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RESUMO

O céncer de bexiga é a nona maior causa de morte por cancer no mundo,
vitimando centenas de milhares de pessoas por ano. Seu diagndstico é dificil, pois, seu
principal sinal clinico, a hematuria, € extremamente inespecifica. Ao mesmo tempo, o
cancer atingir o estagio de invasdo tecidual, que leva a hematdria, € um sinal de tumores
de alto grau. Silencioso em seus estagios iniciais, o carcinoma de células uroteliais se
torna uma doenca de diagnostico demorado e com grande chance de ocorréncia de
metéstases e recidivas. O microRNA é um constituinte do genoma néo-codificante capaz
de regular a sintese proteica em nivel pos-transcricional, silenciando ou induzindo a
degradacdo de RNA mensageiros. A expressdo de microRNA é basal em todos os tipos
celulares, ao passo que o perfil de expressdo € particular a cada um. Centenas de
microRNAs diferentes j& foram identificados e classificados em familias e subfamilias,
além de também poderem se encontrar unidos em clusters. O conjunto de microRNAs
produzidos em uma célula se torna uma caracteristica exclusiva a ela, de acordo com suas
préprias funcdes metabodlicas. Investigacbes dos mecanismos moleculares do céancer
revelaram que o mMiRNA desempenha um papel importante nesta doenca, estando
pontualmente desregulado e tendo uma participacédo direta na mediacao de processos de
invasdo tecidual e divisao celular. A presente revisdo narrativa investigou 0os microRNAs
particularmente desregulados em cénceres de bexiga a partir de trabalhos da literatura,
com o intuito de formar um painel de biomarcadores para o diagnéstico mais precoce da
doenca. A investigacdo levantou dados pertinentes que corroboram para a conclusao das
pesquisas que vem sendo feitas nesta area: a de que os microRNA podem ser utilizados
para identificar individuos com cancer de individuos sem cancer. Além disso, ha dados
suficientes para que o microRNA possa estar associado, também, a gravidade tumoral,
nivel de invasdo tecidual e diferenciacdo celular. Concluiu-se que, dentre todos 0s
microRNAs analisados, 0s miR-125b, miR-143, miR-150, miR-503, miR-93, miR-145 e
miR-200b mostraram-se com excelente potencial para diagndstico e avaliacdo
progndstica do cancer de bexiga. Esses microRNA, e outros, precisam ser mais
investigados para que mais dados possam ser obtidos, confirmando ou refutando o que
foi descoberto até agora. Contudo, ndo € apenas a identificacdo de biomarcadores o Gnico
obstaculo para o diagndéstico precoce do cancer de bexiga. Sdo muitos os microRNA com
potencial para identificar doencas, ndo apenas o cancer. E, com excec¢do de bidpsias, todas
as amostras podem apresentar, também, os microRNA de outros tecidos. Por isso, é
imprescindivel que estes dados sejam computados em um banco de dados, e que
ferramentas de informatica sejam desenvolvidas para utiliza-los. Também é necessario
desenvolver um método de analise molecular proprio para analise de microRNA, com
uma amostra padronizada. H&4 muitas pesquisas engajadas na solugdo destes problemas,
e 0 uso de microRNA para o diagnéstico de doencas é uma possibilidade real para o
futuro.

Palavras-chave: microRNA, miRNA, cancer, bexiga, urotelial, diagnostico, ncRNA.



ABSTRACT

Bladder cancer is the ninth leading cause of cancer death in the world, killing
hundreds of thousands of people every year. Its diagnosis is difficult because its main
clinical sign, hematuria, is extremely nonspecific. At the same time, the cancer reaching
the stage of tissue invasion, which leads to hematuria, is a strong sign of high-grade
tumor. Silent in its initial stages, urothelial cell carcinoma becomes a disease with a time-
consuming diagnosis and with a high chance of metastasis and recurrences. MicroRNA
Is a constituent of the non-coding genome, capable of regulating protein synthesis at the
post-transcriptional level, silencing or inducing degradation of messenger RNA.
MicroRNA expression is basal in all cell types, whereas the expression profile is
particular to each one. Hundreds of different microRNAs have already been identified
and classified into families and subfamilies, in addition to being found united in clusters.
The set of microRNAs produced in a cell becomes an exclusive characteristic of it,
according to its own metabolic functions. Investigations of the molecular mechanisms of
cancer revealed that miRNA plays an important role in this disease, being specifically
deregulated and having a direct participation in mediating processes of tissue invasion
and cell division. A survey of studies that investigated the particularly dysregulated
microRNASs in bladder cancer was carried out, with the aim of forming a panel of
biomarkers for the earlier diagnosis of the disease. The investigation raised relevant data
that corroborate the conclusions of other researches in this filed: that microRNAs can be
used to identify individuals with cancer from individuals without cancer. In addition,
there are enough data to believe that microRNA can also assess tumor severity, level of
tissue invasion and cell differentiation. It was concluded that, among all the analyzed
microRNAs, miR-125b, miR-143, miR-150, miR-503, miR-93, miR-145 and miR-200b
showed excellent potential for diagnosis and prognostic evaluation of the bladder cancer.
These microRNAs, and others, need to be further investigated so that more data can be
obtained, confirming or refuting what has been discovered so far. However, the
identification of biomarkers is not the only obstacle to the early diagnosis of bladder
cancer. There are many microRNAs with the potential to identify diseases, not just cancer.
And, with the exception of biopsies, all samples may also show microRNAs from other
tissues. Therefore, it is essential that these data are computed in a database, and that
softwares are developed to use them. It is also necessary to develop a molecular analysis
method specific for microRNA analysis, with a standardized sample. There is a lot of
research engaged in solving these problems, and the use of microRNA for the diagnosis
of diseases is a real possibility for the future.

Keywords: microRNA, miRNA, cancer, bladder, urothelial, diagnosis, diagnostic,
NcRNA.
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1. INTRODUCAO

Céncer € uma denominagdo comum a mais de 100 doencas diferentes. O que elas
possuem em comum € o crescimento celular desordenado. Elas diferem no tipo de célula que
originou o cancer. Cada tipo celular possui responsividade diferente, necessidades nutricionais
e suas proprias caracteristicas metabdlicas (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2021).
No caso do cancer de bexiga, sua estrutura € formada por células epiteliais apicais da luz da
bexiga, e constitui a nona maior causa de cancer no mundo, vitimando 200.000 pessoas por ano
(LENIS; LEC; CHAMIE, 2020).

Uma caracteristica que torna essa doencga preocupante para os sistemas de salde é o alto
potencial para recidiva e metastase. Outro problema é o seu diagnostico: 0s primeiros estagios
da doenca podem ser assintomaticos, de modo que o primeiro sinal clinicamente relevante, a
hematuria, surge apenas em estagios avancados. Além disso, entre a detec¢do da hematdria e a
confirmacéo do diagnostico de cancer, existem etapas que retardam o diagnostico, dando tempo
para a doenca progredir antes de ser detectada e tratada (DEGEORGE; HOLT; HODGES,
2017).

De acordo com a Sociedade Brasileira de Urologia (SBU), quando ha deteccdo de
hematuria, deve-se realizar urinocultura e analise com fita reativa, e um novo exame de urina
deve ser realizado ap6s duas semanas. Se a hematuria persistir, sdo feitas analises morfoldgicas
das hemaécias, e avaliacdo de fatores de risco. Em caso de hemécias isomorficas e presenca de
fatores de risco para o desenvolvimento de cancer, é feito 0 exame confirmatdrio: a cistoscopia,
ou uretrocistoscopia (DA COSTA et al., 2017).

Sabe-se que inimeras alteracGes genéticas e epigenéticas estdo envolvidas no cancer,
dentre elas, a modulagdo dos microRNAs (miRNAs), descobertos em 1993. Constituintes do
genoma nao codificante, os miRNA sdo reguladores da expressdo génica em nivel pés-
transcricional, pois ligam-se por complementariedade de bases a moléculas de RNA
mensageiro, modulando sua traducdo ou induzindo sua degradacgéo. Dessa forma, os miRNA
atuam como um mecanismo de ajuste fino da sintese proteica (HAYES; PERUZZI; LAWLER,
2014). Em geral, as moléculas de miRNA possuem aproximadamente 18 — 24 nucleotideos, e
estdo diferencialmente expressos nos varios tecidos e sistemas bioldgicos (KAPPEL e
KELLER, 2016).

A participacdo do miRNA nos mecanismos moleculares do cancer vem sendo elucidada.
Foram identificados muitos alvos de acdo de miRNAs, e entre eles estdo 0s oncogenes € 0S
genes supressores de tumor. Dessa forma, as mesmas mutagdes que interferem na expresséo de
proteinas do ciclo celular, podem interferir na expressdo de miRNAs reguladores do ciclo
celular, de modo que diferentes células tumorais possuem diferentes perfis de expressao de
miRNA (HAYES; PERUZZI; LAWLER, 2014).

De acordo com MANTEROLA, GURUCEAGA, et al., 2014, tumores malignos
expressam, em maior escala, exossomas nos fluidos corporais, que atuam como reservatorios
de biomarcadores moleculares. Esses exossomas sdo microvesiculas que despertaram interesse



experimental, por possuirem estabilidade, favorecendo o uso de amostra de sangue para
diagndstico tumoral. Assinaturas de miRNA podem ser encontradas nessas microvesiculas.
Esse tipo de amostra pode ser Util para o diagndstico de outros canceres, mas para o cancer de
bexiga, a amostra ideal seria a urina que, a principio, ndo apresentaria miRNA de outros tecidos
que ndo ela mesma.

A andlise do perfil de expressdo de miRNA de um tecido pode permitir um diagnostico
mais precoce da doenca, determinar o estadgio de desenvolvimento do tumor, prever sua
responsividade ao tratamento e predizer sua susceptibilidade ao cancer, recidiva ou metéstase.
Além disso, é possivel identificar assinaturas de miRNA em urina (MENGUAL, LOZANO, et
al., 2013), o que € menos invasivo, caro e dispendioso que a uroscopia.

2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

e Descrever miRNAs com potencial diagndstico para cancer de bexiga.

