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RESUMO PORTUGUES

Introducdo: O cancer de prostata (CaP) é a segunda neoplasia mais frequente em homens no
mundo, a taxa de mortalidade € alta devido primariamente ao fato de a doenca tornar-se
clinicamente aparente ap0s o surgimento de metastases. A busca de biomarcadores urinarios
para o CaP, especialmente microRNAs, tem sido estudados nos ultimos anos podendo tornar-
se um marcador especifico para o CaP e evitar procedimentos desnecessarios. Objetivo: Avaliar
a expressdo diferencial de miRNA urinarios em pacientes com bidpsias positivas e negativas
utilizando o sobrenadante urinario. Métodos: O estudo foi do tipo transversal, desenvolvido em
36 meses, avaliando amostras de pacientes com indicacao de bidpsia de prostata. Foi realizado
a extracdo de RNA total do sobrenadante urinario e a Reacdo em Cadeia da Polimerase com
Transcricdo Reversa, sendo analisados os miRNAs mir-200b-3p, mir-21-5p e mir-375. O nivel
de expresséo génica foi calculado com o método do 2"2A€T, Resultados: 22 pacientes com cancer
de prostata e 28 controles foram analisados, os pacientes com CaP apresentaram superexpressao
de cerca de 2,5x de miR-200-3p em compara¢do ao grupo controle, com medianas de fold
change de 4,05 e 1,52 (P=0,004); respectivamente. A expressao relativa de miR-375 foi maior
nos pacientes com CaP em comparacdo ao controle, com medianas de fold change
respectivamente de 2,75x e 1,46x (P = 0,0004). A expressao relativa de miR-21-5p apresentou
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos identificando uma maior expressdo nos
pacientes com CaP em comparacgdo ao controle, com mediana aproximadamente 4x maior (P =
0,001). Nao foi encontrada correlacdo entre a expressao dos miRNAs estudados e os niveis de
PSA dos pacientes, o que reforca a baixa especificidade do PSA como marcador especifico para
diagnostico da CaP. Conclusdo: Os mir-200b-3p, miR-21-5p e miR-375 urinario podem ser
sugeridos como biomarcadores urinarios para auxiliar a realizagdo do diagnostico tumoral de
modo ndo invasivo, podendo contribuir para a redugdo no nimero de bidpsias desnecessarias e
suas repercussdes clinicas desfavoraveis. O fluido urinario possui grande variabilidade na
expressao de microRNAs, sendo necessario o desenvolvimento de estudos com maior nimero
de participantes, para uma padronizagdo com potencial uso do sobrenadante urindrio como
fonte de analise para 0s miRNAs sugeridos como biomarcadores.

Descritores: Cancer de Prostata; Biomarcadores urinarios; miRNA.



ABSTRACT

Introduction: Prostate cancer (PCa) is the second most frequent neoplasm in men in the world,
the mortality rate is high due primarily to the fact that the disease becomes clinically apparent
after the appearance of metastases. The search for urinary biomarkers for PCa, especially
microRNAS, has been studied in recent years and may become a specific marker for PCa and
avoid unnecessary procedures. Objective: To evaluate the differential expression of urinary
miRNA in patients with positive and negative biopsies using urinary supernatant. Methodology:
The study was cross-sectional, developed over 36 months, evaluating samples from patients
with an indication for prostate biopsy. Total RNA was extracted from the urinary supernatant
and Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction. MiRNAs mir-200b-3p, miR-21-5p and
miR-375 were analyzed. The level of gene expression was calculated using the method 2-44¢T,
Results: 22 patients with prostate cancer and 28 controls were analyzed. Patients with PCa
showed about 2,5x overexpression of miR-200-3p compared to the control group, with median
fold change of 4,05 and 1,52 respectively. The relative expression of miR-375 was higher in
patients with PCa compared to controls, with median fold changes of 2,75x and 1,46x
respectively (P =0,004). The relative expression of miR-21-5p showed a statistically significant
difference between the groups, identifying a higher expression in patients with PCa compared
to the control, with a median approximately 4x higher (P = 0.001). No correlation was found
between the expression of the studied miRNAs and the PSA levels of the patients, which
reinforces the low specificity of PSA as a specific marker for PCa diagnosis. Conclusion:
Urinary mir-200b-3p, miR-21-5p and miR-375 can be suggested as urinary biomarkers to assist
in performing tumor diagnosis in a non-invasive way, which may contribute to a reduction in
the number of unnecessary biopsies and their unfavorable clinical repercussions. The urinary
fluid presents great variability in the expression of microRNASs, being necessary the
development of studies with larger number of participants, for a standardization with potential
use of the urinary supernatant as a source of analysis for the miRNAs suggested as biomarkers.
Keywords: Prostate Cancer; Urinary biomarkers; miRNA
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1. INTRODUCAO

