocorrem em genes supressores de tumor, ha uma
desregulagao dos genes envolvidos na maquinaria de ciclo celular, reparo de DNA e
na apoptose, o que pode resultar em expansao clonal, proliferacdo desordenada e
acumulo de células clonais alteradas que leva a hiperplasia ductal, inicialmente sem
atipia (XIONG et al., 2025) (MISHRA; YADAV; RANI, 2016). A expansao das células
clonais mutadas ocorre através da estimulacao da proliferacdo celular por fatores de
crescimento autocrinos ou pela ativacdo de células inflamatdrias e do estroma do
microambiente tumoral para produzir esses fatores, evoluindo também mecanismos
de evasdao do sistema imunolégico (XIONG et al.,, 2025). Essas alteragoes
cumulativas, provenientes tanto de instabilidades genbémicas quanto de fatores
externos resultam em lesdes ao DNA, que gradualmente, aumentam e acumulam-se
a ponto de ultrapassar a capacidade de autorreparo, contribuindo para o surgimento
do carcinoma in situ, em que as células malignas permanecem confinadas dentro dos
ductos e ainda nao invadiram os tecidos adjacentes (XIONG et al., 2025) (GARZON;
MARCUCCI; CROCE, 2010).
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Figura 2 — Crescimento e progresséo cancer de mama
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A progressao do tumor de mama, de in situ para invasivo é caracterizada pela
aquisigao de propriedades invasivas e metastaticas, semelhantes a células-tronco,
facilitada por alteragdes genéticas e interagdes com o microambiente tumoral. A fase

invasiva é frequentemente marcada por aumento da agressividade e maior risco de
disseminacgao a distancia, ressaltando a importancia da deteccédo e de tratamentos
precoces (XIONG et al.,, 2025). Isso também sugere que a identificacdo de
mecanismos que controlam a capacidade das células de adquirirem fendtipo de
células-tronco no cancer pode elucidar novas alternativas para o tratamento do cancer
de mama. As vias de sinalizagdo molecular que governam a homeostase normal das
células-tronco sao rigidamente reguladas. Portanto, espera-se que muitas dessas vias
reprimidas nas células-tronco tumorais

estejam anormalmente ativadas ou
(HUMPHRIES; WANG; YANG, 2021).
Existem muitos fatores que influenciam a tumorigénese do cancer de mama
nas mulheres, sendo que algumas evidéncias apontam a complexa interagao entre
fatores genéticos, ambientais e de estilo de vida como contribuintes para esse

processo. Entre esses fatores, destacam-se a idade acima de 40 anos, obesidade,
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consumo nocivo de alcool, histérico familiar de cancer de mama, historico de
exposic¢ao a radiacao, historico reprodutivo, uso de tabaco e terapia hormonal pés-
menopausa (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2024) (XIONG et al.,, 2025).
Destacam-se, ainda, fatores genéticos que aumentam consideravelmente o risco de
desenvolvimento de cancer de mama, além de estarem relacionados com pior
prognostico, tais como mutagdes nos genes BRCA1, BRCA2, CHEK2, PALB2 e TP53,
que apresentam atividades bioldgicas comparaveis, como reparo de danos no DNA,
e genes tipicos envolvidos na sintese de estrogénio, como CYP17, CYP19, GSTM1 e
NQO2. Embora ndo tenha valor de diagndstico na pratica clinica rotineira e
individualmente a alteragao genética nesses genes seja de baixa relevancia, o efeito
de superposicdo ou sinergia de multiplas alteracbes pode apresentar grande
relevancia clinica na escolha do tratamento (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2024) (KATSURA et al., 2022) (XIONG et al., 2025).

5.2.2 Diagnéstico cancer de mama

O diagndstico de pacientes com cancer de mama em estagios iniciais € um
dos aspectos importantes no manejo da doencga, e envolve a avaliagio bilateral das
mamas, térax, axilas e linfonodos regionais, além de sintomas caracteristicos
(KATSURA et al., 2022). Sinais e sintomas irdo depender do estagio de avango da
doenga, mas geralmente incluem, aparecimento de ndédulo mamario com
caracteristicas endurecidas, imoveis, irregulares ou fixas, inchago mamario ou
alteragdes no formato e tamanho da mama; alteracbes na pele, incluindo eritema,
enrugamento, vermelhidao, “aspecto de casca de laranja”, mudanga na aparéncia do
mamilo ou aréola, e secregdo anormal ou com sangue (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2024) (KATSURA et al., 2022).

A investigacao inicial da-se por observagdo desses sinais e sintomas e
palpacdo das mamas, permitindo detectar diferengas na densidade e na textura do
tecido mamario, e palpacdo bilateral dos linfonodos axilares e supraclaviculares.
Entretanto, a maioria das pessoas ndo apresentara sintomas nos estagios iniciais da
doenca, razao para a realizacdo de exames de imagem periodicos, como
ultrassonografia, mamografia, tomossintese, ressonancia magnética e tomografia é
importante, pois possibilita detectar alteracbes no tecido da mama antes que se
tornem palpaveis, aumentando as chances de tratamento bem-sucedido (KATSURA
et al., 2022) (MCDONALD et al., 2016).
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A mamografia € considerada a técnica padrdo-ouro para a deteccdo de
pacientes com cancer de mama, sendo associada a diversos beneficios, como alta
sensibilidade e especificidade, baixo custo e boa tolerancia, utiliza raios-X para
identificacado das alteragdes e € recomendada anualmente para mulheres a partir dos
40 anos; ja a ultrassonografia utiliza ondas sonoras para avaliar as estruturas internas
da mama permitindo uma avaliagao direcionada, mostra o tamanho e posicdo do
tumor e indica se ele esta preenchido por liquido ou se é sélido, ambas as técnicas
sdo consideradas rotineiras (KATSURA et al.,, 2022) (AKRAM et al., 2017). A
tomossintese digital da mama utiliza tomografia computadorizada e processamento
digital para fornecer imagens tridimensionais por raio-X do tecido mamario,
complementando os achados da mamografia (KATSURA et al.,, 2022). Alguns
pacientes podem necessitar de ressonancia magnética com contraste para auxiliar
decisbes, como a possibilidade de cirurgia conservadora, determinar o tamanho do
tumor quando houver discrepancia entre modalidades de imagem ou monitorar a
resposta a quimioterapia. A ressonancia magnética fornece resultados mais precisos
e um beneficio claro para mulheres que estdo desenvolvendo um tumor na mama
devido a mutagdo genética nos genes BRCA1 e BRCA2, e que apresentam
linfadenopatia axilar (KATSURA et al., 2022) (AKRAM et al., 2017).

A melhor técnica para diagnostico de cancer de mama é a biopsia mamaria,
que ao ser realizada, simultaneamente com o exame clinico das mamas e exames de
imagem, resulta em um aumento da precisao diagndstica e diminuicao de resultados
falso-negativos (KATSURA et al.,, 2022). Existem tipos diferentes de bidpsias
mamarias, na pratica clinica, a amostra de tecido € geralmente obtida por aspiragao
por agulha fina, bidpsia por agulha grossa ou excisdo cirurgica (KATSURA et al.,
2022).

O cancer de mama é uma neoplasia altamente heterogénea e tumores em
estagios clinicos semelhantes podem apresentar desfechos clinicos diferentes.
Embora a classificacdo da doencga possa ser feita a partir de testes de perfil de
expressao génica, tais testes ndo sao acessiveis ao publico geral. Aléem disso, a
classificacado dos subtipos com base em ensaios de expressao proteica da amostra,
utilizados como biomarcadores, por meio da imuno histoquimica € a mais utilizada e
direciona as decisdes terapéuticas (HARBECK; GNANT, 2017).
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5.2.3 Classificagao imunohistoquimica dos subtipos de cancer de

mama

A analise por imunohistoquimica € realizada para avaliar a presenca ou a
auséncia da expressao dos receptores hormonais e de crescimento, que sao
conhecidos por mediar sinais de proliferacao celular, como, receptor de estrogénio,
receptor de progesterona e HER2, além da Ki67. (MCDONALD et al., 2016)
(HARBECK; GNANT, 2017) (DAI et al., 2016). Ki-67, uma proteina codificada pelo
gene marcador de proliferacao Ki-67 (MKI67), € um antigeno de membrana celular,
presente em células em ciclo celular ativo, estando relacionado a caracteristica
fundamental do cancer, a “sinalizacao proliferativa sustentada” (DAl et al., 2016). Esse
marcador € utilizado para determinar a proliferacao celular e considerado um
biomarcador progndstico no cancer de mama, embora com valor incerto no contexto
de pacientes com cancer de mama triplo negativo (HARBECK; GNANT, 2017)
(MCDONALD et al., 2016) (DAI et al., 2016) (DA SILVA et al., 2020). A partir dos
resultados da imunohistoquimica, a doenca € classificada em quatro subtipos
clinicamente relevantes: luminal A (receptor de estrogénio positivo, receptor de
progesterona positivo e HER2 negativo), luminal B (receptor de estrogénio positivo,
receptor de progesterona positivo e HER2 positivo), HER2 enriquecido (receptor de
estrogénio negativo, receptor de progesterona negativo e HER2 positivo), e cancer de
mama basal-like ou cancer de mama triplo negativo (em que os trés receptores estao
ausentes) (HARBECK; GNANT, 2017)(MCDONALD et al., 2016)(DAl et al., 2016).