2.2. Objetivos especificos

e Verificar os principais métodos diagndsticos para o cancer de bexiga;

e Identificar os miRNAs que s&o diferencialmente expressos em tecido normal e tumores
de bexiga;

e Determinar os principais miRNAS que estdo associados ao grau e estadiamento tumoral;

e Discutir sobre possiveis miRNAs que possam ser utilizados para diagnésticos dos
tumores de bexiga.

3. METODO

O presente trabalho trata-se de uma revisdo bibliografica narrativa, cujo método baseia-
se em um levantamento bibliografico em bases de dados cientificas, buscando diferentes
combinagbes das palavras-chave: miRNA, micro-RNA, biomarcadores, deteccdo, bexiga e
cancer, em diferentes combinacdes e variacoes.

As bases de dados que foram utilizadas sdo Pubmed e Google Scholar. Ao fim das
pesquisas em cada base, as referéncias duplas foram excluidas. Muitas referéncias também
foram obtidas nos capitulos de “Referéncias Bibliograficas” das bibliografias encontradas nas
plataformas.

N&o havera restrigdo quanto ao idioma. Foram incluidos trabalhos experimentais e de
revisdo, sem restri¢cdo de ano. Anteriormente a analise dos dados, havia um critério de excluséo:
dentre os biomarcadores cuja especificidade fora avaliada, apenas seriam incluidos os que
apresentaram pelo menos 80% de especificidade. Serdo utilizados todos os artigos que
oferecerem informagdes importantes e complementares para responder ao objetivo proposto.
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As fases da pesquisa foram: levantamento bibliografico, leitura e sistematizacdo da
bibliografia de referéncia levantada, construcdo do referencial teorico, descricdo e
categorizacdo dos dados e conclusao.

4. REVISAO BIBLIOGRAFICA
4.1. Cancer

Uma célula tumoral perde sua capacidade de controle do ciclo celular. Isso ocorre
principalmente em decorréncia do surgimento de mutacfes. Existem genes chamados proto-
oncogenes que podem sofrer mutacgdes e, quando isso ocorre, se tornam ativados e passam a ser
chamados de oncogenes. A partir disso, a célula ja ndo se comporta mais como deveria.
Contudo, pode levar anos até que esta célula forme um tumor visivel ou cause problemas
perceptiveis ao paciente. O organismo dispde, ainda, de sistemas de defesa como o sistema de
reparo do DNA, gue pode retardar ou impedir o desenvolvimento da doenca. (INSTITUTO
NACIONAL DO CANCER, 2021)

A evolucéo de um céancer, desde a célula mutada até um tumor clinicamente detectvel,
envolve diferentes estadgios que sdo consequéncia do efeito cumulativo de vérios agentes
cancerigenos. O primeiro estagio € a Iniciagdo, que constitui a acdo de um agente cancerigeno
sobre 0 DNA, ativando proto-oncogenes. Em seguida, esta o estagio da promocao, onde a célula
ativada entra em contato continuado com um agente oncopromotor. Nesta etapa, a célula ird
lenta e gradualmente se tornar maligna, ou seja, sua divisdo celular comeca a sair do controle.
Por ultimo, em decorréncia do contato com oncoaceleradores, o tumor alcanca o estagio de
progressdo, onde a multiplicacdo celular esta irreversivelmente descontrolada. Nesta etapa,
passam a ser observaveis os primeiros sinais clinicos. O tabaco é um agente carcindgeno
completo, pois possui componentes que atuam nos trés estagios da carcinogénese.
(INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2021)

4.2. Cancer de Bexiga

No Brasil, foram registrados 10.640 novos casos de cancer de bexiga em 2020, o que
representa 1,6% do total de casos de cancer (KORKES; MALUF, 2021). No mundo, a cada
ano, sao registrados (aproximadamente) 500.000 novos casos e 200.000 mortes, e em 2020,
existiam 1,6 milhdes de pessoas vivendo com a doenga (LENIS; LEC; CHAMIE, 2020).

O cancer de bexiga ¢ um subtipo (e representa 95% dos casos) de cancer urotelial.
Outros tipos de cancer urotelial sdo neoplasias no trato urinario superior (bacinete e ureteres),
uretra proximal e adenocarcinomas. O sinal clinico mais comum entre canceres de bexiga é a
hematuria. Apesar disso, apenas 16,5% dos pacientes que apresentam hematuria estdo com
cancer de bexiga, sendo este um sinal clinico altamente inespecifico (LENIS; LEC; CHAMIE,
2020).

Dentre os fatores de risco melhor estabelecidos, estdo: género, o risco de desenvolver
cancer de bexiga ao longo da vida é de 0,27% em mulheres e 1,1% em homens (LENIS, LEC
e CHAMIE, 2020); tabagismo, FREEDMAN, SILVERMAN, et al. conduziram, em 2011 um
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estudo de coorte que acompanhou cerca de 460.000 pessoas durante 11 anos (1995 — 2006) e
constatou que a probabilidade de desenvolvimento do céncer de bexiga era 3 vezes maior em
ex-fumantes do que em pessoas que nunca fumaram, ¢ 4,5 vezes maior entre fumantes ¢ “nunca-
fumantes”; idade, o diagnostico ocorre entre 70 e 84 anos, em média; toxicologia ocupacional,
através da exposicao cronica a compostos derivados do benzeno e aminas aromaticas (LENIS;
LEC; CHAMIE, 2020).

Em termos fisiopatologicos, o cancer de bexiga se inicia no urotélio, a camada apical de
tecido epitelial, na luz do trato urinario. A partir do urotélio, a neoplasia pode migrar para a
membrana basal e para as camadas de tecidos subjacentes, que sdo duas camadas de tecido
muscular, um tecido adiposo e outro epitélio, todos altamente vascularizados. Essa invaséo
tecidual favorece a presenca de células metastaticas na corrente sanguinea (LENIS; LEC;
CHAMIE, 2020).

O tumor pode se apresentar em diferentes niveis de invasdo tecidual. Como se vé na
figura 1 (SANLI, DOBRUCH, et al., 2017), a cada camada de tecido invadida, o tumor alcanca
um novo estagio. Cada estadgio tumoral representa um fendtipo (tabela 1), causado por
mutacdes em diferentes genes e, consequentemente, com expressao diferencial de RNAs e
proteinas. Ou seja, 0s estagios (ou fenotipos) tumorais sdo caracterizados pelo grau de invasao
tecidual; existem sete estagios que o cancer de bexiga pode alcancar: Cis (ou Tis), Ta, T1, T2,
T3 e T4.

I Bladder lumen E
= Ureter { b Tk &K :
e Urothelium |

'
~Lamina propria |
I

= — Muscularis E
propria

Bladder

Urethra— i Grade1 Grade 2 , Grade3 1973 WHO

 PUNLMP | Low grade High grade , 2004 WHOASLP

Figura 1 Classificacao dos tumores de bexiga. Representacdo esquematica de diferentes tumores de bexiga em
variados graus de invasdo tecidual, identificados de acordo com a classificagéo indicada na tabela 1. Retirado de
SANLI, DOBRUCH, et al., 2017.

A invasdo muscular € um marco importante na progressdo da doenga, de modo que 0s
canceres de bexiga também podem ser classificados em dois grupos: aqueles que nao envolvem
invasdo muscular (CIS, Ta e T1) e aqueles que envolvem (T2, T3 e T4). O primeiro grupo é
chamado de NMIBC (do inglés, non—-muscle-invasive bladder cancer) e o segundo, de MIBC
(do inglés, muscle-invasive bladder cancer) (LENIS; LEC; CHAMIE, 2020).
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Tabela 1 Classificacdo dos tumores de bexiga. Classificacdo de tumores de bexiga de acordo com a profundidade
da invasdo tecidual, adaptada. CIS*: Fenétipo especial com lesdo extensa e plana e de alta recorréncia.

Estagio Tumoral Profundidade da Invasdo

Ta Carcinoma Papilar Nao-Invasivo
CIS (carcinoma in situ) Carcinoma Papilar Nao-Invasivo
Tl Invasdo da Lamina Propria

T2a Invasdo Muscular

T2b Invasdo Muscular

T3 Invasao Perivesical

T4 Extensédo Extravesical

Fonte: Autoria Prdpria.

Todos os tumores, de modo geral, podem ser divididos em graus de agressividade, de
acordo com o grau de diferenciacdo apresentado pelas células cancerosas. A diferenciacdo é
avaliada por caracteristicas morfologicas, que sdo particulares a cada tipo de tecido
(MATULAY; KAMAT, 2018). A maioria das neoplasias sdo classificadas em trés graus (1 —
3), tumores cerebrais possuem quatro (1 — 4) e canceres de prostata seguem a escala Gleason
(6 — 10). O sistema de classificacdo da agressividade do cancer de bexiga, preconizado pela
Organizagdo Mundial da Sadde, é dividido de forma binaria em alto e baixo graus
(HUMPHREY et al., 2016).

Como o grau de agressividade do tumor reflete sua capacidade de invasao tecidual, tem-
se que a maioria dos tumores de baixo grau encontram-se nos estagios Ta — T2a. Seguindo a
mesma logica, a maioria dos tumores >T2b serdo de alto grau, mas existem exce¢des. Uma
delas é o CIS que, apesar de ndo apresentar invasdo tecidual, apresenta niveis de diferenciacdo
celular, agressividade e recidiva condizentes com tumores de alto grau (MATULAY, 2018).

Com isso, torna-se possivel classificar o tumor de acordo com o grau de invasdo
tecidual, separando-o nos sete estagios citados acima, ou de acordo com o grau de diferenciacédo
das celulas neoplasicas com relagéo a celula que as originou, separando 0s tumores em graus
(alto e baixo).
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Estudos independentes identificaram mutagcGes em comum entre varios pacientes com
NMIBC (genes FGFR3, PIK3CA, STAG2, RTK/RAS/RAF) e com MIBC (genes ERBB2, p53,
RB1, MDM2, CDKN2A, KDMG6A, ARID1A) (LENIS; LEC; CHAMIE, 2020). Isso mostra
como um mesmo cancer (nesse caso, o de bexiga) pode apresentar diferentes fen6tipos, e essas
diferencas séo discerniveis em nivel molecular. Essas mutac@es influenciam diretamente a
prospeccao do quadro clinico, a resposta ao tratamento, a susceptibilidade ao desenvolvimento
ou agravamento da doenca e abrem portas para uma eficiente ferramenta progndstica.