O céancer de prostata (CaP) € a segunda neoplasia mais frequente em homens no
mundo, atras apenas de cancer de pulmao (BRAY et al., 2018). Nos Estados Unidos, foram
estimados 174.650 novos casos no ano de 2019 (SIEGEL; MILLER; JEMAL; 2019). No Brasil,
segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA), estima-se que 65.840 casos novos de cancer
de prostata ocorram para cada ano do biénio 2020-2022. Excluindo-se o cancer de pele ndo-
melanoma, o cancer de prostata é o mais incidente em todas as regifes do pais (INCA, 2021).

A incidéncia do CaP aumenta significativamente a partir dos 50 anos. Considerando
0 aumento da sobrevida da populacdo mundial, este se configura um problema de salde para
0s préximos anos, visto o envelhecimento da populacdo. O CaP inicia-se principalmente na
zona periférica, em média de 70%, sendo classificado como um adenocarcinoma ou cancer
glandular (INCA, 2021). A histéria natural deste tipo de cancer ndo € bem conhecida, e seu
comportamento clinico pode ser um tumor bem diferenciado microscopicamente que nunca
sera um cancer de alto grau, clinicamente significante ou um céncer agressivo, que causa
metastase principalmente para medula e linfonodos, morbidade e morte (MOHAMMED, 2014).

A taxa de mortalidade de pacientes com CaP é alta devido primariamente ao fato de
a doenca tornar-se clinicamente aparente apds o surgimento de metastases (ANDRADE;
BARONI; 2014). O principal fator de risco € a idade, mas historico familiar e fatores genéticos
hereditarios, como alteracdo nos genes BRCAL e 3 e ATM, sdo fatores de risco. O tabagismo,
obesidade, exposi¢fes a aminas aromaticas, arsénio e produtos de petrdleo sdo fatores de risco
modificiveis (INCA, 2021).

De acordo com as tendéncias de mortalidade no Brasil, o cancer seré a principal causa
de morte da populacéo entre 35 e 74 anos nos proximos anos. Desse modo, a prevencdo, 0
controle dos fatores de riscos modificaveis e o diagndstico precoces do cancer deveriam ser
prioridades (MANSUR; FAVARATO; 2021). O aumento da incidéncia do CaP nos ultimos
anos deve-se ao envelhecimento da populagdo, mas também & melhoria de tecnicas para
diagnostico, como uso do Antigeno Prostatico Especifico (PSA) e toque retal. Porém, ao
analisar o progndstico do CaP, sabe-se que alguns crescem de maneira rapida apresentando
metastases e levando a morte, porém outros podem apresentar crescimento lento e ndo terem
sinais clinicos durante a vida, nem ameagar a vida do homem (BELL et al., 2014; SCHRODER
etal., 2014)

No Brasil, a Sociedade Brasileira de Urologia recomenda que o rastreio seja iniciado

aos 50 anos, ou aos 45 anos se tiver algum familiar de 1° grau que tenha tido cancer de prostata
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e persista até os 80 anos. O rastreio € realizado com o exame de PSA e toque retal. A realizagéo
de teste de PSA ou toque retal ndo sdo incentivados como programas de salde publica visto
seus resultados. O exame de toque apresenta alta especificidade para o cancer, porém, baixa
sensibilidade, pois, tumores localizados na regido anterior da préstata ndo séo detectados pelo
exame de toque. O PSA ¢ ainda mais complexo, pois este marcador refere-se a alteracfes na
prostata, como Hiperplasia Prostética Benigna (HPB) e prostatite, que podem elevar o PSA, e
alguns pacientes com PSA normal podem apresentar a doenca (WILD; WEIDERPASS;
STEWART, 2020; INCA 2019). Quando ha alteracbes nesses exames, a biopsia da préstata
pode ser indicada (BRAY et al., 2018; INCA 2019).