Marcadores de imunohistoquimica, analisados em conjunto com variaveis
clinico-patolégicas como tamanho do tumor, Ki67, comprometimento linfonodal, tipo
histolégico e margens cirurgicas, séo utilizados para determinacdo do progndstico,
além de predicao e selecao do tratamento (HARBECK; GNANT, 2017) (DAI et al.,
2016). O subtipo Luminal A, caracterizado pela presencga de receptor de estrogénio,
receptor de progesterona, auséncia de HER2 e Ki-67 <14%, tem excelente resposta
a terapia enddcrina, que é a principal intervencéao, e prognéstico favoravel. Neste tipo
de tumor a quimioterapia é indicada apenas em casos de alto risco (HARBECK;
GNANT, 2017). O Luminal B, apresenta expressao de receptor de estrogénio, receptor
de progesterona, pode ou néo expressar HER2 e tem Ki-67 220%, tem seu tratamento
baseado em terapia enddcrina e quimioterapia, e se caso apresentar o HER2, terapia
anti-HER2 (HARBECK; GNANT, 2017). Ja o subtipo HER2-positivo difere dos dois
primeiros por nao apresentar expressao de receptor de estrogénio, receptor de
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progesterona, e o HER2 ser superexpresso, neste caso apenas terapia anti-HER2
com trastuzumabe e quimioterapia sédo indicados (MCDONALD et al., 2016). O subtipo
cancer de mama basal-like também & conhecido como cancer de mama triplo negativo
por ndo apresentar expressao de receptor de estrogénio, receptor de progesterona e
HER2. Como as terapias para a doencga incluem terapias-alvo direcionadas contra os
receptores receptor de estrogénio, receptor de progesterona e HER2, o tratamento do
triplo negativo e basal-like acaba sendo um desafio, pois este subtipo ndo expressa
tais receptores e as terapias-alvo acabam sendo ineficazes. As op¢des de tratamento

limitam-se a remogao cirurgica, quimioterapia e radioterapia (KATSURA et al., 2022).

5.2.4 Subtipos moleculares cancer de mama triplo negativo

Entre os subtipos de cancer de mama apresentados o basal-like ou triplo
negativo tem grande relevancia, dada a auséncia de terapias-alvo, seu
comportamento clinico agressivo e alta mortalidade. Embora tanto o basal-like quanto
o triplo negativo ndo apresentem os receptores receptor de estrogénio, receptor de
progesterona e HER2, nem todos o basal-like s&o triplo negativo, e nem todos os triplo
negativos sdo basal-like, esta sobreposi¢cao ocorre porque a classificagao basal-like €
baseada no conjunto de genes, e a classificagao triplo negativo se baseia apenas na
auséncia dos receptores especificos (GOLDHIRSCH et al., 2013). A identificagdo de
tumores basal-like dentro do subtipo triplo negativo € necessaria para estratégias
terapéuticas mais eficazes, uma vez que apresentam caracteristicas moleculares
distintas e respondem de maneira diferente a quimioterapia (GOLDHIRSCH et al.,
2013).

A heterogeneidade do cancer de mama triplo negativo vai além da divisdo
baseada em imunohistoquimica e biomarcadores moleculares mostram-se
necessarios para a subclassificagdo mais aprofundada do tipo de cancer de mama
triplo negativo, selecdo de terapias alvo moleculares e individualizacdo da
quimioterapia. A partir da subtipagem utilizando imunohistoquimica e testes de perfil
de expressao génica como Prediction Analysis of Microarray (PAM - 50), que analisa
a expressao de 50 genes em amostra de tecido tumoral, de mRNA, miRNA, DNA e
epigenéticas foi possivel classificar o cancer de mama triplo negativo num primeiro
momento em seis subtipos moleculares: imunomodulador (IM), mesenquimal (MES),
semelhante a célula-tronco mesenquimal (MSL), receptor androgénico luminal (RAL)
e dois subtipos basal-like (BL1 e BL2). Posteriormente, essa subclassificacdo foi
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refinada e reagrupada em quatro subtipos estaveis: basal-like imuno ativado (BLIA),
basal-like imuno suprimido (BLIS), mesenquimal (MES) e Luminal/Receptor de
Andrégeno (LRA), com base em uma analise retrospectiva de conjuntos de dados de
ensaios clinicos. (BURSTEIN et al., 2015) (LEHMANN et al., 2011) (LEHMANN et al.,
2016) (DA SILVA et al., 2020).

O subtipo basal-like apresenta expressdes genéticas envolvendo sinalizacéo
de fatores de crescimento (via EGF, via NGF, via TEM, Wnt/B-catenina e via IGF1R),
bem como glicdlise e gliconeogénese, e niveis mais elevados de expressao de TP63,
de citoqueratina 5 e 6, 14 e 17, EGFR e vimentina, (DAl et al., 2016) (USMAN et al.,
2021). O cancer de mama basal-like pode ainda apresentar repressao de vias imuno
regulatorias relacionadas a células B, T e natural killer, além de vias de citocinas,
denominado como basal-like com supressao Imunolégica (BLIS); ou mostrar ativagéo
das funcbes de células B, T e natural killer, denominado basal-like com ativagao
imunoldgica (BLIA) (DAI et al., 2016) (BURSTEIN et al., 2015). O BLIS apresenta os
piores resultados em sobrevida livre de doenca e sobrevida especifica da doenca,
além de baixa expressao de moléculas que controlam a apresentagcao de antigenos,
a diferenciagdo de células imunes e a comunicagdo de células imunes inatas e
adaptativas. Este agrupamento também expressa de forma unica multiplos fatores de
transcricdo da familia SOX (DAI et al., 2016) (BURSTEIN et al., 2015). Ja o BLIA
apresenta o melhor prognéstico, exibe a ativagdo de vias mediadas pelo fator de
transcricdo STAT e possui alta expressdo de genes STAT (DAl et al., 2016)
(BURSTEIN et al., 2015).

O subtipo triplo negativo mesenquimal (MES) é caracterizado por alta
expressao de componentes e vias envolvidas na motilidade celular, com transigcao
epitelial para mesenquimal com caracteristicas de células-tronco, também descrito
como semelhante a “células-tronco mesenquimais" ou "claudin-low" (proteinas
claudinas sao importantes para a adesao celular e a formagéao de jungdes entre células
e sao pouco expressas neste subtipo tumoral) (BURSTEIN et al., 2015), e vias de
diferenciagao celular (via Wnt, via ALK — cinase do linfoma anaplasico, e sinalizagao
TGF-B) diferenciagao celular e vias de crescimento (via ALK, sinalizacdo TGF-(3 e via
Wnt/B-catenina), fatores de crescimento importantes (IGF-1) sdo altamente expressos
neste subtipo. O subtipo MES também é singularmente enriquecido em genes
envolvidos na angiogénese, incluindo VEGFR2 (BURSTEIN et al., 2015).

E o subtipo Luminal/Receptor de Andrégeno (LRA), com alta expressao de
receptor andrégeno (RA). Embora este subtipo seja receptor de estrogénio negativo,
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expressbes genéticas sdo amplamente enriquecidas em vias reguladas
hormonalmente, como a sintese de esterdides, o metabolismo de porfirinas,
compostos organicos conhecidos pela sua capacidade de se ligar a ions metalicos e
desempenham fungbes importantes na hemoglobina, e o metabolismo de
androgenos/estrogenos (BURSTEIN et al., 2015).

5.2.5 Biomarcadores basais

Além da classificacdo pela expressdo dos receptores hormonais, um numero
crescente de marcadores imunohistoquimicos basais podem ser analisados para
identificacdo do subconjunto de cancer de mama triplo negativo, e diferenciar tumores
basais dos n&o basais, entre os quais as citoqueratinas 5/6, 14, 17, 8/18, receptor do
fator de crescimento epidérmico (EGFR), receptor andrégeno, p53 e vimentina sdo os
mais amplamente aceitos (DA SILVA et al., 2020).