4.3. Diagnostico do Céancer de Bexiga

O principal achado clinico do cancer de bexiga, a hematdria, ndo € um bom biomarcador
para deteccdo da doenca, devido a sua falta de especificidade. Em outras palavras, nao é
possivel associar a hematiria ao cancer de maneira conclusiva para fins de diagnéstico. Além
da hematuria, outros sintomas e sinais séo a irritacdo ou desconforto na micgéo e sintomas
obstrutivos do trato urinario, como a oligdria.

Quando, em um exame de rotina, é detectada hematuria, a Sociedade Brasileira de
Urologia orienta que seja seguido o algoritmo ilustrado na figura 2. Os exames confirmatorios
de um paciente sob suspeita de cancer de bexiga sdo a cistoscopia e a citologia. O primeiro é
um exame invasivo de alta sensibilidade, exceto em casos de carcinoma in situ, 0 segundo
possui alta especificidade, mas baixa sensibilidade (MENGUAL, LOZANGO, et al., 2013).

Em caso de suspeita de neoplasia metastatica, deve ser pedido um hemograma completo e
determinacéo de perfil metabdlico, incluindo fosfatase alcalina e avaliacdo de func&o renal, e
um exame de cistoscopia urindria (DEGEORGE; HOLT; HODGES, 2017). A cistoscopia
consiste na insercdo de uma cAmera de 5mm de didmetro na uretra, e ainda € essencial para o
diagnostico definitivo.

O acompanhamento da evolucdo de um paciente € menos problematico que o
diagnostico. Quando o cancer de bexiga é confirmado, a hematdria passa a servir como
parametro valido para acompanhamento da eficicia do tratamento (DEGEORGE; HOLT;
HODGES, 2017). Além disso, é feita a dosagem de biomarcadores de urina, como a proteina
NMP22, um biomarcador tumoral (USUBA et al., 2018).

Diante desse cenario, 0 exame de cistoscopia € recomendado a todos 0s pacientes que
apresentam hematuria visivel a olho nu, e a todos os pacientes acima de 35 anos que apresentam
microhematuria. Pacientes que apresentam microhematiria associada a fatores de risco
(tabagismo, exposicdo a carcindgeno) ou a sintomas sugestivos (oliguria, desconforto na
miccao) sdo submetidos a cistoscopia, independentemente de sua idade (DEGEORGE; HOLT;
HODGES, 2017).
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Figura 2 Diagndstico do cancer de bexiga. Fluxograma que instrui ao clinico como proceder em caso de
microhematdria. Adaptado de JUNIOR, DOS REIS e CAMPOQOS, 2010.

E possivel perceber que o diagnostico, além de invasivo, tende a ocorrer em estagios
mais avancados da doenca: o exame conclusivo, a cistoscopia, s6 é feito quando ha achados
clinicos consideraveis, como a hemataria. A presenca de hemaécias na urina ja é um indicador
de agravamento da doenca. Considerando a alta taxa de recorréncia do cancer de bexiga, é
necessario o desenvolvimento de uma metodologia capaz de detectar a doenca ainda em
estagios iniciais. Entretanto, nesses estagios o paciente quase sempre se encontra assintomatico,
entdo esse novo método teria um carater mais profilatico que investigativo.

4.4. Micro-RNA

Os miRNAs sdo RNA nao-codificantes (ncRNA, do inglés non-coding RNA) de fita
simples (ssSRNA, do inglés single strain) de 19 a 25 nucleotideos de extensdo (KIM, 2005).
Durante alguns anos apds sua descoberta em 1993, acreditava-se que estas biomoléculas ndo
possuiam fungdo. Apos quase trés décadas de investigacdo, hoje é possivel afirmar seguramente
gue o miRNA exerce um importante papel regulatdrio sobre a expressdo génica, sendo mais um
constituinte do genoma néo-codificante (IORIO; CROCE, 2012).

Em humanos, sua sintese se da via RNA polimerase I (RNApol 1) (RANI e VISHNOI,
2017). Alguns genes que codificam para miRNA localizam-se em introns, enquanto outros se
localizam em regides intergénicas e possuem seus proprios promotores (RUPAIMOOLE;
SLACK, 2017). A RNApol Il gera um transcrito priméario dupla-fita de cadeia longa, em
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formato de grampo, chamado MiRNA primario (OU zna gene
pri-miRNA). Este produto é processado ainda no
nacleo pela enzima Drosha (RUPAIMOOLE;
SLACK, 2017). A Drosha possui duas subunidades
RNAse Il e um dominio de ligacdo a RNA dupla-fita
(IORIO; CROCE, 2012). Apoés este processamento
baseado em clivagem, obtém-se o pré-miRNA. Em

seguida, por meio do transportador exportina-5, o pré- [Eropeing] l |
miRNA deixa 0 nucleo e avanca para o citoplasma

onde sofre uma segunda clivagem, mediada pela RS
Dicer, outra RNAse 11l. Essa segunda clivagem extrai

0 loop terminal, findando o formato de grampo e Exportin-5-RanGTP
gerando um duplex de RNA que, por sua vez, é

processado pela familia de proteinas argonautas E"P°"
(AGO). A AGO seleciona qual das fitas do duplex sera

mantida, formando, assim, 0 miRNA maduro, de fita Pre-miRNA
simples (RUPAIMOOLE; SLACK, 2017). Ao passo
qgue uma das fitas é selecionada para ser 0 miRNA
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maduro, a outra fita normalmente é degradada, mas W
pode desempenhar funcbes bioldgicas em alguns RNA duplex (22 1)

casos. Por ultimo, a molécula de miRNA é acoplada i?

ao Complexo de Silenciamento Induzido por RNA

(RISC — RNA-induced silencing complex), formando o I
Complexo Ribonucleoproteico contendo RNA (RNPC
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na regido 3 .nao_tradUZIda (UTR’. do inglés Figura 3 Biogénese do miRNA. Retirado de
untranslated region) do RNA mensageiro (MRNA) v 200s.

(Figura 3) (KIM, 2005).

Essa funcdo se baseia na complementariedade entre 0 miRNA e moléculas de mRNA.
Quando ha tal complementariedade, mesmo que parcial, os dois acidos nucleicos ligam-se um
ao outro. Essa ligacdo pode inibir a traducdo do mRNA ou ordenar sua degradacao
(RUPAIMOOLE; SLACK, 2017). O que determina o efeito do miRNA é a extensdo da
complementariedade entre 0 mMiIRNA e 0 mRNA alvo. O miRNA ira induzir a degradacdo do
MRNA quando ambos tiverem complementariedade suficiente para isso, e inibira sua traducédo
quando a complementariedade ndo for suficiente para induzir a degradagdo. Com isso, 0
miRNA exerce a fungéo de ajuste fino da expresséo génica(BARTEL, 2004).

A molécula de miRNA, dessa forma, é um oligbmero de bases ribonucleicas. Sua
variabilidade estrutural o levou a ser classificado em familias e subfamilias. Hoje em dia, ja é
comprovado que as varias familias de miRNA sdo diferencialmente expressas pelas células e
sistemas bioldgicos, e ainda que tecidos saudaveis possuem um perfil de expressao diferente
dos doentes (NEELY et al., 2006).
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4.5. O micro-RNA como biomarcador

Como um biomarcador, 0 miRNA pode ser detectado em fluidos bioldgicos, como
sangue, saliva, muco oronasal e urina. Isso permite um acompanhamento menos invasivo que
biopsias e exames de imagem como a endoscopia (MENGUAL, LOZANO, et al., 2013).

Além disso, ao se considerar 0 uso do sangue como amostra para analise de miRNA,
deve-se levar em consideracdo que o sangue carrega nao somente miRNA que séo secretados
por outros tecidos, como também miRNASs secretados por todos os tipos celulares presentes no
préprio sangue. Por isso, 0 sangue ndo ofereceria um perfil de expressdo de miRNA que fosse
“tecido especifico”. Ademais, variagdes a nivel tecidual da expressdo de um miRNA podem
levar apenas a pequenas varia¢des nos niveis sanguineos deste mesmo miRNA. Por fim, o tipo
de anticoagulante usado para tubo de coleta de amostra de sangue costuma ser
etilenodiaminotetracetato (EDTA), heparina ou citrato. Heparina e citrato podem interferir na
reacdo em cadeia da polimerase (PCR), sendo preferivel o uso do EDTA. Contudo, mesmo em
presenca de EDTA, a expressao e degradacdo de acidos nucleicos nas células sanguineas nao é
interrompida, comprometendo a fidelidade da amostra ao quadro metabolico do paciente. Para
uso do sangue como amostra, deve ser utilizado um agente estabilizador capaz de romper as
membranas e inibir RNAses sem degradar o miRNA. Tubos para obtencdo de sangue para
analise de RNA que atuam por este principio existem sob os nomes de PAXgene™ (da marca
PreanalytiX, Hombrechtikon, Suica) e Tempus (da marca ThermoFisher, Waltham, MA, EUA).
Para 0 uso de soro, 0 EDTA é o anticoagulante de primeira escolha (KAPPEL e KELLER,
2016).

Um estudo de 2014 avaliou a qualidade de amostras de soro de pacientes para deteccao
de miRNAs presentes nas supracitadas microvesiculas, doravante chamados de RNA
intravesiculares. Visando investigar apenas 0os RNA pequenos ndo-codificantes (SNCRNA)
intravesiculares, a amostra de soro foi submetida a uma sequéncia de tratamentos para a devida
extracado e purificacdo do RNA intravesicular. O estudo detectou uma associacao caracteristica
entre expressdo de miRNA e o glioblastoma multiforme, validando o uso de amostra de soro
para obtencdo de um perfil de expressdo de miRNA (MANTEROLA et al., 2014).