A Biopsia da prdstata é realizada para confirmacdo do diagnostico do CaP, sendo um
exame invasivo. Algumas das complicacbes comuns sao hematdria, hematospermia e
sangramento retal, podendo persistir por duas semanas. As complicacdes mais graves sdo
menos comuns, como infeccdo, hemorragia e obstrucdo urinarias, podendo levar a
hospitalizacdo (TYNG et al., 2013). Desse modo, se faz necessaria busca de novos exames néo
invasivos com o objetivo de identificar biomarcadores mais especificos para o CaP. A
descoberta de um novo biomarcador que seja especifico em relacdo ao estadiamento do cancer
e seu efeito patoldgico é fundamental para distinguirem-se os tumores malignos e os indolentes.
O uso principalmente de biomarcadores genéticos pode ser eficaz no diagnéstico e estadiamento
precoce da doenga (CARRION, 2019).
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Préstata

A prostata é uma glandula masculina localizada em frente ao reto, abaixo da bexiga e
envolve a uretra e os ductos deferentes para formar os ductos ejaculatérios. Uma de suas
funcBes é adicionar uma solucdo rica em citrato, célcio e enzimas a secrecdo do ejaculado,
neutralizando secrecdes &cidas da vagina e auxiliando a fertilizacdo. Na regido posterolateral a
préstata localizam-se os feixes vasculonervosos, sendo responsaveis, junto com outros fatores,
pelo mecanismo de erecdo. Seu crescimento ocorre na puberdade com a ativacdo do eixo
hipotalamo hipo6fise (COSTANZO, 2018; INCA, 2021).

Do ponto de vista anatbmico-histoldgico a prostata € dividida em quatro zonas:

estroma fibromuscular, de transicédo, central e periférica, conforme demonstrado na Figura 1.

Zona transicional

Estroma fibromuscular

APICE

Vesicula seminal |
Zona central Zona periférica

Figura 1: Zonas da préstata. Fonte: COSTANZO, 2018

Em média 70% dos casos de CaP tem inicio na zona periférica, correspondendo a
adenocarcinoma ou cancer glandular. Desse modo, a maioria dos casos de CaP podem ter seus

nodulos palpaveis pelo exame de toque retal (INCA, 2021).
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2.2. Diagnéstico do Cancer de Prostata

A incidéncia do CaP aumenta significativamente a partir dos 50 anos, devido a
sobrevida da populacdo mundial. Os fatores de risco para o desenvolvimento do CaP séo a
idade, fatores genéticos, obesidade, exposicdo a aminas aromaéticas, arsénio, produtos de
petroleo, motor de escape de veiculo, hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, fuligem e
dioxinas (INCA 2020). A exposicdo a varios tipos de agrotdxicos aumenta o risco de diversos
tipos de cancer, incluindo o CaP, muitos desses agrotdxicos ainda sdo utilizados no Brasil e
Estados Unidos, sendo que as pessoas que manuseiam os produtos e/ou moram préximo a areas
expostas apresentam maiores riscos de cancer (PLUTH; ZANINIIARA; BATTISTI, 2019).

O surgimento do CaP depende da interacdo de diversos fatores genéticos, alimentares,
ambientais e hormonais. Ha fatores que ndo sdo modificaveis, todavia ha fatores modificaveis
que tém sido estudados, como a exposi¢do a agrotdxicos, ambiente ocupacional, alcool e
drogas, cujas relagcdes com o CaP precisam ser melhor descritas (INCA, 2017; NADALETI et
al., 2016).

Em relacdo a exposicao a agrotoxicos, observou-se que a taxa de incidéncia de cancer
aumentou com a idade, sendo maior entre pessoas que residem em areas rurais do que entre
aquelas de areas urbanas. Desse modo, a vida rural expBe as pessoas ao uso de agrotoxicos
sendo um risco aumentado para desenvolver cancer (PLUTH et al., 2020).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) recomenda ac¢des de prevencdo, deteccao
precoce e acesso ao tratamento. Para a deteccdo precoce ha duas estratégias: a primeira refere-
se ao uso de exames de rotina nos homens sem sinais e sintomas visando a deteccéo pré-clinica,
a segunda maneira € o diagnostico precoce identificando no inicio dos sintomas (WILD;
WEIDERPASS; STEWART, 2020; INCA 2019).