Marcadores tumorais como o EGFR, uma glicoproteina transmembranar com
um dominio tirosina cinase que ativa vias de transducgdo de sinais relacionadas a
inibicio da apoptose e proliferagdo celular; as citoqueratinas proteinas do
citoesqueleto intermediario de tecidos epiteliais e mais recentemente, vimentina,
principal proteina de filamentos intermediarios das células mesenquimais e
responsavel pela regulagdo da interagdo entre proteinas do citoesqueleto (incluindo
citoqueratinas) e moléculas de adesdo celular (como a P-caderina); estéao
relacionados as caracteristicas fundamentais do céncer “invasdo e metastases” e
participam, na adeséao celular, migragao, invasao e transdugao de sinais em células
tumorais (DAl et al., 2016)(USMAN et al., 2021). Alguns estudos sugerem também
que ha correlagéo entre mutagées no gene BRCA1 e expressdo de mais de um tipo
de citoqueratina basal, e que pode ser possivel estabelecer um valor preditivo das
citoqueratinas basais para mutagcbes em BRCA1 (DAl et al., 2016).

A proteina p53, codificada pelo gene 53 da proteina do tumor (TP53), é
responsavel pela supressao do crescimento tumoral e é essencial para manter a
integridade do genoma no processo de resposta celular quando as células enfrentam
condi¢gdes de estresse, como danos ao DNA, hipdéxia e ativacdo de oncogenes.
Quando ocorre dano ao DNA, ha um aumento na transcrigdo de p53, provocando a
parada do ciclo celular e reparo do DNA ou morte celular. Danos ao gene TP53 que
diminuam a expressao da proteina ou codifiquem uma p53 andmala podem resultar
em regulagao negativa de proteinas supressoras tumorais analogas como p63 e p73,
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e comprometer a estabilidade gendémica, resultando em uma maior taxa de mutagdes
e proliferacdo descontrolada de células danificadas evitando a apoptose. A baixa
expressao de mRNA codificante da p53 foi associada a um progndstico desfavoravel
em pacientes com mutacdo no gene TP53 (DAl et al., 2016) (DA SILVA et al., 2020).
TP63, gene codificante das isoformas p63 das proteinas analogas a p53 tem sido
associado a uma fungao supressora de tumor no processo metastatico, e estao
relacionadas a caracteristica fundamental do cancer “instabilidade genémica e
mutacao” (DAl et al., 2016).

O receptor andrégeno € o receptor hormonal esterdide sexual e de
crescimento, € um potencial marcador prognéstico e alvo terapéutico no cancer de
mama, parecendo desempenhar um papel semelhante ao do HERZ2, esta relacionado
a caracteristica fundamental do cancer “sustentagdo do sinal proliferativo”. Com a
diminuicdo da resposta aos sinais proliferativos, os tumores mamarios apresentam
aumento da agressividade e redugdo no numero de terapias-alvo disponiveis (DAI et
al., 2016).

53 MICRORNAS

Biomarcadores podem ser definidos como variaveis bioldgicas quantificaveis
de forma reprodutivel, por isso, algumas moléculas quantificaveis e relacionadas a
maquinaria do ciclo celular e processos tumorais, tém sido exploradas para melhorar
a identificacdo do subtipo cancer de mama triplo negativo, orientar o tratamento e a
abordagem dos pacientes (FDA-NIH BIOMARKER WORKING GROUP, 2016) (DA
SILVA et al., 2020). Nesse sentido, pesquisadores tém utilizado ferramentas de
gendmica, bioinformatica e biologia molecular para encontrar microRNAs (miRNAs)
que fornegam informagdes diagndsticas valiosas. MiRNAs sdo pequenas moléculas
de RNAs néao codificantes com 18-25 nucleotideos de tamanho, que regulam a
expressado génica e sao evolutivamente conservados. Desde a descoberta desses
pequenos RNAs em 1993, por Victor Ambros e Gary Ruvkun, no nematéide
Caenorhabditis elegans, tem sido demonstrado que os miRNAs sdo capazes de
modular a atividade de genes regulando a expressao pos transcricional de RNAs
mensageiros envolvidos em processos celulares fundamentais, como
desenvolvimento, diferenciagdo, proliferagédo, sobrevivéncia e morte (AMBROS, 2004)
(MENON et al., 2022). Um unico miRNA tém a capacidade de regular a expressao pos
transcricional de multiplos genes (AMBROS, 2004). Entre eles, o miRNA-144-3p tem
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destacado-se. Evidéncias crescentes indicam o miRNA-144-3p na modulagdo de
processos fisiopatolégicos, como proliferagdo, apoptose, invasdo, migragédo e
angiogénese em diferentes células tumorais (ZHOU et al., 2020).

5.3.1 Biogénese dos miRNAs

O gene que codifica o miRNA ¢é inicialmente transcrito pela RNA polimerase |l
como uma longa molécula em forma de grampo, transcrito primario (pri-miRNA) no
nucleo celular. (BARTEL, 2018). Os pri-miRNAs passam por um processamento
adicional pelas ribonucleases Drosha e pelo complexo DiGeorge syndrome critical
region gene 8 (DGCR8) no nucleo, resultando em um intermediario em forma de
grampo de aproximadamente 70-100 nucleotideos, precursor de miRNA (pre-miRNA)
(GARZON; MARCUCCI; CROCE, 2010). A estrutura em grampo do pre-miRNA é
exportada para o citoplasma pela exportina-5, onde é clivada pela RNase Dicer,
formando uma fita dupla de miRNA com aproximadamente 22 nucleotideos (DIENER;
KELLER; MEESE, 2022). A enzima de ligagdo a RNA de fita dupla (TRBP) liga-se a
fita com a extremidade 5', termodinamicamente menos estavel, e carrega a fita dupla
na orientagcao correta para a proteina argonauta (AGO) (CATALANOTTO; COGONI;
ZARDO, 2016) (BARTEL, 2018). A AGO entdo desenrola a fita dupla, remove a fita
passageira e retém a molécula madura de miRNA para formar o complexo funcional
de silenciamento induzido por miRNA (miRISC), que & composto por Dicer, a
Trinucleotide repeat-containing gene 6A protein (Proteina do gene 6A contendo
repeticdo de trinucleotideos) (TNRC6A) e AGO, enquanto a outra fita € degradada
(BARTEL, 2018; LIU et al., 20182 CATALANOTTO; COGONI; ZARDO, 2016). A
proteina AGO é um componente essencial do sitio catalitico do complexo miRISC que
interage com as transcricdes de RNA alvo e desempenha um papel critico na
biogénese, maturagéo e fungdo dos miRNAs (NUSSBACHER; YEO, 2018).
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Figura 3 - (A)Biogénese e mecanismo de agado de um tipico miRNA.

(B) Fontes tipicas de miRNAs.
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A maioria dos miRNAs deriva dos introns ou éxons de transcritos primarios ndo codificadores, alguns
dos quais contém estruturas em grampo para mais de um miRNA. Além disso, muitos miRNAs também
derivam de introns de pré-miRNAs. Fonte: Adaptado de BARTEL, 2018.

5.3.2 Mecanismo de agao

O mecanismo de agao primario dos miRNAs é a regulacao pos-transcricional
da expressao génica principalmente no citoplasma, mas também apresenta fungdes
nucleares relacionadas a esta regulagéo (DIENER; KELLER; MEESE, 2022).

5.3.2.1 Mecanismo de agéo citoplasmatico

O miRNA maduro dentro do complexo RISC reconhece sequéncias

complementares, principalmente na regido 3' ndo traduzida (3' UTR) dos mRNAs alvo
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(DIENER; KELLER; MEESE, 2022). A especificidade da ligagao do miRNA ¢é definida
pela complementaridade de bases Watson-Crick entre as posicdes 2 a 8 da
extremidade 5' do miRNA (conhecida como "regido seed") e a regidao nao traduzida 3'
(3" UTR) dos mRNAs-alvo (LIU et al.,, 2018a). Quando a complementaridade é
imperfeita entre 0 miRNA e a sequéncia do mRNA-alvo, o complexo RISC pode induzir
a clivagem e subsequente degradagdo do mRNA via encaminhamento aos corpos de
processamento (BARTEL, 2018) (GARZON; MARCUCCI; CROCE, 2010). Caso
ocorra um pareamento com complementariedade alta ou perfeita entre 0 miRNA e o
MRNA, a AGO impede a ligagao do ribossomo ao mRNA, bloqueando a tradugao, em
um processo que envolve deadenilacdo e subsequente degradacdo do mRNA
(BARTEL, 2018) (GARZON; MARCUCCI; CROCE, 2010) (CATALANOTTO;
COGONI; ZARDO, 2016).
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Figura 4 - Mecanismo de acéo RISC
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Modelo para o Reconhecimento de Alvos de miRNA e Propagacao do Pareamento: O miRNA esta
firmemente ligado dentro do complexo silenciador. Além disso, interagdes com a regido semente
(vermelho) pré-organizam os nucleotideos 2—-5 para o pareamento inicial com o alvo (etapa 1). A
medida que o pareamento se propaga através da regido semente (etapa 2), a a-hélice 7 (a7), que