Mas, quando se trata de cancer de bexiga, a amostra preferencial é a urina, que entra em
contato direto com o tecido doente e ndo carrega consigo miRNAS expressos em outros tecidos
do corpo. MENGUAL, LOZANO, et al., 2013, buscaram padronizar o uso de urina para
diagnostico do cancer de bexiga através do perfilamento de expressdo de miRNA em pacientes
e grupos controle. Os pesquisadores encontraram perfis de expressao de miRNA diferentes
entre os trés grupos estudados (LGNMIBC, HGNMIBC e MIBC), comprovando a qualidade
desta amostra para o diagnostico e acompanhamento de UCC.

Entretanto, ainda existem necessidades para avancgos, tais como o desenvolvimento de
uma metodologia rapida e barata e de um banco de dados rico com diferentes perfis de
expressdo de miRNA e suas respectivas implicacfes, e uma ferramenta para analise rapida e
eficaz desses dados. Atualmente, existe um banco de dados chamado miRBase, um site de
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dominio publico. Este site é administrado pelo laboratdrio Griffiths-Jones, da faculdade de
Biologia, Medicina e Saude da Universidade de Manchester e é fomentado pelo Conselho de
Pesquisa em Biociéncias e Biotecnologia (BBSRC) (KAPPEL; KELLER, 2016). E importante
lembrar que, para a inser¢do de dados nestes bancos de dados, tambeém é necessario conhecer
as sequéncias exatas de nucleotideos que compdem cada miRNA. Para isso, existem técnicas
de sequenciamento que permitem obter estas informacoes.

KAPPEL; KELLER, (2016) concluiu que, apesar do diagndstico molecular por miRNA
ainda ndo ter se tornado um exame de rotina, ja existem prototipos de ensaios promissores. A
pesquisa determinou, ainda, que um futuro método de analise clinica baseado em deteccéo de
miRNA deveria necessariamente ser constituido de cinco elementos: um tipo de amostra
definido, um meétodo de preparacdo de amostra definido, uma tecnologia de deteccdo
padronizada, um banco de dados de miRNA e uma ferramenta de analise de dados (software).
A padronizacdo do método s6 se da quando cada um desses fatores for individualmente
padronizado sob o escopo do método escolhido.

Os métodos mais estabelecidos para identificacdo e quantificagdo de miRNA séo
adaptacdes de técnicas originalmente desenvolvidas para analise de DNA, como o PCR e
microarrays (DEGLIANGELI, POMPA e FIAMMENGO, 2014).

A variacdo da PCR usada para identificacdo e dosagem de miRNA ¢é a PCR quantitativa
com transcriptase reversa (RT-gPCR). Ela consiste em uma variagdo da PCR original,
utilizando transcriptase reversa para se obter fitas de DNA complementar a partir de fitas de
RNA. Além disso, ela é quantitativa e utiliza sondas de DNA conjugados a marcadores
fotorreativos que permitem quantificar a taxa de pareamento de fitas duplas de DNA.

Microarrays (figura 4) sdo um ensaio quantitativo baseado, assim como a RT-gPCR,
em deteccdo de marcadores fotorreativos, cuja emissdo de luz serd proporcional a taxa de
formacao de fitas duplas (que, por sua vez, é proporcional a taxa de complementariedade entre
o0 analito e as sondas) (COLOMBO e RAHAL, 2010). Esta técnica difere da anterior por ser
realizada em uma lamina, em cuja superficie estdo aderidas sondas de DNA, distribuidos
ordenadamente de modo a ndo se sobreporem. 1sso permite 0 uso de varias sondas diferentes,
consequentemente, permite analisar um perfil de expressdo génica, ao invés de um Unico gene.
(HUNG e WENG, 2016).

Hibridizagdo Aquisigdo da imagem Analise dos dados
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Figura 4 Preparo e leitura de um microarray. Retirado de COLOMBO e RAHAL, 2010.
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Pensando nisso, novas pesquisas tém surgido visando desenvolver métodos com maior
especificidade, comodidade, rapidez, sensibilidade, reprodutibilidade e baixo custo. Entre as
mais promissoras estdo os prototipos de técnicas a base de nanobiotecnologia. Contudo, ainda
ndo parece ter sido possivel desenvolver um método que abranja todas as caracteristicas citadas
(DEGLIANGELI; POMPA; FIAMMENGO, 2014) (FIAMMENGO, 2016).

Dois estudos diferentes revisaram técnicas baseadas em nanotecnologia para detecgdo
e/ou quantificagdo de mIRNA (DEGLIANGELI; POMPA; FIAMMENGO, 2014)
(FIAMMENGO, 2016). Considerando-se todas as técnicas analisadas em ambos os casos, a
faixa de sensibilidade geral variou de 0.01 zmol (0,01 x 10"?! mol) a 350 fmol (350 x 10™**mol).
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Figura 5 Detecgdo fotoeletroquimica de microRNA. A irradiacdo a 405 nm produz uma
fotocorrente forte. Na presenca do miRNA alvo, a hibridizacdo desencadeia a liberacdo de
DNA em solucdo e uma consequente reducdo na fotocorrente observada na irradiacéo.
Retirado de FIAMMENGO, 2016.

Uma das poucas técnicas que apresenta baixo custo, e até portabilidade, é a estratégia
baseada em superficie com leitura eletrogquimica (figura 5). A limitacdo dessa técnica € a
necessidade de muitas etapas para preparacdo da superficie reagente, tornando o processo
dispendioso, o que é desfavoravel para analise de rotina. Esse defeito pode ser contornado
utilizando-se uma suspensdo, ao invés de uma superficie, e leitura Otica, ao invés de
eletroquimica. Nesse outro escopo, a técnica passa a ter apenas uma etapa, mas a sensibilidade
diminui. (FIAMMENGO, 2016).
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NEELY:, (2006) analisou uma metodologia chamada Método de Molécula Simples, para
quantificacdo de miRNA (figura 6). O método baseia-se no uso de sondas de DNA hibridizadas
a marcadores fluorescentes. A técnica se mostrou facil e rapida, e identificou corretamente as
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Figura 6Método de molécula simples para detecgdo de miRNA. Retirado de NEELY,
2006.

diferencas de perfil de expressdo de miRNA em diferentes tecidos saudaveis de um mesmo
organismo. As limitagdes da técnica sdo o custo e a necessidade de elaboracdo de uma curva de
calibracéo.

4.6. O micro-RNA como biomarcador no cancer

Em virtude de sua participacdo direta na sintese proteica, 0s miRNA despertaram muito
interesse na comunidade cientifica, principalmente no que concerne a sua participagdo nos
mecanismos moleculares do cancer. Muitos estudos ja comprovaram a influéncia da regulacéo
pos-transcricional baseada em miRNA sobre processos de crescimento tumoral, invasdo
tecidual, metastase, angiogénese e evasdo do sistema imune (HAYES; PERUZZI; LAWLER,
2014). Inclusive, foi identificado que o miRNA-155 possui um papel dual na oncogénese,
atuando tanto na promogéo da metastase quanto da angiogénese (KONG, HE, et al., 2013).

O céncer é um processo complexo, que envolve diferentes perfis de expressdo de
miRNA (STAHLHUT,; SLACK, 2013). A expressao diferencial do miRNA em diferentes
neoplasias se da por diferentes motivos, entre eles: a amplificacdo ou delecdo cromossémica,
metilagdo do promotor, aumento no fator de transcrigdo ou mutagdes no grupo de enzimas que
participam do processamento do miRNA (HAYES; PERUZZI; LAWLER, 2014).
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A andlise progndstica ndo precisa se basear apenas na analise quantitativa do miRNA.
Jé& foram identificados SNPs (polimorfismos de base Unica) presentes nas regides que codificam
0 MiRNA, em regiGes promotoras e em sitios de ligacdo do miRNA. A identificacdo desses
polimorfismos permite prever a responsividade ao tratamento ou até a susceptibilidade genética
para o desenvolvimento de cancer (DING et al., 2018) (WU et al., 2011) (CHIN et al., 2008).
Por exemplo, WU, 2011, identificou um polimorfismo no gene que codifica 0 mRNA que é
alvo dos miR-200b/200c/429. O mesmo estudo associou a presenga desse polimorfismo a
resisténcia ao tratamento com cisplatina, um agente antineoplésico. E interessante considerar
0s SNPs como biomarcadores prognosticos pois podem ser identificados qualitativamente via
PCR.

Além disso, um mesmo tipo de cancer tambeém apresentara diferentes perfis de
expressao de miRNA em diferentes estagios de desenvolvimento e respostas ao tratamento. 1sso
permite subclassificar neoplasias em grupos progndsticos, com base nesse perfil de expressao
de miRNA (HAYES; PERUZZI; LAWLER, 2014).

A desregulacdo na expressdao de um miRNA pode ser tanto consequéncia quanto causa
da neoplasia. Algumas familias de miRNA, como miR-17~92, miR-221/222 e miR-15/16, ja
foram consistentemente caracterizadas como moduladoras da expressdo de oncogenes e genes
supressores de tumor (HAYES; PERUZZI; LAWLER, 2014).

Em contrapartida, a divisdo celular € mediada por uma série de mecanismos, envolvendo
varias proteinas, que podem ser igualmente interrompidos pela interferéncia de um microRNA.
A desregulacdo da sintese de um microRNA, seja por motivo genético, epigenético,
toxicoldgico ou nutricional, pode levar a interferéncia dos mecanismos de controle do ciclo
celular (MANTEROLA, GURUCEAGA, et al., 2014).

Dessa forma, um exame inicial, que ndo apresenta desregulacdo em uma dessas familias,
e um exame futuro, que o apresenta, podem indicar um agravamento, progressdo ou até o
surgimento da neoplasia. Em contrapartida, em um paciente com sintomatologia e achados
clinicos ainda inconclusivos, uma deteccdo alterada desses miRNA poderia acelerar
significativamente o diagndstico de um cancer (MANTEROLA, GURUCEAGA, et al., 2014).