A estratégia para a deteccdo precoce pode potencializar o tratamento e proporcionar
uma maior sobrevida ao paciente. Desse modo, profissionais e a populacdo devem reconhecer
sintomas suspeitos de cancer como: alteracdo na frequéncia e padréo urinario, hematuria visivel
e disfuncdo erétil, indicando o acesso aos servi¢os de salde dos homens com esses sintomas
(WILD; WEIDERPASS; STEWART, 2020).

Os exames utilizados para deteccdo do CaP sdo o PSA, exame de toque retal e exames
de imagem, quando apresentam alteracGes a biopsia é indicada para confirmacdo diagnostica.
Outros exames complementares podem ser solicitados para guiar a biopsia, avaliar a presenga
de metastases e acompanhar a evolucdo do CaP (ANDRADE; BARONI; 2014)
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2.3. PSA

O PSA ¢é uma proteina produzida pela prostata e em situacbes normais seus valores
na corrente sanguineas sao muito baixos. Essa proteina pode ser encontrada na corrente
sanguina e sémen. O PSA é utilizado desde 1986 como marcador para o CaP, desde sua
descoberta aumentou exponencialmente o nimero de diagnosticos de casos de Cancer de
Prostata, no entanto, ndo diminuiram as mortes, sua incidéncia continua elevada. A utilizacéo
do PSA como marcador pode reduzir o risco de mortalidade pelo CaP. Todavia, o nivel de PSA
aumentado ndo é um marcador especifico para o CaP, este marcador pode estar elevado em
situacBes como infeccdo da prostata ou do trato urinério e HPB. Desta forma, pode-se ter falsos-
positivos, superdiagnosticos e bidpsias excessivas (FENTON et al., 2018; INCA, 2018).

Valores elevados de PSA estdo relacionados ao pior progndstico da doenca, niveis
maiores que 10 ng/mL conferem uma probabilidade maior que 67% para o CaP, apds a retirada
da prostata os valores ficam proximo ao zero (CARROLL et al., 2016.; INCA 2021). O PSA,
por ser um valor de referéncia para indicar a realizacdo da bidpsia, mesmo ndo sendo especifico
para 0 estadiamento do CaP, quando apresentar alteracdo dos seus valores (maior que 4,0
ng/mL) os pacientes sdo submetidos a bidpsia, que pode ser repetida e os pacientes podem ser
expostos a intercorréncias frequentes (FENTON et al., 2018).

Um estudo de revisao recente comparou as indica¢des para o uso do PSA no rastreio do
CaP demonstrando que ha controvérsias em sua indicacdo em relacdo a reducdo da mortalidade
apos 0 uso do PSA para rastreio em massa da populacdo (LAKES; ARSOV; 2019). O foco dos
estudos ndo deveria ser a identificagdo em massa da populacdo, mas sim 0 uso de exames ou
biomarcadores especificos que detectariam as doencas que poderiam ter evolucdo clinica
desfavoravel. (ALBERTSEN, 2020).

2.4. Exame de toque retal

Esse exame é realizado pelo médico sendo introduzido um dedo protegido por luva
lubrificada no reto que permite palpar as partes posteriores e laterais da préstata para avaliar o
formato, textura, tamanho e a presenca de nodulos que sejam sugestivos para 0 cancer.

Apresenta um baixo custo, porém como limitacao tem-se o profissional médico que realizara o
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exame, sua expertise, e os homens relatam receio em realizar o exame (ANDRADE; BARONI;
2014).

2.5. Biopsia da prostata

A bidpsia ¢ realizada para confirmar, ou ndo, a presenca do CaP. No entanto, é um
procedimento invasivo que pode acarretar algumas complicagdes como: dor, sangramento retal,
hematuria, hematospermia e infec¢Ges. A taxa de infecgBes graves decorrente da biopsia vem
aumentado nos Gltimos anos em consequéncia da resisténcia crescente aos antimicrobianos,
elevando assim o numero de hospitalizagbes pos-bidpsia (DAS; RAZIK; VERMA; 2019).