inicialmente imp&e uma dobra na regido semente e um bloqueio estérico a essa propagacao, se desloca
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para um local onde reforca o pareamento Watson—Crick nas posi¢cdes 6 € 7. A maioria dos sitios
candnicos depende desse pareamento com a regido semente, muitas vezes suplementado com uma
interagdo adicional entre Ago e uma Adenina na posi¢do 1 do alvo, mas com um bloqueio estérico e
conformacional (B) impedindo que o pareamento contiguo se propague além da posigao 8. Alguns sitios
possuem um segmento (verde) que pode parear com a regido 3' do miRNA, centralizando-se
otimamente nos nucleotideos 13—-16 do miRNA (laranja) para nuclear uma segunda hélice de RNA
(etapa 3). Como essa segunda hélice se forma do outro lado do bloqueio, ela pode se formar sem
impedimento estérico. Esta segunda hélice contribui para o pareamento suplementar/compensatorio
na regiao 3' observado para alguns sitios. O pareamento pode ent&o se formar entre a segunda hélice
e a hélice semente, propagando-se de qualquer uma das hélices ou de ambas simultaneamente (etapa
4). Para acomodar a tensao torsional de formar esse pareamento entre as hélices, a segunda hélice
gira em torno de seu eixo helicoidal, enquanto a hélice semente permanece fixa. A medida que a
segunda hélice comega a girar e o pareamento se propaga da segunda hélice em dire¢ao a extremidade
3' do miRNA, a extremidade 3' é puxada de seu bolso de ligagao, aliviando a tens&do para maior rotagao
da segunda hélice e propagagéo total do pareamento (etapa 4). A propagagéo do pareamento através
do bloqueio e outras mudangas conformacionais do RNA que geram uma longa hélice contigua séo
acopladas a mudangas conformacionais da proteina que ajudam a criar o sitio ativo para a clivagem do
alvo (seta). Cada etapa antes da clivagem é reversivel e, portanto, este modelo sugere uma via analoga
para a liberagdo gradual da fita passageira durante a maturagdo do complexo silenciador, na qual um
duplex de miRNA substitui o complexo miRNA—-alvo totalmente pareado, e a via prossegue em sentido
inverso. Fonte: Adaptado de BARTEL, 2018

A repressdo da expressdo génica pode ocorrer por trés mecanismos
principais. Primeiro a AGO pode impedir a ligagao do ribossomo ao mRNA impedindo
sua transcricdo (BARTEL, 2018). Outros dois mecanismos sao responsaveis pela
degradagdo do mRNA, um processo envolve recrutamento do complexo deadenilase
Carbon Catabolite Repression 4—Negative On TATA-less (CCR4-NOT), que resulta
na remogao da cauda poli(A) presente na extremidade 5’ do mRNA por desadenilagao
(BARTEL, 2018). E outro processo em que a TNRC6 recruta o complexo de
decapeamento Dcp1/2, que é capaz de hidrolisar a ligagao fosfodiéster entre a regiao
5' e o primeiro nucleotideo do mRNA, removendo a regido 5' do mRNA, e reduzindo
sua estabilidade (BARTEL, 2018) (LIU et al., 2018a). Independentemente de qual
desses mecanismos ocorra, o resultado é a redugao da quantidade de proteinas
codificadas pelos mRNAs-alvo (GARZON; MARCUCCI; CROCE, 2010).

Alguns miRNAs foram identificados ligando-se a regido 5' UTR dos mRNAs-
alvo e, em alguns casos, demonstraram ativar em vez de inibir a expressao génica,
0sS mecanismos envolvidos ainda ndo sao totalmente compreendidos, e parecem

depender de ligacdes de fatores a AGO, do contexto celular, incluindo o tipo de célula,
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o estagio de desenvolvimento e as condi¢gdes ambientais (GARZON; MARCUCCI;
CROCE, 2010) (JROM; NIELSEN; LUND, 2008).

Os miRNAs também podem ligar-se diretamente a proteinas de ligagao a RNA
(RBPs) de uma maneira dependente da sequéncia e impedir que essas proteinas
liguem-se aos respectivos alvos de RNA, interferindo assim nas funcgdes regulatérias
do RNA. Esse mecanismo € chamado atividade de "isca" (decoy activity) (GARZON;
MARCUCCI; CROCE, 2010).

5.3.2.2 Mecanismo de ac¢ao nuclear

Além do mecanismo de acao citoplasmatico, evidéncias indicam que os
miRNAs também podem funcionar no nucleo celular (LIU et al., 2018a). A AGO com
o miRNA maduro pode ser transportada para o nucleo via Importina 8, e TNRC6 via
Importina B. No nucleo, o RISC nuclear € montado e pode atuar tanto na regulagéo
transcricional (TGS e TGA) quanto pés-transcricional (PTGS) (LIU et al., 2018a). Isso
pode ocorrer através da interagcdo do miRNA com sequéncias promotoras de genes
ou com RNAs ndo codificantes associados a promotores, via alteracao do estado
epigenético por metilacdo, levando a modificagdes na cromatina e alteragdes do
transcriptoma (CATALANOTTO; COGONI; ZARDO, 2016).
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Figura 5 - Biogénese de miRNA, fungéo no citoplasma e transporte nucleo-
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O miRNA maduro funciona tanto no citoplasma quanto no nucleo. O complexo RISC central,
a principal maquinaria celular de silenciamento pés-transcricional, € composto por miRNA, Ago2 e
TNRCE6 (trinucleotide repeat containing 6). O miRNA reconhece e se liga ao elemento de resposta ao
miRNA (MRE) no mRNA. No citoplasma, existem trés vias pelas quais os miRNAs exercem o
silenciamento pos-transcricional: 1) Ago2 recruta TNRCG6, que entao recruta o complexo deadenilase
CCR4-NOT. Este complexo leva a deadenilagédo e degradagdo do mRNA. 2) TNRC6 recruta o complexo
decapping Dcp1/2, que cliva a cap 5' do mRNA e reduz a estabilidade do mRNA. 3) Com a ligagédo da
Ago2, o mRNA se torna inacessivel para o acoplamento e fun¢éo do ribossomo, o que inibe o processo

de traducgdo. Enquanto isso, Ago2 com o miRNA maduro & importada para o nucleo via Importina 8 e
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TNRC6 via Importina B. No nucleo, o RISC é montado e funciona na via transcricional ou poés-
transcricional. O RISC nuclear pode ser transportado para o citoplasma via Exportina 1, o que torna o
transporte entre o citoplasma e o nucleo bidirecional. Fonte: Adaptado de LIU et al., 2018a.

54  MICRORNAS E CANCER

No cancer, os miRNAs estao frequentemente desregulados, e os fendtipos
tumorais podem ser modificados ao direcionar as respectivas expressdes (WU et al.,
2024). Os miRNAs apresentam mecanismos versateis, podendo atuar como
promotores ou inibidores do desenvolvimento tumoral. Ao atuar na regulagao negativa
de um oncogene ou na regulagéo positiva de um gene onco supressor, um miRNA
suprime o desenvolvimento tumoral (WU et al.,, 2024). O contrario também é
verdadeiro, sendo que em células tumorais encontram-se frequentemente
desregulados. Essa expressdo descontrolada pode estimular a proliferacao celular,
angiogénese e invasao, além de prevenir a morte celular programada e aumentar a
instabilidade genémica (KOOSHKAKI et al., 2020). Essas alteragdes no transcriptoma
e no proteoma promovem um ciclo vicioso, em que a instabilidade genémica resulta
em danos adicionais ao DNA, aumentando a probabilidade de mutagbes que
favorecem a progressdo tumoral ou a resisténcia ao tratamento (GARZON;
MARCUCCI; CROCE, 2010).

A expressao alterada de miRNAs em pacientes com cancer pode ser atribuida
a varios mecanismos. Grande parte dos genes que codificam miRNAs tém sido
relatados estar localizados em locais associados ao cancer, onde sao translocados
ou ativados durante a carcinogénese. Alteragcbes nas atividades das enzimas
responsaveis pela biogénese de miRNAs, como Drosha e Dicer, também podem
resultar em niveis anormais de miRNAs. No cancer, variagdes nos miRNAs circulantes
podem ser induzidas por erros transcricionais de pri-miRNA. Esses fatores contribuem
para os perfis distintivos de miRNAs observados em diferentes tipos de cancer,
tornando-os potenciais biomarcadores para diagnostico precoce, prognostico ou
previsao de resultados terapéuticos (RUIZ-MANRIQUEZ et al., 2023).