O genoma humano também possui os ceRNA (RNA competitivo enddgeno): moléculas
que possuem sitios de ligagdo com miRNAs e competem com seu mRNA alvo pelo sitio de
ligacdo ao RISC. Os ceRNA podem ser tanto do genoma nao-codificante quanto moléculas de
mRNA. De modo geral, sua fun¢do é modular a atividade do miRNA, atuando como um ajuste
fino do ajuste fino da expressdo génica. Foi identificado um RNA circular que possui mais de
60 sitios de ligagdo a miRNAs da familia miR-7, ligada a supressao tumoral. O HMGAZ2 atua
como ceRNA da familia let-7, o que foi associado a progressao do cancer de pulméo (HAYES;
PERUZZI; LAWLER, 2014).
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Diferentes familias podem passar a ser expressas de forma associada, chamadas de
clusters, como a familia miR-17~92. Esse cluster é considerado oncogénico e induziu
especificamente um linfoma de células B em modelos murinos (SANDHU et al., 2013).

A caracterizacdo dos perfis de expressédo de miRNA em diferentes condi¢Oes permitiria
criar um banco de dados e, eventualmente, auxiliar no diagnostico e acompanhamento da
progressao, ou regressdo, da doenca. Em 2014, um estudo citou vinte testes clinicos que
estavam sendo feitos para identificar padrdes de expressdao de miRNA em diversas situacdes,
como resposta ao tratamento e biomarcador prognoéstico (HAYES; PERUZZI; LAWLER,
2014).

Em 2014, MANTEROLA acompanhou 75 pacientes com glioblastoma multiforme e 55
voluntarios saudaveis como grupo controle por 3 anos (2009 a 2012). A equipe coletou amostras
de soro, tratou com RNAse e DNAse, para digestdo de acidos nucleicos extravesiculares,
extraiu e purificou 0 RNA das microvesiculas e perfilou 381 miRNAs na amostra de RNA
purificada. O experimento identificou uma assinatura de expressdo de RNAs pequenos nao-
codificantes (sncRNA), que envolvia 3 familias: 2 miRNAs (miR-320 e miR-574-3p) e 1 RNA
nuclear pequeno (snRNA) (RNUG6-1). Essa assinatura distinguiu as células neoplasicas das
saudaveis, mas essas familias de miRNA costumam ser encontradas em outros tipos de cancer,
0 que compromete o diagndstico diferencial. Por outro lado, a familia RNU6-1 aparenta ser um
indicador especifico de glioblastoma multiforme.

Como ja foi dito, seja qual for a técnica que se estabelecera para uso em rotina, sera
necessario o uso de um banco de dados e uma ferramenta de anélise de dados, na forma de um
software, de modo a tornar o perfilamento rapido e eficiente.

4.7. Micro-RNA como biomarcador no diagnéstico do cancer de bexiga

Uma série de trabalhos voltados para identificacdo de familias de miRNA cujas
expressdes estivessem alteradas no cancer de bexiga foram conduzidos nos ultimos anos.
Muitos outros cientistas investigaram os pormenores da participacdo dos miRNA no processo
de oncogénese do cancer de bexiga. A seguir, apresento, resumidamente, as metodologias
empregadas e resultados obtidos por estes trabalhos.

CATTO, MIAH, et al., 2009, analisaram amostras de células de 72 individuos
diferentes. Foram utilizadas células uroteliais cancerosas e células normais de individuos com
carcinoma de células uroteliais (UCC, do inglés urotelial cell carcinoma) e, também, células
normais de individuos saudaveis (chamados de Grupo Controle). Além disso, eles investigaram
a participacdo dos miRNAs 99a e 100. Comparando-se células normais de individuos com UCC
e as células do grupo controle, foram identificados trinta e seis miRNAs desregulados, dos
quais, todos estavam sendo hiperexpresso. Tambem foi notado que miRNAs desregulados
estavam organizados em diferentes clusters, e a desregulacao que afeta um cluster, o afeta como
um todo, desregulando todos os miRNA nele presentes. Ao incluir as amostras de tecido
urotelial maligno, encontraram doze miRNAS que eram expressos apenas no tecido doente, dos
quais, cinco a sete podiam identificar o cancer urotelial com uma sensibilidade de 90% a 100%,
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e uma especificidade de 80% a 100%. Dezesseis miRNAs estavam diferencialmente expressos,
tanto no urotélio doente, quanto nas células normais de individuos com UCC. Destes, treze
estavam hiperexpresso, e sete estavam muito desregulados ja nas células normais, indicando
um papel importante destes mecanismos nos estagios iniciais da doenca, e um potencial para
diagndstico prematuro.

Ao se analisar os perfis de expressdo génica relativas a divisdo fenotipica, NMI de alto
e baixo grau, e UCC invasivo (inv-UCC), CATTO, MIAH, et al., 2009, descobriram que havia
uma grande diferenca entre estes grupos. Tumores NMI de baixo grau apresentavam vinte e
cinco miRNAs desregulados, dos quais dezoito estavam sendo hipoexpressos; NMI de alto grau
possuiam trinta miRNAs desregulados, dos quais vinte e oito estavam sendo hiperexpressos, e
0s inv-UCC possuiam vinte miRNAs hiperexpressos, de um total de vinte. Também haviam
quatro miRNAs que estavam igualmente desregulados em todos os fendtipos. Os autores
concluiram que a expressao alterada de miRNA ocorre comumente em UCC, de maneira
fenotipo-especifica. Por isso, estas biomoléculas possuem um grande potencial para
desempenharem a funcdo de biomarcador. O trabalho agrega evidéncias de que elas permitem
diagnosticar a doenca, além de avaliar o estagio, grau de invasdo e agressividade do tumor.

DYRSKJgT, OSTENFELD, et al., 2009, também conduziram anélises comparativas de
perfil de expressdao de miRNA entre células uroteliais malignas e outros tipos celulares. O
estudo utilizou culturas de células que foram submetidas a analises de viabilidade, microarrays
e RT-gPCR para obtencdo dos resultados. Em seguida, foram feitas caracterizagbes para
elucidar as participagdes do miR-129 e do miR-21 no progresso da doenga. Foram utilizados
trés grupos de células: o primeiro foram cinco linhagens comerciais de células uroteliais
cancerosas; o segundo foram linhagens comerciais de células epiteliais da bexiga imortalizadas;
e o terceiro foram células obtidas por bidpsia de pacientes com UCC (a coleta de alguns destes
pacientes foi repetida ao longo do ano, permitindo identificar tumores que mudaram de fen6tipo
durante este tempo). Foram analisados duzentos e noventa miRNA, ao todo. Novamente, 0
fendtipo do tumor foi levado em consideracdo ao se analisar o perfil de expressdo génica. 1sso
permitiu identificar trinta miRNAs que estavam diferencialmente expressos entre os dois
grupos (NMI e MI). Ademais, os perfis de expressdao de miRNA dos tumores em progressao
eram parecidos com os dos tumores invasivos, mostrando sinais precoces de potencial invasivo.

Analises estatisticas mostraram boas combinagdes de miRNAs para serem investigados
guando se trata de analises prognosticas: miR-133b + miR518c* e miR133b + miR-129, sendo
a hiperexpressao do miR-129 um forte indicador de potencial de invasdo tecidual, pois, estava
significativamente hiperexpresso em tumores MI, NMI em progresso e tumores com CIS. Além
disso, 0 miR-21 se mostrou um marcador diagndstico viavel para o cancer de bexiga, mas falta
analisar seu perfil de expressdo em outros canceres, para avaliar sua especificidade. miR-143 e
miR-145 eram 0s mais hipoexpressos dentre os miRNAs analisados, o que, segundo o autor, ja
foi identificado em outros tipos de cancer.

Comparando tumores invasivos e néo-invasivos, foi encontrado que miR-141 e
miR200c estavam consideravelmente hipoexpressos. Outros estudos apontam que estes
miRNAs estdo hipoexpressos em células que passaram pela transicdo epitélio-mesenquimal
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(EMT, do inglés, epithelial-mesenquimal transition). Em tumores com CIS ou invaséo tecidual,
também foi encontrada uma hipoexpressdo do miR-320a. Exclusivo aos tumores com CIS
adjacente, hd 0 miR-498, cuja expressao esta significativamente alterada (o artigo ndo explicita
a natureza da alteracdo). Tumores que apresentaram posterior progresso em termos de invasao
tecidual possuiam, em comum, uma hipoexpressdo do miR-29. O autor concluiu que existem
potenciais biomarcadores para o cancer de bexiga entre os miRNA, e que seus achados
poderiam contribuir para a classificacdo diagnostica e progndstica da doenca.

ENOKIDA, YOSHINO, et al., 2016, conduziram uma revisao bibliogréafica, levantando
0 que se sabia até entdo acerca do papel do miRNA no cancer de bexiga (sendo exatamente este
0 nome do trabalho). Entre os artigos revisados estavam trabalhos dos proprios autores, onde
relatam ter encontrado muita semelhanca entre as técnicas de deep sequencing (DS) e RT-
gPCR. Os potenciais biomarcadores encontrados foram divididos em miRNA oncogénicos
(onco-miRNASs) e miRNA supressores de tumor (TS-miRNA). O primeiro grupo inclui: miR-
9, miR-10b, miR-19a, miR-96, miR-150 entre outros; ja o segundo grupo inclui, mas ndo esta
limitado a: miR-1, miR-16, miR-24, miR-101, miR-125b, miR-129 e miR-133a.

GOTTARDO, LIU, et al., 2007, conduziram um trabalho de perfilamento de miRNA
em canceres renais e uroteliais. Foram utilizadas amostras de bidpsias de pacientes voluntarios,
e o perfil de expressdo de miRNA foi analisado utilizando-se microarray. A pesquisa
encontrou um gupo de miRNAs (miR-223,miR-26b, miR-221, miR-103-1, miR-185, miR-23b,
miR- 203, miR-17-5p, miR-23a, and miR-205) que estdo todos hiperexpressos no cancer de
bexiga, quando em comparagdo com células uroteliais normais. E interessante destacar que o
miR-185 estava hiperexpresso nos dois canceres estudados, mostrando ndo possuir
especificidade, mas podendo ser um bom biomarcador para o cancer no trato urinario. Da
mesma forma, 0 miR-17-5p, juntamente de seu cluster miR-17-92, est4 desregulado em varios
canceres diferentes.  Analisando a relacdo entre a expressdo de miRNA e o0s estagios da
doenca, também descobriram que 0 miR-26b possui a tendéncia de ser progressivamente menos
expresso, conforme o avancar da doenca.