O grande numero de bidpsias prostaticas negativas, potencialmente desnecessarias, €
reconhecido como um problema clinico na atual abordagem para avaliacdo do paciente. Para a
realizacdo desse exame a prostata é dividida em seis zonas e s&o preconizados 0 nimero minimo
de 12 fragmentos, principalmente da Zona Periférica, onde 70% dos tumores sdo localizados.
Em pacientes com HPB o numero de fragmentos pode ser aumentado.

O diagndstico definitivo do CaP é realizado pelo estudo histopatolégico dos
fragmentos, analisados conforme a graduacdo histoldgica de Gleason, sendo classificado em
graus de 1 a 5 de acordo com a perda de sua estrutura ductal normal. Recomenda-se que sejam
considerados tumores somente 0s graus acima de 2. A pontuacdo do escore de Gleason é feita
pela soma do grau do padrdo predominante com o grau de segundo padrdo mais encontrado,
variando, assim, de 2 até 10. Este escore classifica o tumor de forma progressiva, sendo que 0s
maiores escores estdo relacionados a maior gravidade tumoral e forte indicadores de
progndstico (WILD; WEIDERPASS; STEWART; 2020).

2.6. Exames complementares

A Ressonancia Magneética é utilizada para determinar a localizacdo precisa do CaP e
também ¢€ utilizada para avaliar recidivas neoplasicas ap06s o tratamento. Cintilografia 6ssea é
indicada quando ha suspeita de metastases 0ssea. Nesse exame, é possivel a visualizagdo de
todo o esqueleto com baixa dose de radiacdo para detectar possiveis metastases.
Ultrassonografia € utilizada para guiar a biopsia principalmente em &reas suspeitas apos o
exame de toque retal (ANDRADE; BARONI; 2014).

2.7. Biomarcadores novos para o cancer de proéstata
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Por defini¢cdo, um marcador biologico ou biomarcador € um indicador de processos
bioldgicos normais, processos patologicos, ou respostas farmacoldgicas a uma intervencao
terapéutica, e que pode ser medido experimentalmente. Os biomarcadores podem ser usados na
pratica clinica para o diagnostico ou para identificar riscos de ocorréncia de uma doenga. Podem
ainda ser utilizados para estratificar doentes e identificar a gravidade ou progressédo de uma
determinada doenca, prever um prognéstico ou monitorar um determinado tratamento, para que
seja menos provavel que alguns efeitos secundarios ocorram. Um candidato ideal a biomarcador
tem que superar limitagOes, tais como sensibilidade, especificidade e robustez insuficiente,
além de baixo poder preditivo (SCHOLER et al., 2010; MOHAMMED, 2014).

As principais caracteristicas de um biomarcador tumoral ideal séo sua especificidade
para um determinado tipo de tumor e sua sensibilidade, sendo que seus niveis devem sinalizar
com precisdo a progresséo e a regressdo do tumor. Finalmente, o teste para deteccdo de um
biomarcador tumoral deve ser de baixo custo e ndo invasivo, assim como permitir uma triagem
entre pacientes com cancer e sem cancer e ser aceito pela maioria dos pacientes. A definicdo de
biomarcadores gendmicos ndo inclui a medicdo e caracterizacédo de proteinas ou de metabdlitos
de baixo peso molecular, e é definido como DNA e/ou RNA caracteristico mensuravel que é
indicador de um processo biolégico normal, e/ou de resposta a terapéutica ou outras
intervengdes (DIMAKAKOS et al., 2014).

Nos ultimos anos, os novos biomarcadores auxiliaram em avancos reais no
diagnostico diferencial do cancer de prostata, bem como a melhor escolha terapéutica. Varios
marcadores tém sido caracterizados e estdo sendo utilizados na clinica, porém estudos devem
continuar sendo realizados e intensificados para que haja uma correta interpretacdo e aumento
de sua utilizac&o clinica (MUCARBEL et al.; 2020).