A desregulacdo da concentracao de miRNAs circulantes pode ser resultado
da secrecao de células tumorais, da atividade alterada da variedade heterogénea de
células presentes no microambiente tumoral ou de lisados de células tumorais mortas.
No entanto, os mecanismos exatos subjacentes a essa alteragdo ndo foram

totalmente elucidados. Foi demonstrado que miRNAs derivados de tumores primarios
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podem ser transferidos para células ndo malignas no microambiente tumoral durante
a progressao do tumor para induzir heterogeneidade celular. Simultaneamente,
células ndo malignas também podem secretar miRNAs para regular a progressao
tumoral ou outros componentes micro ambientais. Portanto, embora muitos miRNAs
circulantes em pacientes com cancer possam nao se originar precisamente de células
tumorais, a expressao dessas moléculas reflete diretamente a resposta homeostatica
do corpo ao cancer (RUIZ-MANRIQUEZ et al., 2023).

5.4.1 MicroRNAs como promotores tumorais

Certos miRNAs sao superexpressos em tumores malignos e linhagens
celulares tumorais em comparagédo com o tecido normal, e sdo responsaveis pela
formagao e progressao do tumor (WU et al., 2024). Esses pequenos RNAs podem
reprimir a expressao de genes supressores de tumor ou outros genes importantes
envolvidos na diferenciacédo celular (WU et al.,, 2024) (GARZON; MARCUCCI,
CROCE, 2010). A diminuicao dos niveis de supressores tumorais permite que as
células malignas proliferem, invadam tecidos adjacentes, promovam a angiogénese e
resistam a apoptose (GARZON; MARCUCCI; CROCE, 2010).

5.4.2 MicroRNAs como supressores tumorais

Alguns miRNAs atuam como supressores tumorais ao prevenir a transformagao
maligna de uma célula sadia (WU et al., 2024). Estes miRNAs supressores tumorais
tipicamente reprimem a expressao de oncogenes ou genes envolvidos em processos
malignos como proliferagéo, invasao e metastase (GARZON; MARCUCCI; CROCE,
2010). A respectiva perda ou diminuicao de fungédo pode levar a desregulagdo dos
respectivos alvos e contribuir para o desenvolvimento tumoral (GARZON;
MARCUCCI; CROCE, 2010).

55  MICRORNA-144-3p E CANCER DE MAMA

O miRNA-144-3p é uma fita madura do microRNA-144, que foi encontrado
significativamente desregulado em diversos canceres. Foi relatado influenciando
diferentes vias de processos celulares e moleculares envolvidas no desenvolvimento
e progressao tumoral, como angiogénese, transicao epitelial-mesenquimal,
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proliferagcdo e apoptose (ZHOU et al.,, 2020). No genoma humano, o gene do
microRNA-144 esta localizado no cromossomo 17g11.2 a 100 pares de base do gene
codificante do miRNA-451 e 40 pares de base do gene codificante do miRNA-4732. A
biogénese do miRNA-144-3p é a tipica para miRNAS (ZHOU et al., 2020).

Em tumores sélidos o miR-144-3p demonstrou inibir a proliferacéo de células
malignas ao direcionar a expressao pos transcricional de oncogenes ou reguladores
do ciclo celular (ZHOU et al., 2020). O mecanismo molecular mais aprofundado do
miR-144 no cancer de mama ainda nao foi totalmente elucidado, portanto, esta revisao

narrativa busca apresentar algumas possibilidades descritas em estudos recentes.

5.5.1 MicroRNA-144-3p e CEP55

Ainda ha controvérsias, entretanto, a maioria dos estudos que medem niveis
de expressao indicam que ha uma expressao reduzida de miRNA-144-3p nos tumores
de mama em comparagdao com tecidos adjacentes saudaveis. Essa reducédo da
expressao do miRNA-144-3p no tecido tumoral da mama pode afetar propriedades da
linhagem celular, uma vez que, ha indicios que o0 miR-144-3p suprime a proliferagéo
celular ao inibir a expressao da CEP 55 a proteina do centrémero 55 (YIN et al., 2018).
A CEP 55 é uma proteina associada a organizagao de microtubulos, € essencial para
a citocinese, na separacao fisica do citoplasma das células durante a absciséo, o
ultimo passo essencial do processo da divisao celular, que divide irreversivelmente a
célula em duas na fase final da mitose e pode ser encontrada no centromero de células
em interfase ou no corpo médio e desempenha um papel importante na regulagao do
ciclo celular. Ha evidéncias crescentes que em tumores de mama a CEP 55 encontra-
se super expressa, possivelmente pela baixa expressao do seu inibidor, o0 miRNA-
144-3p, o que pode favorecer a migragao e invasao celular de células malignas (YIN
etal., 2018). (MONDAL et al., 2012) (WANG et al., 2016).

Embora o mecanismo néao esteja completamente esclarecido, também ha
evidéncias de que no corpo médio a proteina codificada pelo gene BRCA2, de mesmo
nome, e a CEP 55 interajam com outras proteinas e formem complexos responsaveis
pela regulacéo da citocinese. Nesse sentido, mutagdes no gene BRCA2 que causam
inativacdo ou perda de funcgdo, e que afetam a capacidade da proteina BRCAZ2 de
interagir com a CEP 55, podem levar a defeitos cromossémicos estruturais e
numeéricos, levando a instabilidade gendmica, o que contribui para o desenvolvimento

e progressao tumoral (MONDAL et al., 2012) Estes achados corroboram com as
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caracteristicas fundamentais de células malignas “instabilidade genémica e mutagéo”

e “ativacao da invasao e metastase”.

5.5.2 MicroRNA-144-3p e ZEB1/2

A transicao epitélio-mesénquima € um processo reversivel pelo qual células
epiteliais perdem as caracteristicas tipicas e transformam-se em células
mesenquimais, adquirindo capacidade invasiva e metastatica (ZHOU et al., 2020). A
transicdo epitelial-mesenquimal é caracterizada pela migragao de células epiteliais
malignas que invadem locais distantes do corpo ao transformarem-se em células com
fendtipo mesenquimal. Por tratar-se de um processo bioldgico reversivel, as células
previamente ativadas pelo processo de transigdo epitelial mesenquimal
frequentemente retornam ao estado epitelial, pelo mecanismo reverso chamado de
transicdo mesenquimal-epitelial (USMAN et al., 2021). Células-tronco tumorais
também podem expressar simultaneamente caracteristicas epiteliais e mesenquimais
em um estado hibrido que permite induzir ou reverter a transigao epitelial-
mesenquimal/mesenquimal-epitelial chamado de plasticidade epitelial-mesenquimal,
que as torna metastaveis (USMAN et al., 2021).

A plasticidade epitelial-mesenquimal pode ser categorizada em estagio
precoce e tardio, no estagio precoce as células expressam marcadores epiteliais
(como citoqueratinas) e mesenquimais (como vimentina), mas sdo menos aderentes
e tém formato arredondado. No estagio tardio, o fenétipo epitelial € suprimido, os
marcadores mesenquimais tornam-se mais pronunciados, a forma da célula torna-se
alongada e a adesdo é completamente perdida (USMAN et al., 2021). A vimentina &
consistentemente observada como super expressa durante a metastase do cancer e
€ reconhecida como um biomarcador de transigao epitelial-mesenquimal (USMAN et
al., 2021).

Em células células-tronco tumorais, os fatores de transcricao zinc finger E-
box-binding homeobox 1 e 2 (ZEB1 e ZEB2), atuam como reguladores da transigao
epitelial-mesenquimal, e da invasdo do céncer, e promovem a transformacéao
fenotipica das células epiteliais em células mesenquimais (ZHOU et al., 2020). Esses
fatores ligam-se a sequéncias especificas de DNA chamadas E-boxes, promotores da
E-caderina, uma glicoproteina transmembranar importante que mantém a adesao
célula-a-célula em células epiteliais, e reprimem a expressdo da proteina para

favorecer a migragdo celular (USMAN et al.,, 2021). A vimentina é um efetor



50

subsequente aos ZEBs em multiplas vias de sinalizagao relacionadas a transi¢cao de
epitélio para mesénquima (USMAN et al., 2021). O ZEB1 pode ligar-se a sequéncias
de DNA especificas promotoras da vimentina, regulando a transcrigdo da proteina e a
producdo de mRNA; o ZEB2 também demonstra regular indiretamente a expressao
da vimentina, mas o mecanismo ainda nao esta completamente elucidado.

No caso do cancer de mama, o miR-144-3p limita a migragédo e a invasao
celular por meio da reversao da transigcao epitelial-mesenquimal (PAN et al., 2016).
Mecanicamente, o miR-144-3p reverte a transi¢cao epitelial-mesenquimal ao ligar-se
diretamente a regido 3'-UTR dos mRNAs de ZEB1 e ZEB2 e suprimir a expressao nos
niveis transcricional e pods-transcricional destes promotores da vimentina e
supressores da E-caderina (PAN et al., 2016). Entretanto, como ha uma baixa
expressdao do miRNA-144-3p no tecido tumoral da mama, isso pode resultar em
aumento da expressao de ZEB1/2, que pode induzir a transigao epitelial-mesenquimal
e promover o desenvolvimento de metastases pelas linhagens de células-tronco
tumorais do tumor da mama. Este mecanismo pode indicar também uma relacao entre
baixa expressdo de miRNA-144-3p, a indugdo de transicdo de epitélio para
mesénquima por ZEB1/2 e a “ativagdo da invasado e metastases” em casos clinicos
de cancer de mama (PAN et al., 2016).