CHIYOMARU, ENOKIDA, et al., 2010, investigaram a participagdo dos miR-145 e
miR-133a no cancer de bexiga. Ambos regulam a expressdo da proteina homdloga de fascin |
(FSCN 1), uma proteina estrutural de ligacdo a actina, responsavel por promover protusdes na
membrana celular e participando da construcdo de filopddios, sugerindo participacdo em
processos de metastase e invasdo tecidual. Foram utilizadas amostras de tecido coletadas de 66
pacientes submetidos a cistectomia ou resec¢do transuretral. Foram feitas analises com RT-
gPCR, western blotting, imunohistoquimicas, hibridizacdo in situ e teste de luciferase. Em
varios canceres diferentes, a sobreexpressdo de FSCN | esta correlacionada com tumores de
alto grau, extensiva invasdo tecidual, metastase e progndsticos ruins. Confluentemente, o estudo
detectou uma forte inibicdo da proliferagdo celular em células transfectadas com miR-133a,
além de confirmar a hipoexpressao deste miRNA em cancer de bexiga. Células transfectadas
com miR-133a e miR-145 também perderam consideravelmente sua capacidade de invasdo
tecidual. O autor cita trés estudos que identificaram um aumento na expressao de FSCN | no
cancer de bexiga. Somado a isso, o0 estudo identificou uma correlagdo entre a dimenséo da
sobreexpressdo de FSCN 1 e o estagio tumoral, aléem da diminuicdo de viabilidade das células
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tumorais submetidas ao knockdown do FSCN 1. O estudo concluiu que estas sdo fortes
evidéncias da funcéo oncogénica do FSCN I, e da fungéo de supressao de tumor dos miRNAs
em questdo, cujo mecanismo estd diretamente relacionado com a inibicdo da expressdo de
FSCN 1.

CAO, WANG, et al., 2019, investigaram a participagdo do miR-129-5p no céncer de
bexiga. A resisténcia a gemcitabina é um fator complicador importante neste tipo de cancer, e
analises de RT-qPCR, citometria de fluxo e viabilidade celular permitiram elucidar a
participacdo deste miRNA na resisténcia a gemcitabina e seu respectivo mecanismo de acéo.
Os autores descobriram que uma hipoexpressao do miR-129-5p contribuia para o
desenvolvimento de resisténcia a droga em questdo. Além disso, a transfeccao de células com
miR-129-5p restaurava a sensibilidade celular ao medicamento. A anélise mecanistica revelou
gue Wnt5a é o alvo do miRNA, e um knockdown deste gene restaura a resisténcia a gencitabina.

CHEN, ZENG, et al., 2014, investigaram a participacdo do miR-200b no céancer de
bexiga, mais especificamente na sinalizacdo mediada por fator de crescimento transformador
beta-1 (TGF-PB1). Este fator de crescimento € um regulador da expressdo de metaloproteinase
de matriz 16 (MMP-16) e mediador putativo do processo de transi¢do epitelial-mesenquimal
(EMT). Tratamento de cultura de células com fator de crescimento transformador 1 (TGF-f1,
do inglés transforming growth factor 1) western blotting e RT-gPCR foram utilizados para
obtencdo de resultados. Tratamento com o horménio diminuiram significativamente a
expressdo de miR-200b, que, por sua vez, foi associado ao MMP-16, através de ferramentas de
bioinformética. Essa associacdo foi confirmada por ensaio reporter da luciferase. O trabalho
concluiu que 0 TGF-B1 induz EMT e a desregulacio doMMP-16 via miR-200b, em canceres
de bexiga.

FRIEDMAN, LIANG, et al., 2009, investigaram a participa¢do do miR-101 no céncer,
via mecanismos epigenéticos mediados pelo complexo repressivo Polycomb 2 (PRC2). Este
complexo proteico €é responsavel por metilar residuos de lisina nas histonas, e € um repressor
putativo de genes supressores de tumor. Além disso, os autores fizeram observacdes superficiais
em termos de perfil de expressdo de miRNA. O estudo utilizou cultura de células, microarray,
RT-gPCR, transformacédo genética, westerns blotting e ensaios de luciferase para obter dados.
As células analisadas foram linhagens comerciais em comparagcdo com amostras de carcinoma
de células transicionais (TCC, do inglés transitional cell carcinoma). Estas apresentaram perfis
de expressdo de miRNA diferenciados, destacando-se: miR-1, miR-101, miR-143, miR-145 e
miR-29¢ como hipoexpressos; e miR-182, miR-183, miR-203, miR-224 e miR-196a como
hiperexpressos. Os autores sugerem que o painel de expresséo de miRNA observado
provavelmente configura uma assintarua de miRNA especifica ao TCC. O estudo comprovou,
também, que o EZH2, uma subunidade catalitia do PRC2, é um alvo direto do miR-101.
Concluiu-se que este miRNA é um importante gene supressor de tumor, pois inibe a expressdo
de uma proteina supressora de genes supressores de tumor, sendo um potencial biomarcador
para o diagnostico inespecifico de cancer.

LIN, DONG, et al., 2009 investigaram a participacdo do miR-143 no cancer de bexiga,
além de analisar os perfis de expressdo de miRNA de tumores de bexiga em comparacéo a
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outras células. Culturas de células, microarray, northern e western blotting, RT-gPCR,
ferramentas de bioinformatica e transformacgdes genéticas foram realizadas para a conducéo
deste estudo. Em comparacdo ao grupo controle, haviam 38 miRNAs hipoexpressos e 37
miRNASs hiperexpressos em células cancerosas. Destas, 0s tumores de bexiga, especificamente,
apresentaram 8 miRNAs hipoexpressos: miR-143, miR-145, miR-125a, miR-125b, miR-199,
miR-200a, miR-200c e miR-210.  Analises estatisticas em quatro softwares diferentes
indicaram uma sequéncia na 3> UTR da proteina k-RAS complementar ao miR-143. Esta
proteina € um conhecido oncogene envolvido na tumorigénese do cancer de bexiga. O artigo
concluiu que foi possivel provar que a hipoexpressdo de miR-143 ¢é diretamente relacionada
com o processo tumoral, pois, células transformadas com inducgéo de sobreexpressao deste gene
tiveram seu crescimento inibido.

SONG, ZHANG, et al., 2013 investigaram a participacdo do miR-708 no céncer de
bexiga através da modulacdo da expressdo de caspase-2. Esta € uma enzima importante no
processo de apoptose, e sua inibicdo indevida pode levar a carcinogénese. O estudo utilizou
citometria de fluxo, RT-qPCR, ensaio reporter da luciferase e western blotting para obtencéo
de resultados. Foi encontrado que miR-708 estava consideravelmente hiperexpresso em
tumores de bexiga, quando em comparacdo com células normais e até mesmo outros tumores.
Isto sugere sua acdo como oncogene, o que foi confirmado pela inbicdo do crescimento em
células onde a expressdo deste miRNA foi silenciada. Analises mais detalhadas identificaram
uma forte associacdo entre 0 aumento na expressao de miR-708 e a diminuicao da expresséo de
caspase-2. Os autores concluiram que este miRNA é um bom marcador diagnéstico em
potencial, mas acrescenta que seus resultados precisam ser confirmados por estudos sobre sua
atuacdo em outros tumores.

5. RESULTADOS

Os artigos incluidos ofereceram um grande volume de dados brutos. Diferentes formas
de classificar os tumores de bexiga foram utilizadas pelos autores. Da mesma forma, uma
variedade de tipos de amostras e delineamentos metodoldgicos diferentes foram empregados.
Adiante, estes autores sdo devidamente categorizados para, em seguida, terem seus dados
compilados em uma tabela a partir da qual serdo discutidos os melhores candidatos a
biomarcador em cancer de bexiga.

Cruzando estes resultados, € possivel identificar miRNAs que ja possuem fortes
evidéncias de seu potencial como biomarcador. A seguir, na tabela 2, estdo os autores cujos
dados foram analisados, bem como seu ano do estudo, delineamento, amostra utilizada, o
namero de miRNA que foram testados e sua numeracdo de referéncia. A numeragdo de
referéncia serd utilizada para identificacdo dos dados de cada autor na tabela 3. Na tabela 3,
estd a compilacdo dos dados dos estudos incluidos neste trabalho. A hiperexpresséo é denotada
pelo sinal de positivo (“+7), e a hipoexpressao, pelo sinal de negativo (“-”). Sobrescrito ao sinal
estd o numero da referéncia do dado inserido. A numeracao das referéncias se encontra abaixo,
e serve como padrdo para a numeragdo usada no preenchimento da tabela.
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Tabela 2 Identificacdo dos estudos incluidos na analise

N° Autor Titulo do Trabalho Ano Delineamento Tipo de N°
Metodolégico Amostra miRNAs
analisados

1 CATTO Distinct MicroRNA Alterations 2009 Coorte Biépsias 322
Characterize High- and Low-
Grade Bladder Cancer

2 FRIEDMAN  ThePutative Tumor Suppressor 2009  Transversal  Biopsias 1
microRNA-101 Modulates

theCancer Epigenome by
Repressing the Polycomb Group
Protein EZH2

3 GOTTARDOQ Micro-RNAprofilinginkidney 2007  Transversal  Bidpsias 368

and bladder cancers

4 LIN MicroRNA-143asaTumor 2009  Transversal  Biopsias 1
Suppressor for Bladder Cancer

5 DYRSKJIgT _ Genomic Profiling of 2009  Transversal  Biopsias 290
MicroRNAs in Bladder Cancer:

miR-129 Is Associated with
Poor Outcome and Promotes
Cell Death In vitro

6 MENGUAL  Using microRNA profilingin 2013 Coorte Urina 40
urine samples to develop a non-
invasive test for bladder cancer

7 ZHANG Cell-Free Urinary MicroRNA- 2014  Transversal Urina 955
99a and MicroRNA-125b Are

Diagnostic Markers for the Non-
Invasive Screening of Bladder
Cancer

8 LUO InNcRNA CASC11promotes 2018  Transversal Plasma 1
cancer cell proliferation in
bladder cancer through miRNA-
150

9 Serum microRNA expression
signatures identified from genome-

wide microRNA profiling serve as
JIANG novel noninvasive biomarkers for 2015 Coorte Soro 529

diagnosis and recurrence of bladder
cancer

Transforming growth factor-p1

induces epithelial-mesenchymal Cultura
transition and increased expression . .
10 CHEN of matrix metalloproteinase-16 via 2014 In Vvitro ,de 1
miR-200b downregulation in bladder Células
cancer cells

Fonte: Autoria Prdpria
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Abaixo, estd uma tabela com os dados destes autores, compilados e comparados. Células
verdes indicam hiperexpressdo, células vermelhas indicam hipoexpressdo, e células amarelas
indicam incongruéncias. E importante ressaltar que muitas classificacdes diferentes foram
usadas, entre os autores. Alguns classificaram os tumores em invasivos e ndo invasivos, outros
em alto e baixo grau, outros pelo sistema da OMS (Ta-T4 e CIS); além disso, alguns estudos
de coorte incluiram tumores em progressdo em suas classificagdes. O modelo seguido por esta
tabela é o preconizado pela OMS (Ta-T4 e CIS).