O Antigeno de cancer de préstata 3 (PCA3) é o biomarcador mais promissor, € um
RNA de cadeia longa encontrado superexpresso no tecido do CaP em comparagdo com tecido
benigno. Pode ser encontrado na urina ap0s massagem prostatica na realizacdo da biopsia.
Mesmo sendo utilizado como novo biomarcador confiavel na deteccdo do CaP, ndo apresenta
correlacdo com a agressividade ou estagio do cancer (CUl et al.; 2016). O PCA3 esté envolvido
na progressao do CaP quando ha distdrbios metabdlicos da via lipidica exercendo um papel de
diminuicdo de triglicerideos celulares, essa via € ativada quando o paciente &€ exposto a
substancias como antimoénio por exemplo. O aumento da expressdao do PCA3 esta fortemente
associado com a malignidade do CaP onde o escore de Gleason é elevado (Balacescu;
Dumitrescu, Marian; 2018; GUO et al.; 2021).
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O SelectMDx é um exame de urina coletado apds massagem prostatica que mede 0s
niveis de mMRNA DLX1 e HOX®6, que, juntamente com a analise dos sinais clinicos do paciente,
pode identificar CaP de alto grau (Gleason maior ou igual a 7), possibilitando a diminuicéo de
biopsias desnecessarias (BECERRA et al.; 2021). Outra classe de biomarcadores estudados
para 0 CaP sdo os microRNAs, que podem agir juntamente com outros biomarcadores
explicando suas ac¢des (BOZGEYIK et al.; 2021).

2.8. microRNAs

Para a geracdo de um microRNA € necessaria a participacdo de diversas enzimas e
complexos proteicos celulares, sendo um processo que se inicia no nudcleo e finalizar no
citoplasma. A figura 2 descreve a biogénese canodnica de microRNAs (O'BRIEN, JACOB ET
AL.; 2018).
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Figura 2: Biogénese dos microRNAs. Fonte: JORGE et al.; 2021

No primeiro momento, no nucleo, a partir do DNA, os microRNAs sdo traduzidos em
moléculas chamadas pri-microRNAS que posteriormente sdo processados pela enzima Drosha,

criando uma molécula chamada pré-microRNA. Essa molécula é exportada ao citoplasma e
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processada pela enzima Dicer, gerando o microRNA de fita dupla que teré suas fitas separadas,
dando origem a microRNAs maduros e capazes de se ligar aos RNAs mensageiros, inibindo
sua traducdo (JORGE et al.; 2021).

Em 2008, Lawrie e colaboradores introduziram os microRNAs (miRNAS) como nova
classe de biomarcadores para cancer. Os miRNAs sdo moléculas de RNAs de 19 a 22
nucleotideos, fita simples e ndo codificantes. Estas moléculas sdo geradas pela clivagem
sequencial de transcritos primarios e precursores chamados de pri-microRNAs e pré-
microRNASs, respectivamente. Cada miRNA tem a capacidade distinta de regular
potencialmente a expressao de centenas de genes codificantes e, portanto, modular vérias vias
celulares incluindo proliferacdo, apoptose e resposta ao estresse. De acordo com o banco de
dados miRBase, 2.654 microRNAs humanos ja foram descritos, e mais de 60% dos genes
humanos sdo regulados por eles (KOZOMARA et al.,2019).

Diferentes miRNAs séricos foram detectados em varias condicBGes patoldgicas,
incluindo doencas autoimunes, sepse, infarto agudo do miocérdio e diferentes tipos de cancer.
Os padrdes de expressdo, funcdo e regulacdo dos miRNAs em células normais e neoplasicas
ainda sdo desconhecidos, mas sua localizacdo frequente em sitios frageis, pontos de quebra ou
regides de amplificacdo ou perda de heterozigozidade revelam que eles tém um significante
papel na carcinogénese humana. O padrdo anormal de expressdo dos varios miRNAs tem sido
observado em leucemia linfética cronica de células B, e muitos tumores sélidos, incluindo
mama, figado, ovario, coloretal e préstata. Sua expressado alterada em cancer pode ser um fator
de causa ou talvez uma consequéncia do estado da doenca. Dependendo da natureza de seus
genes alvo, miRNAs podem funcionar como supressores de tumores por repressdo dos
oncogenes alvo (por exemplo, let-7g, miR-15/16 e miR-34) ou como oncogenes por controlar
negativamente genes que regulam diferenciacdo celular tumoral e apoptose (BUDHU et al.,
2010).