5.5.3 ”Cluster” miRNA-144/451 e p63

Um “cluster’ de miRNA & um grupo de dois ou mais genes de miRNA
localizados proximos entre si no genoma, geralmente transcritos juntos como uma
unica molécula de pri-miRNA. Como s&o co-expressos, esses miRNAs podem agir de
forma coordenada para regular genes relacionados, frequentemente participando de
vias celulares comuns. Como exemplo menciona-se o cluster miR-144/451, que pode
apresentar uma relacao de “feedback” positivo com a proteina p63, um homédlogo do
supressor tumoral p53, a isoforma TAp63, que tem fungdo pro-apoptética e pode
induzir parada do ciclo celular, apoptose e supressao tumoral (WANG et al., 2022). O
miRNA-144 é um regulador fundamental da via ltch-p63-Ago2/Dicer (WANG et al.,
2022). A via Itch-p63-Ago2/Dicer comega com a expressao do cluster miR-144/451 o
que resulta na transcricdo de miR-144 e miR-451. O miR-144-3p ¢é inibidor da
expressao do gene ltch que codifica uma ligase E3 de ubiquitina, que tem como fungao
marcar a proteina p63 para degradac&o via ubiquitinagdo. Ao inibir a expressao do

gene ltch, o miR-144-3p impede a degradacdo de p63, resultando em teor mais
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elevado da proteina p63 na célula. A TAp63, através da ligacdo direta ao DNA
regulatoério, ativa o promotor do cluster miR-144/451, o que aumenta a produgéo de
miR-144/451, formando um ciclo de retroalimentacdo positiva (WU et al., 2024)
(WANG et al., 2022).

Além de sua interacdo com TAp63, o miR-144 exerce um controle regulatério
adicional sobre o processamento de miRNAs. O miR-144 tem como alvo regulatério a
proteina Dicer, que é essencial para o processamento candnico de miRNAs. Ao
reprimir a Dicer, o0 miR-144 consequentemente inibe o processamento global de
miRNAs candnicos. No entanto, de forma intrigante, essa repressédo da Dicer pelo
miR-144 simultaneamente leva a um aumento na biogénese do miR-451, que faz parte
do mesmo cluster miR-144/451. Isso sugere um mecanismo de ajuste fino pelo qual o
miR-144 pode orquestrar a produgéo de miRNAs de forma diferencial (WANG et al.,
2022).

Mais uma vez o miRNA-144-3p mostra-se um regulador essencial de uma via
supressora tumoral, cuja baixa expressao no tecido tumoral, esta relacionada a baixa
expressao de p63, o que favorece um ciclo vicioso de “instabilidade genémica e

mutac&o”, sobrevida de células malignas e progressao tumoral.
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Figura 6 - Modelo que descreve como o miR-144 atua como um regulador
chave do eixo ltch-p63-Ago2/Dicer.
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O p63 interage com e ativa a Ago2. O p63 guia fortemente as fungdes duais da Ago2. O miR-144 ativa
o TAp63 ao ter como alvo a ltch, uma E3 ligase do p63. O TAp63 ativa o promotor do cluster miR-
144/451, formando um feedback positivo. O miR-144 tem como alvo a Dicer ao reprimir o
processamento candnico global de miRNA e aumenta a biogénese no miR-451. Fonte: Adaptado de
WANG et al., 2022.

5.5.4 MicroRNA-144-3p e SOX2

SOX2 é um fator de transcrigcdo envolvido na manutencao da pluripoténcia das
células-tronco, é altamente expresso em tecidos embrionarios, enquanto raramente €
expresso em células somaticas saudaveis adultas (HOLMES et al.,, 2020). Em
combinagdo com outros fatores de transcricdo, o SOX2 reprograma as células
somaticas de volta a um estado pluripotente por meio da repressao de genes
especificos de linhagem. Evidéncias indicam que o SOX2 esta relacionado com a
regulagdo da determinacdo do destino celular, diferenciagdo, proliferacdo e

transformagao maligna (HOLMES et al., 2020). Como fator de transcrigao, a proteina
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SOX2, possui afinidade suficiente para a ligagéo direta ao DNA que a permite ativar
ou reprimir a expressao de genes-alvo. Um estudo relatou que a SOX2 pode ligar-se
diretamente a regido promotora do gene transcritor da (3-catenina, uma proteina
envolvida no desenvolvimento e homeostase dos tecidos, adesado célula-célula e via
de sinalizagdo Wnt, uma via relacionada a renovagao das células-tronco, e promove
a sua transcrigao. As vias Wnt/B-catenina sdo essenciais para o desenvolvimento da
glandula mamaria e para o crescimento e disseminagao do tumor. A alta expresséao
de B-catenina esta relacionada a metastases através de um efeito regulatério sobre a
transigéo epitelial-mesenquimal em células tumorais da mama (LI et al., 2013). Outros
efeitos regulatorios de SOX2 sdo mediados por meio de interagdes com proteinas
como as citoqueratinas 5/6, o receptor do EGFR, a vimentina, e a ciclina D1, proteina
codificada pelo gene CCND1, reguladora do ciclo celular e que é essencial para
regular a transicéo da fase G1 para a fase S (ZHENG et al., 2015). Estudos mostram
que SOX2 é frequentemente expresso de forma anormal em uma variedade de
tumores malignos. Por exemplo, SOX2 ndo é expresso em tecidos mamarios
saudaveis, mas € altamente expresso em tecidos tumorais da mama. Diversos
estudos demonstraram que a expressdo de SOX2 esta associada a aumento do
tamanho do tumor, maior grau histolégico, metastase para linfonodos e fenétipo triplo
negativo altamente agressivo da doencga (LIU et al., 2018). Uma maior expressao de
SOX2 foi mais comumente observada em carcinomas de mama semelhantes as
células basais em comparagao com outros subtipos, e que apresentam uma forte
correlacdo com a imunorreatividade de citoqueratinas 5/6, EGFR e vimentina, o que
sugere que a SOX2 pode conferir um fendtipo de célula-tronco tumoral as células
tumorais. Em consonancia, os resultados combinados dessas descobertas revelam
que a expressao positiva de SOX2 esta significativamente associada ao subtipo tumor
de mama basal-like (ZHENG et al., 2015).

Além disso, foi descoberto que o SOX2 compartilha sitios de ligagdo com o
miR-144-3p e que € um possivel alvo da sua regulacdo, uma vez que a expressao de
SOX2 mostrou-se inversamente associada a expressao de miR-144-3p em estudos
que mediram a expressao em tecido tumoral da mama (ZHENG et al., 2015). Inibir a
expressao de SOX2 pode reduzir o estado de malignidade do cancer de mama triplo
negativo. In vitro a inibicdo de SOX2 pelo miRNA-144-3p reduziu a proliferacgao,
invasao celular e induziu a apoptose. /In vivo, a inibicdo de SOX2 também suprimiu a
tumorigénese e as metastases (LIU et al.,, 2018). Estes achados reforcam a

importadncia do miRNA-144-3p na via da regulagdo da supressdo tumoral e
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corroboram com achados anteriores relacionados a diminuigdo da sua expressao no

tecido tumoral.

56 MICRORNAS COMO BIOMARCADORES

A heterogeneidade tumoral, a amostragem invasiva por biopsia, o
processamento € o armazenamento do tecido sdo limitagdes sérias da analise
histopatolégica por imuno histoquimica, que podem prejudicar a subtipagem e até
mesmo a precisdo diagnostica, levando a desfechos piores. Nesse contexto, uma
ferramenta molecular complementar que auxilia no diagnéstico, de forma menos
invasiva, € de grande valor. Assim, existe uma necessidade de novos biomarcadores
preditivos mais eficazes, que facilitem a classificagao biomolecular do cancer de
mama e que possam ser utilizados na pratica clinica rotineira como parametros que
possam auxiliar o diagndstico precoce, para prever o desfecho clinico, calcular a
sobrevida do paciente, analisar a resposta a intervencao terapéutica, além de fornecer
informacgdes sobre terapias personalizadas (FDA-NIH BIOMARKER WORKING
GROUP, 2016) (DA SILVA et al., 2020).