Tabela 3 Expressdo de miRNA por estagio tumoral. A hiperexpressdo é denotada pelo sinal de positivo (“+”) e
pela cor verde, e a hipoexpressdo, pelo sinal de negativo (“-”) e a cor vermelha. Incongruéncias sdo identificadas
pela cor amarela.

Ta T1 T2a T2b T3 T4 CIS

miR-1

miR-100

miR-101

miR-103-1

miR-106a

miR-107

miR-125a

miR-125b

miR-126

miR-129-5p

miR-130b

miR-133a

miR-133b e A B L I A By A I S B S L I A

miR-135b
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miRNA /
Estagio

Ta T1 T2a T2b T3 T4 CIS

miR-140-5p

miR-142-3p

miR-142-5p

miR-143

miR-145

miR-147

miR-148a

miR-149

miR-15a

miR-150

miR-152

miR-17-5p

miR-183

miR-184

miR-185

miR-187

miR-18a*

miR-19

miR-193a

miR-193a
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miRNA /
Estagio

Ta T1 T2a T2b T3 T4 CIS

miR-193a-3p

miR-195

miR-198

miR-199b

miR-200b

miR-200c

miR-203

miR-204

miR-205

miR-20a

miR-21

miR-210

miR-211

miR-214

miR-218

miR-221

miR-223

miR-23a

miR-23b

miR-25

miR-26a

miR-26b
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miRNA /

o Ta T1 T2a T2b T3 T4 CIS
Estagio

miR-27a*

miR-27a-3p

miR-299-3p

miR-29a

miR-29b

miR-29c

miR-302b

miR-30-5p

miR-30a-3p

miR-31

miR3187-3p

miR-32

miR-320a

miR-324-5p

miR-338-3p

miR-361-5p

miR-373

miR-373*

miR-375

miR-376a

miR-380-5p

miR-382
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miRNA /

o T2a T2b T3 T4 CIS
Estagio

miR-383

miR-411

miR-424

miR-429

miR-449b

miR-450a

miR-451

miR-455-5p

miR-483-3p

miR-489

miR-492

miR-498

miR-503

miR-507

miR-510

miR-512-3p

miR-517c

miR-518e

miR-518*

miR-519e*

miR-520d

miR-549
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miRNA /
Estagio

miR-564

miR-566

miR-569

miR-572

miR-591

miR-600

miR-601

miR-622

miR-627

miR-639

miR-644

miR-646

miR-649

miR-659

miR-9

miR-92

miR-92a

miR-93

miR-95

miR-96

miR-99a

Fonte: Autoria Propria
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Ao inserir os dados brutos das bibliografias estudadas na tabela, muitos miRNA se
destacaram pela congruéncia ou incongruéncia de resultados de diferentes autores. A partir de
algumas incongruéncias, foram identificados desvios metodoldgicos que levaram a invalidacao
dos resultados de dois autores.

Apesar disso, seus resultados estdo mantidos na tabela, assim como as congruéncias e
incongruéncias que criaram, pois, a invalidagdo foi posterior a analise dos dados obtidos destes
estudos. Abaixo, é oferecida uma breve discusséo acerca destes fendmenos, e serdo levantadas
hipoteses que os justifiquem.

Incongruéncias

miR-31: Ambos autores fizeram estudos coesos que nao se enquadraram em nenhum
critério de exclusdo. Contudo, apresentam resultados contraditorios quanto a alteracdo da
expressdo de miR-31. Por um lado, DYRSKJ@T detectou hipoexpressao exclusiva a tumores de
alto grau, por outro, LIN detectou hiperexpressao inespecifica. Estes resultados sao
incompativeis, de modo que o miR-31 foi considerado como um candidato ruim a biomarcador.

miR-126*: Ambos autores conduziram estudos coesos, sem atenderem a critérios de
exclusdo. Apesar dos resultados aparentemente confiaveis, se contradizem no que concerne a
expressdo do miR-126*. Por um lado, DYRSKJgT encontrou 0 miR-126* hipoexpresso em
todos os fenotipos, enquanto MENGGUAL o encontrou hiperexpresso em todos os fenétipos.

Nestes dois primeiros casos, onde resultados contraditorios foram relatados por autores
cujos trabalhos ndo apresentaram desvios e levantassem desconfianca, € possivel considerar
diferengas étnicas, nutricionais ou culturais que justifiguem estas diferengcas. SHIMIZU,
SUZUKI, et al., 2012, investigaram fatores epigenéticos por tras da expressdo de miRNA em
tumores de bexiga e identificaram padrdes de metilagdo diferenciados em pacientes com
diferentes prognosticos.

Além dos fatores citados, quaisquer diferencas relacionadas ao local onde as amostras
foram obtidas levam a grandes diferengas no ponto de vista epigenético. Composicao do ar,
temperatura, variacdo térmica, umidade, pressao atmosférica, acesso a agua tratada, consumo
de alimentos industrializados, o estresse, polui¢do e animais de estimacdo sdo apenas alguns
exemplos das coisas que alteram nossa expressividade genética, e podem afetar os mecanismos
moleculares do cancer.

miR-133b: A aparente discordancia se da em decorréncia das diferentes categorizagdes
a que os dados da tabela foram submetidos. DYRSKJg@T, em seu estudo transversal, ndo
detectou 0 miR-133b como diferencialmente expresso em cancer de bexiga com relagdo ao
tecido normal, nem em tumores de alto grau, com relacdo aos de baixo grau. Também n&o o
detectou como hipoexpresso, contradizendo os outros autores. Contudo, DYRSKJgT detectou
a hiperexpressdao de miR-133b em tumores em progressao, ou seja, que vieram a assumir
fenotipos mais agressivos apos a coleta das amostras.
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J4 ICHIMI e CATTO detectaram o miR-133b hipoexpresso em tumores de bexiga.
Além disso, ambos estudos eram de coorte, 0o que torné-los-ia mais confiaveis. ICHIMI,
inclusive, analisou inicialmente 22 amostras e, depois, conduziu estudos confirmatérios com
135 amostras, que corroboraram para 0os achados anteriores. Apesar disso, é controverso
ICHIMI ndo ter detectado expressdo diferencial de miRNA em diferentes estagios tumorais.

Tendo uma maioria de autores relatando experiéncias que apontavam para a expresséo
diferencial de miRNA em diferentes estagios tumorais, os resultados de ICHIMI se tornam
inconsistentes com a bibliografia, de modo que o estudo ndo serd incluido nas discussfes que
se seguirdo. Com isso, as incongruéncias presentes nos miR-9 e miR-223 sao resolvidas.

Por outro lado, CATTO conduziu um estudo de coorte coeso, sem resultados
contraditérios ou falhas metodologicas que levantassem duvidas. Por isso, os resultados
controversos fazem de miR-133b um candidato ruim a biomarcador, e ainda precisa ser
investigado melhor para ser considerado viavel.

miR-145: A presenca de dados aparentemente contraditorios oriundos dos estudos de
DYRSKJgT séo explicados pelas diferentes categorizagdes a que os dados foram submetidos
em seu trabalho. Em uma analise, ele detectou 0 miR-145 hipoexpresso em tumores de bexiga.
Apesar disso, ele detectou hiperexpressdo deste miRNA em tumores em progressao.

Por outro lado, LIN apresenta um estudo transversal coeso, onde foi realizado um
perfilamento preliminar da expressdao de miRNA, nédo estagio-especifico, e, em seguida, uma
analise mais aprofundada do miR-143. O miR-145 foi o miRNA cuja alteracdo de expresséo se
apresentou mais acentuada (Fold médio = -15,9 com DP = 9,06).

Os dados de DYRSKJgT e LIN sdo coerentes entre si, e a aparente discordancia é
oriunda da possibilidade de o miR-145 estar hiperexpresso, exclusivamente, em tumores em
progressao. Em seu trabalho, DYRSKJgT também relata ter detectado miR-145 hipoexpresso
em tumores, com relacdo ao tecido normal, e até mesmo como sendo aquele com a alteracéo de
expressao mais acentuada dos miRNAs analisados. Ademais, no estudo de DYRSKJgT, o miR-
145 n&o apresentou expressao diferencial entre tumores de alto e baixo grau.

Estes dados fazem do miR-145 um bom biomarcador em potencial, cujo papel na
progressdo tumoral precisa ser investigado mais detalhadamente. Estudos independentes
encontraram-no acentuadamente hipoexpresso, ndo apenas no cancer de bexiga, mas em outros
tipos de cancer, como o cancer de mama, préstata e colon. Dessa forma, ele se torna um bom
biomarcador em potencial para o cancer, mas sem especificidade para o carcinoma de células
uroteliais, e um bom biomarcador prognostico, evidenciando o agravar da doenca.

miR-152: Em seu estudo transversal, JJANG incluiu um ndmero considerdvel de
pacientes, se comparado aos outros estudos analisados, contando com 250 pacientes de cancer
urotelial, e 240 controles. Seu estudo é bem sistematizado e gera dados confiaveis. Com base
no perfilamento de miRNA diferencialmente expresso em tecidos normais e cancerosos, 0 miR-
152 foi escolhido para compor um painel de 6 miRNAs que, segundo 0s autores, representariam
um bom painel diagnostico. O estudo destaca que a hiperexpressdo de miR-152 estava, em
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citacdo direta: “[...] significativamente correlacionada com o estagio avancado do tumor.”
(JIANG, DU, et al., 2015, p.857).

JIANG utilizou de diferentes abordagens estatisticas para confirmar seus resultados.
Apesar de detectar a hiperexpressdo do miRNA em tumores de alto grau, ndo apontou
hipoexpressdo do miR-152 em tumores de baixo grau. Em contrapartida, CATTO encontrou o
miR-152 hipoexpresso apenas em tumores de baixo grau, mas ndo detectou expressao
diferencial em tumores de alto grau. Apesar de encontrarem resultados aparentemente
complementares, para realmente o serem, os autores deveriam ter encontrado, também, o
resultado encontrado pelo outro. Com isso, 0 miR-152 é um candidato a biomarcador que
mostra um bom potencial. Hipoteticamente, poderia ndo apenas diagnosticar o cancer de bexiga
com especificidade, como também expor o grau de estadiamento da doenca. Mas, para isso, é
necessario estuda-lo mais aprofundadamente.

miR-200b: CATTO o encontrou hipoexpresso em tumores de baixo grau, contudo,
CHEN, em suas analises ndo estagio-especificas, declarou ter encontrado o miR-200b
hiperexpresso. Esta contradicéo é explicada pela funcdo metabdlica do miR-200b, pois, CHEN
comprovou que o miR-200b atua como um oncogene, regulando a expressdo de TGF-betal, o
gue promove a invasdo tecidual e metastase, sendo natural que esteja hiperexpresso
exclusivamente em tumores invasivos e hipoexpresso em tumores de baixo grau; isto faz dele
um bom candidato a biomarcador com potencial para identificacdo do estagio tumoral.

miR-203: Apesar do nimero relativamente pequeno de amostras (25 pacientes de tumor
de bexiga e 2 controles), quando comparado aos outros estudos, GOTTARDO conduziu um
estudo transversal aparentemente coeso e com resultados hipoteticamente aceitaveis. Apesar
disso, DYRSKJgT relata resultados contrarios aos de GOTTARDO.

DYRSKJgT detectou que o miR-203 estd hipoexpresso em MIBC em relacdo aos
NMIBC, além de estar hipoexpresso em NMIBC de alto grau. Totalmente contrarios a isso,
estdo os resultados de GOTTARDO, que relata uma hiperexpressdo inespecifica com relacao
ao estagio tumoral.

GOTTARDO cita referéncias que indicam a hiperexpressédo dos miRNAs estudados por
ele em canceres diferentes dos de bexiga, e faz um estudo de perfis de expressédo de miRNA
ndo estagio especifica com amostras de bexiga e rim. Ademais, GOTTARDO utilizou, para a
analise quantitativa de miRNA, em cita¢do direta: “um microchip de oligonucleotideos para
perfilamento de micro-RNA desenvolvido em nossos laboratérios” (GOTTARDO, 2007,
p.387).

O delineamento e conducgéo deste estudo, somado aos resultados contraditorios citados
anterior e posteriormente a este, levantam duvidas sobre a validade dos resultados de
GOTTARDO, de modo que seu estudo também foi desconsiderado. Ao excluir os resultados
de GOTTARDO do estudo, as incongruéncias presentes nos miR-221, e miR-23b sdo
resolvidas, e a presente no miR-205 fica apenas entre MENGUAL e DYRSKJgT.
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Muitas das bibliografias incluidas neste trabalho consideram o miR-203 um candidato
a biomarcador importante. Contudo, ele precisa ser investigado por mais autores, para que 0s
dados formem um arcabouc¢o argumentativo coeso em favor do seu correto uso diagndstico.

miR-204: Resultados contraditérios de estudos que ndo atenderam aos critérios de
exclusdo serdo discutidos ap6s as analises individuais das incongruéncias. Contudo, é
importante citar que os dados dos autores sdo congruentes quanto a hipoexpressao do miR-204.
Ambos estudos fizeram andlises estagio especificas. Um fator que pode ter contribuido para a
incongruéncia é a diferente forma de classificar os tumores de bexiga. Em ambos 0s casos, 0s
resultados levaram a conclusdo de que haviam miR-204 diferencialmente expressos entre
NMIBC de baixo e alto graus. Contudo, MENGUAL detectou hiperexpressdo em NMIBC de
baixo grau, resultados contrarios aos de CATTO, levantando divida sobre a validade de ambos.

Apesar disso, a expressdo diferencial de miR-204 em cancer de bexiga parece
comprovada. Resta avaliar sua especificidade ao carcinoma urotelial, e elucidar sua expressdo
diferencial em NMIBC de baixo grau, j& que sua hipoexpressdo nos outros fendtipos ¢ um
CONsenso entre 0s autores.

miR-205: Em suas analises, DYRSKJgT concluiu que o miR-205 esta diretamente
correlacionado com o progresso tumoreal, estando especialmente hipoexpresso em tumores de
alto grau associados a CIS. MENGUAL corrobora para isso, expondo uma crescente
hipoexpressao de miR-205 conforme o0 aumento do grau do tumor.

Com isso, ainda resta comprovar definitivamente os resultados de DYRSKJgT e
MENGUAL, para que 0 miR-205 se torne um bom biomarcador, com capacidade progndstica,
como os autores demonstram ser possivel.

miR-223: O miR-223 foi desconsiderado como potencial biomarcador, pois, ambos
autores que o investigaram foram excluidos do trabalho. Contudo, ainda ha bibliografias que o
apontam como um biomarcador em potencial, e os resultados de expressdo diferenciada dele
nos tumores de bexiga, por mais que contraditérios, ndo devem ser totalmente ignorados. O
miR-223 deve ser mais investigado para, talvez, contribuir para a melhora no processo de
diagnostico de cancer de bexiga.

miR-25: A aparente contradicdo quanto a hipoexpressao do miR-25 em tumores de
baixo grau se justifica pelo falo de LIN ter feito uma anélise ndo-estagio especifica. Em seu
estudo, MENGUAL confirma os resultados de LIN, detectando uma média geral de
hiperexpressdao do miR-25 em tumores de bexiga. Sua analise mais detalhada revelou que o
miR-25, na verdade, estd um pouco hipoexpresso em tumores de baixo grau, e bastante
hiperexpresso em tumores de alto grau, o que levou LIN a detectar uma hiperexpressao
inespecifica.

Isso permite considerar o miR-25 um bom biomarcador em potencial para o cancer de
bexiga, e com bom potencial de avaliagdo prognostica. Para usa-lo desta forma, resta confirmar
os resultados de MENGUAL e LIN com mais dados.
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Congruéncias

Em muitos casos, foi possivel observar estudos independentes obtendo resultados
semelhantes, as congruéncias. Sao desconsideradas as congruéncias geradas pelos dados de
autores que foram invalidados. Além disso, dentre as congruéncias validas, existem situacdes
aparentemente sinérgicas, que na verdade sdo inconsisténcias entre os resultados, semelhantes
as incongruéncias relatadas acima.

Um exemplo disto é o miR-184, que estava hiperexpresso em tumores invasivos,
segundo DYRSKJgT, e hiperexpresso em todos os fenétipos, segundo CATTO. Ambos autores
fizeram andlises estagio especificas, de modo que estes resultados, na verdade, sdo
contraditorios.

Apesar de algumas apresentarem diferencas assim, quando a analise particularizada
evidencia sinergia, as congruéncias se tornam as evidéncias mais sélidas da participacdo de
alguns miRNA nos tumores de bexiga, restando apenas, na maioria dos casos, confirmar sua
especificidade ao cancer de bexiga, em relacédo a outras neoplasias.

6. CONCLUSOES

A partir da interpretacdo dos dados analisados, fica evidente a participacdo do miRNA
no processo tumorigénico, e sua capacidade de identificar tumores diferentes, e até mesmo
enquadra-los com fidedignidade ao grau de agressividade correto. De todos os miRNA
analisados, foi selecionado um grupo constituido por aqueles que apresentaram maior potencial
para desempenhar a funcéo de biomarcador.

O potencial de um biomarcador foi avaliado com base em sua especificidade ao cancer
de bexiga ou aos estagios tumorais. Além disso, o potencial de um biomarcador também foi
mensurado pela quantidade de autores diferentes que concordaram em suas conclusdes.

Os miRNAs que, apés a analise dos dados, foram considerados bons candidatos a
biomarcador sdo: miR-125b, miR-143, miR-150, miR-503, miR-93, miR-145 e miR-200b.
Todos estes miRNA precisam ser analisados mais detalhadamente, mas merecem atengao
especial por sua capacidade de identificacdo do tumor de bexiga, em detrimento de outros
tumores e/ou do grau de diferenciacao e invaséo tecidual.

Através da andlise bibliografica sistematizada, foi possivel compilar diferentes
resultados que, em ultima analise, compordo o banco de dados de miRNA. Muitas sdo as
limitacdes e desafios até o desenvolvimento de uma técnica de rotina para diagndstico precoce
de miRNA.

Apesar disso, ja é possivel abordar o tema com mais otimismo. Com novos estudos
sendo feitos, mais se elucidara acerca do perfil de expressdo de microRNA de cada tipo de
cancer, e o diagndstico diferencial e precoce podera ser cada vez mais preciso.
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Um desafio importante é o desenvolvimento de uma ferramenta de software que
promova a interpretacdo das dosagens de centenas de miRNA por amostra, cruzando 0s
resultados com referéncias de um banco de dados.
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