Como apresentado, muitos marcadores progndsticos tradicionais de cancer
de mama estao disponiveis como idade no diagndstico, tamanho do tumor, status do
receptor hormonal, grau do tumor. Entretanto, estes marcadores apresentam baixa
sensibilidade para deteccédo de tumores em estagios iniciais, para diferenciacdo dos
tipos de tumor e grau de agressividade, consequentemente, novos biomarcadores
complementares mostram-se necessarios. Os niveis séricos do antigeno CA 15-3 séo
atualmente o biomarcador empregado para o monitoramento do tumor. No entanto,
as medi¢cées de CA 15-3 ndo sdo uteis para o diagnostico, especialmente em
pacientes com cancer em estagio inicial, nem para a tomada de decisées terapéuticas
(LEE et al., 2023). Além disso, como a maioria dos biomarcadores atuais é baseada
em proteinas, as variacbes pos transcricionais, a complexidade da composi¢ao
proteica das amostras biologicas, a baixa concentragao de proteinas de interesse em
fluidos e a dificuldade de desenvolver agentes de captura de alta afinidade s&o
desafios que tornam a descoberta de novos biomarcadores baseados em proteinas,
com sensibilidade e especificidade diagndsticas adequadas, uma tarefa dificil, cara e
demorada.

Para superar os desafios das técnicas tradicionalmente utilizadas na
identificacdo e validacdo de biomarcadores clinicos, foram propostas analises
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baseadas no uso de miRNAs em vesiculas extracelulares por biopsias liquidas como
biomarcadores. Uma vez que, esta abordagem pode oferecer diversas vantagens em
comparagao com a coleta de bidpsias de tecido de cancer de mama, por serem menos
invasivas, permitem rastrear a heterogeneidade, verificar a presenga de metastases e
acompanhar a progressao do cancer em tempo real, além de monitorar a resposta do
paciente ao tratamento. Haja vista que, a expressao de miRNAs, como o miRNA-144-
3p, pode ser identificada no sangue antes de ser detectada no tecido (LEE et al.,
2023).

A comunicagédo paracrina célula-célula dependente de miRNA extracelular e
tem sido investigada, uma vez que os miRNAs existem em uma forma estavel e livre
de células em fluidos corporais e outros ambientes extracelulares, incluindo plasma,
soro, urina e saliva. Alteracdes na expressao de miRNAs em pacientes com cancer
pode ser atribuida a varios mecanismos. Grande parte dos genes que codificam
miRNAs tém sido relatados estar localizados em locais associados ao cancer, onde
sdo translocados ou ativados durante a carcinogénese. Alteragdes nas atividades das
enzimas responsaveis pela biogénese de miRNAs, como Drosha e Dicer, também
podem resultar em graus anormais de expressdo de miRNAs. No cancer, variagdes
nos miRNAs circulantes podem ser induzidas por erros transcricionais de pri-miRNA.
Esses fatores contribuem para os perfis distintivos de miRNAs observados em
diferentes tipos de cancer, tornando-os potenciais biomarcadores para diagnostico
precoce, prognoéstico ou previsao de resultados terapéuticos (RUIZ-MANRIQUEZ et
al., 2023). Além disso, foi descoberto que a distribuicdo de miRNAs em exossomos é
maior do que em suas celulas de origem. No cancer de mama o miRNA-144-3p tem
sido relatado estar menos expresso do que em tecidos saudaveis.

Para serem secretados para fora das células, os miRNAs podem ser
carregados em lipoproteinas de alta densidade, empacotados em exossomos (uma
forma de microvesiculas derivadas de endossomos que se fundem com a membrana
plasmatica), ou ligados a proteinas ligadoras de RNA como AGO ou NPM1,
nucleophosmin 1, uma proteina que desempenha diversas fungdes. Proteina esta
fundamental para a biogénese do ribossomo, regulacao da integridade do genoma e
regulagdo das vias de supressao tumoral. O encapsulamento em exossomos ou a
formagao de complexos com proteinas € necessario para prevenir a degradagao dos
MiRNAs por RNAses e aumentar as respectivas estabilidades nos fluidos corporais
(HO; CLARK; LE, 2022).
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O mecanismo pelo qual os miRNAs s&o selecionados para os exossomas
ainda nao esta completamente elucidado. Entretanto, especula-se que sequéncias
especificas de bases presentes em certos miRNAs podem direcionar a incorporagao
destes acidos nucleicos em exossomos, enquanto algumas enzimas ou outras
proteinas também podem controlar essa incorporagdo de miRNAs exossdmicos, de
uma maneira independente da sequéncia de miRNA (HO; CLARK; LE, 2022) (ZHANG
et al., 2015). Nesse sentido, alguns mecanismos potenciais tém sido estudados e
podem estar envolvidos. Uma via dependente de esfingomielinase neutra 2
(nSMase2), uma vez que ha relato de uma relacao direta entre nivel de atividade da
nSMase2 com o nivel de miRNAs exossémicos (KOSAKA et al., 2013). A segunda via
€ a dependente de hnRNPs sumoilados, na qual a sequéncia GGAG na extremidade
3' do miRNA é reconhecida pela proteina da familia hnRNP sumoilada e leva miRNAs
especificos a serem empacotados em exossomos. Outro mecanismo similar também
foi relatado, dependente da sequéncia da regidao 3' do miRNA, na qual miRNAs com
mais poli(U) do que poli(A) na extremidade 3' sdo preferencialmente selecionados
para exossomas (HO; CLARK; LE, 2022) (ZHANG et al., 2015). E por fim, uma via
relacionada ao miRISC foi relatada como tendo fungao no processo de liberacédo de
miRNA em exossomos, em que € muito provavel que o miRISC seja inicialmente
direcionado aos corpos de processamento, os chamados corpos P, focos
citoplasmaticos que complexificam varias enzimas envolvidas na degradagcdo e
sintese de RNA dentro de uma célula, apos ligarem-se ao respectivo mRNA alvo, uma
vez que a AGO interage com as proteinas Dcp1 e Dcp2 dos corpos P. Os corpos P
entdo fundem-se com os endossomos tardios e liberam exossomos contendo miRNA
(HO; CLARK; LE, 2022) (ZHANG et al., 2015) (YU; ODENTHAL; FRIES, 2016).
Entretanto, como mencionado, trata-se de um tema ainda n&o totalmente elucidado e
em frequente atualizagao.

Como as proteinas dos exossomos controlam o conteudo das vesiculas, para
manter a oncogénese e metastases, as células malignas tendem a sequestrar
mMiRNAs supressores de tumor em vesiculas e carrega-los em exossomos. Isso
significa uma possivel ligagdo entre a perda de miRNA supressor de tumor na célula
maligna e a secregdo de exossomos. Ja que, a superexpressdao de miRNAs
supressores de tumor em células estromais desencadeia a respectiva liberagao
exossdmica. No entanto, esse mecanismo de regulagdo n&o esta presente apenas em
células malignas (YU; ODENTHAL; FRIES, 2016). MiRNAs supressores de tumor sao
preferencialmente sequestrados por vesiculas e secretados como miRNAs
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exossOmicos, ndo apenas inibindo o crescimento de células no ambiente circundante,
mas também atingindo células a longa distancia. Os perfis de miRNA em exossomos
podem nos permitir analisar os grupos de células-alvo e possiveis fung¢des (YU,
ODENTHAL; FRIES, 2016). Além de carregar miRNAs supressores de tumor, a
funcado dos exossomos também esta envolvida na transmissao intercelular de miRNAs
com atuagao oncogénica. Por exemplo, em muitas células malignas, a expressao de
miRNAs oncogénicos € regulada positivamente, cuja secrecdo € via exossomos,
promovendo a progressao tumoral e a metastase. No entanto, ja é descrito na
literatura que os exossomos nao incluem apenas um tipo de miRNA e que, de fato,
um amplo espectro de miRNAs € simultaneamente transportado via exossomos.
Portanto, o efeito indutor dos exossomos depende em grande parte da mistura de
miRNAs presentes (YU; ODENTHAL; FRIES, 2016). Os miRNAs exossémicos podem
existir de forma estavel em fluidos corporais de pacientes como sangue, urina e outros,
e pela presenca de proteinas de superficie especificas, os exossomos podem refletir
o respectivo tecido ou célula de origem (ZHANG et al.,, 2015). Além disso, a
concentragdo e a composi¢cao dos miRNAs exossOmicos circulantes diferem entre
individuos saudaveis e pacientes com cancer. Dessa forma, os miRNAs exossdmicos
mostram um potencial para uso como biomarcadores ndo invasivos para indicar
estados de doenca. Numerosos métodos moleculares tém sido utilizados para
detectar e quantificar miRNAs, incluindo Northern blot, RT-PCR em tempo real, PCR
digital e microRNA microarray (ZHANG et al., 2015). O miRNA-144-3p, foi relatado
atuando em diversas vias de supressao tumoral, e estudos que fazem a dosagem em
sangue tendem a diferir de estudos que fazem a dosagem em tecido de cancer de
mama, o0 que poderia ser explicado pela preferéncia das vesiculas exossomais no
sequestro de miRNAs supressores tumorais, entretanto, ndo existem evidéncias

conclusivas que confirmem esta teoria.
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Figura 7 - Representagcédo esquematica da utilidade de miRNAs circulantes
como biomarcadores para diagnéstico/progndstico de cancer de mama em resposta
a terapia neoadjuvante.
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Infelizmente, embora inUmeros biomarcadores de miRNA circulantes tenham sido verificados
em diferentes tipos de cancer, até o momento eles falharam em entrar na clinica. As razdes para essa
falha podem ser atribuidas ao uso de diferentes plataformas de medicao, a estratégia de normalizagao
empregada e a outros fatores pré-analiticos como raga, idade, sexo, tipo de amostra, manuseio e
método de processamento da amostra, resultando em consideravel inconsisténcia e irreprodutibilidade
entre os estudos. Para desenvolver biomarcadores baseados em miRNAs circulantes para uso clinico
esses desafios ainda devem ser superados. Fonte: Adaptado de RUIZ-MANRIQUEZ et al., 2023.

5.7 TRATAMENTO BASEADO EM MIRNAS

A utilizacdo de miRNAs no tratamento também é uma alternativa promissora,
crescentes evidéncias indicam que a entrega de miRNAs supressores de tumor, como
o miRNA-144-3p, ou de inibidores de miRNAs oncogénicos possui importantes efeitos
terapéuticos em modelos pré-clinicos de cancer de mama. Nesse sentido, pesquisas
envolvendo terapia com miRNAs tém sido voltadas para desenvolvimento de sistemas
de entrega eficientes e ndo virais nos alvos desejados utilizando a nanotecnologia
para modificar a composicao da superficie de nanoparticulas carreadoras de miRNAs
e tém demonstrado resultados promissores a serem usados para atingir propriedades
das células-tronco tumorais da mama (HUMPHRIES; WANG; YANG, 2021).

Entretanto existem alguns desafios a serem superados, o miRNA-144-3p tem

sido estudado e demonstrou em agir em multiplas vias de sinalizagao celular de uma
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mesma ceélula e pode haver efeitos indesejados fora do alvo (“off-targets”), ou seja, a
regulagdo nao intencional de mRNAs através de uma correspondéncia parcial de
sequéncia entre o miRNA e alvos desconhecidos (KHAN et al., 2009) (HUMPHRIES;
WANG; YANG, 2021). Além disso, como o mecanismo de a acdo do miRNA esta
relacionado a sua capacidade de ligar-se a mMRNAs especificos através de
pareamento de bases, e o perfil de expressao de mRNAs varia entre diferentes tipos
celulares, mesmo que o miRNA-144-3p se ligue a mMRNAs em diferentes células, a
funcdo e o resultado da regulagao podem variar, como tem sido demonstrado em
alguns estudos (HUMPHRIES; WANG; YANG, 2021).

Além dos efeitos indesejados “off-targets”, outra problematica inesperada tem
sido relatada envolvendo a utilizagao de miméticos de miRNAs, e a desregulacao de
genes regulados por miRNAs. Nesses estudos, administragdo intracelular de
miméticos de miRNAs projetados para inibir a expressao pos transcricional de genes
especificos, e inibidores de miRNA introduzidos para testar os efeitos biologicos dos
miRNAs, afetou a regulacdo da expressdo dos genes previstos para estarem sob
regulacdo do miRNA endogeno levando a sua superexpressao tanto a nivel de mRNA
quanto de proteina codificada. Esse fenbmeno contradiz a expectativa principal de
que esses miRNAs induziriam a regulagao da expressao génica de seus alvos (KHAN
et al., 2009). A hipotese mais plausivel proposta para explicar essa regulagao positiva
inesperada é o efeito de saturacido e competicdo entre os miméticos miRNAs
administrados e o pool endégeno de miRNAs da célula pelos sitios de ligagao da
maquinaria intracelular de processamento de RNA, como o complexo RISC. Essa
competicdo reduziria a disponibilidade de RISC para os miRNAs enddgenos,
diminuindo a repressdo de seus mRNAs alvo e, consequentemente, levando a sua
superexpressao. Embora o mecanismo preciso desse efeito de competicao ainda
precise ser estabelecido, a significancia estatistica das mudangas observadas nos
niveis de transcrito corroborou com a hipétese (KHAN et al., 2009) (JIN et al., 2015)

Além dos problemas apresentados, respostas imunes indesejadas e
alteragdes substanciais no transcriptoma, que vao além dos efeitos de regulacéo do
miRNA que se pretende mimetizar, levantam preocupacdes significativas sobre a
precisdo dos resultados de pesquisa e a seguranga de futuras aplicagbes clinicas
envolvendo miméticos de miRNAs (JIN et al.,, 2015). Relatos sugerem que a
administracdo de miméticos de miRNA pode induzir uma resposta inflamatoria por
meio do reconhecimento de RNAs de fita dupla ou de fitas simples modificadas
contidas nas preparagées de miméticos de miRNA e resultar em uma regulacao
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significativa de centenas de genes, muitos dos quais ndo sdo alvos diretos do
mimético de miRNA introduzido, mas sim s&do modulados por vias de resposta ao
interferon. Nesse sentido, a resposta imune inata, mediada por vias como a de
interferon tipo |, pode mascarar os efeitos regulatérios reais do miRNA mimetizado,
levando a falsas conclusbes. Esses "off-targets" inflamatérios podem confundir a
interpretacdo dos resultados de experimentos de ganho de fungdo de miRNA,
tornando dificil diferenciar os efeitos especificos do miRNA daqueles induzidos pela
resposta imune ou pela saturagdo da maquinaria celular. Essa complexidade sugere
que estudos baseados apenas na introducdo de miméticos podem levar a conclusdes
precipitadas sobre as fungbes bioldégicas de miRNAs em contextos fisiolégicos e
patolégicos (JIN et al., 2015).

As implicagbes praticas dessas descobertas sao significativas.
Primeiramente, como a medicdo de mudancas na expressdao de mRNA apds
perturbagdes de miRNA é uma forma padrao de validar métodos de predi¢cédo de alvos
de miRNA, deve-se levar em consideracao o efeito de saturacao e respostas imunes
indesejadas. Além disso, respostas imunes indesejadas e a competicao entre miRNAs
sugere uma reavaliagdo do proprio conceito de "mRNA alvo". Se um mRNA pode ser
alvo de regulagao por um miRNA em certas condi¢des, mas essa regulagao é afetada
em outras condi¢des devido a competicdo ou resposta imune, em um ambiente com
alta concentragcdo de miméticos de miRNAs exdgenos ou com mudangas nos perfis
de miRNAs endogenos em doencgas, entdo o status de "alvo" de um mRNA torna-se
condicional e dinamico, ndo absoluto. Isso significa que a simples presenga de um
sitio de ligagdo nao garante a regulagcdo em todas as circunstancias, desafiando a
ideia tradicional de um alvo fixo (KHAN et al., 2009). Essa problematica levanta a
necessidade de uma compreensdo mais aprofundada da cinética dos eventos de
ligacdo e das concentragcbes dos componentes da maquinaria de miRNA na célula
para calibrar e evitar efeitos indesejados nas aplicagdes de gendmica funcional e,
criticamente, no desenvolvimento de novas terapéuticas com miRNAs (KHAN et al.,
2009).
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CONCLUSAO

Este trabalho teve como objetivo esclarecer a importancia do miRNA-144-3p
no cancer de mama triplo negativo, caracterizar os miRNAs, abordando processo de
sintese e interagdo do mMiRNA-144-3p na regulacdo da expressao génica pos-
transcricional, caracterizar os subtipos de cancer de mama, com foco no subtipo triplo
negativo e avaliar aplicabilidade do miRNA-144-3p como biomarcador e possivel alvo
terapéutico.

Ao longo da reviséo, foi possivel adquirir embasamento sobre como o0 miRNA-
144-3p esta envolvido em diversas vias relacionadas a aquisicdo de caracteristicas
fundamentais do cancer de mama e mecanismos envolvidos na tumorigénese e
aquisicao destas caracteristicas. Por exemplo, na aquisicao de fenétipos de células-
tronco tumorais por parte das células malignas da doenga como resultado da inibigao
da atividade do miRNA-144-3p que esta envolvido em diversas vias de supressao
tumoral. Estas descobertas tém relevancia, uma vez que os marcadores classicos tém
baixa sensibilidade para deteccédo de tumores em estagios iniciais, diferenciagéo dos
tipos de tumor e grau de agressividade, particularmente no manejo do cancer de
mama triplo negativo, por ser mais agressivo do que outros tipos de cancer de mama,
com maior probabilidade de metastases, recorréncia, e o diagndstico precoce ser vital
para melhorar as chances de sobrevivéncia dos pacientes.

Nesse sentido, entende-se que pesquisas futuras possam esclarecer aspectos
do tema que ainda encontram-se inconclusivos, como a viabilidade como biomarcador
e possibilidade de um novo alvo terapéutico culminando em resultados promissores

no diagndstico e tratamento do cancer de mama.
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