A maioria dos estudos utilizam miRNAs presentes na circulagdo sanguinea como
biomarcadores no cancer (SCHOLER et al., 2010). Entretanto, a avaliagdo dos miRNAS de
sangue pode ndo refletir diretamente a expressdo do tecido prostatico e assim, ndo permitir a
avaliacdo dos mecanismos moleculares envolvidos na doenga. Por outro lado, a urina, quando
coletada apds o exame de toque retal, apresenta células e secre¢des oriundas da prostata, sem
necessidade de bidpsia (HAESE et al.,2008; FUJITA, NONOMURA, 2018).

O exame qualitativo de urina (EQU) é utilizado desde o inicio da pratica clinica onde
era analisado a cor, odor, turvacao e volume de agucar, sendo importante para o diagndstico de

doencgas. Atualmente, é um exame de baixo custo e de facil coleta podendo detectar doencas
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renais, hepaticas, diabetes melitos. Em exames laboratoriais, a urina é analisada ap6s uma hora
da coleta, é centrifugada, desprezado o sobrenadante e o precipitado urinario é utilizado para
contagem de leucocitos, hemacias e cristais (FUJITA, NONOMURA, 2018).

2.9. microRNAs urinarios e CaP

Os microRNAs tém sido estudados como possiveis biomarcadores para prever,
identificar o diagnostico, e acompanhar a evolucgéo de diversas neoplasias. Apresenta vantagens
em relacdo a sua analise, coleta da amostra e especificidade (ZHANG, BAOHONG et al.;
2007). VariagOes na expressédo de microRNAs podem identificar respostas terapéuticas visto
que interferem em vias intercelulares afetando a expressdo génica das células, podendo sugerir
a progressdo do cancer e possiveis metastases (FALCONE, FELSANI, AGNANO; 2015). O
conhecimento do perfil da expressdao dos microRNAs no cancer torna-se importante para
elucidar o processo de carcinogénese, pois, como sao encontrados nos fluidos biol6gicos, como
plasma e urina, podem ter um papel indicador da progresséo e disseminacéo do cancer (JORGE
etal.; 2021).

Nos Ultimos anos, muitas publicacdes mostram a presenca de microRNAS que poderiam
servir como biomarcadores para o CaP, sendo que a urina apds a massagem prostatica e toque
retal apresenta maiores quantidades de acidos nucleicos especificos do tumor que podem ser
analisados. Todavia, ndo ha consenso universal em relacéo a coleta adequada, processamento e
analise dos microRNAs urinarios (LIN et al.; 2021; PAIVA et al.; 2020).

A andlise da urina ocorre apés a centrifugacdo, porém, os estudos utilizam diferentes
fracBes urinarias (sobrenadante ou sedimento celular). O tipo de amostra utilizada interfere no
isolamento e expressdo do microRNA, sendo necessaria a padronizagdo das amostras e analise
utilizando os mesmos parametros. Em trabalho anterior do nosso grupo de pesquisa,
encontramos alguns microRNAS urinérios que estdo superexpressos na fracéo celular da urina,
em amostras de CaP em relagéo ao controle, mirR -200b, 21-5p, 141-3p, 375 e 574-3p. Devido
a ndo ser um exame invasivo, a urina é considerada uma fonte promissora de biomarcadores
parao CaP (PAIVA etal.; 2020), mas ainda ndo existe consenso na literatura sobre qual fracéo

da urina é mais adequada para a avaliagcdo desses microRNAs.

2.10. Hipdteses do trabalho
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De acordo com os microRNAs estudados pelo grupo de pesquisa que apresentam
prevaléncia no CaP e pela ndo padronizacdo mundial sobre a anélise de microRNAs urinarios
usou-se a avaliacdo destes utilizando o sobrenadante urinério.

Hipdtese nula: A expressdao dos microRNAS no sobrenadante urinario de pacientes
com bidpsias positivas para CaP ndo difere em relacdo aos pacientes com bidpsias negativas.

Hipotese alternativa: A expressdo dos microRNAs no sobrenadante urinério de
pacientes com bidpsias positivas para CaP é diferente da expressdo em pacientes com bidpsias

negativas.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar a expressao diferencial de miRNA urinarios em pacientes com bidpsias

positivas e negativas para CaP utilizando o sobrenadante urinario.

3.2. Objetivos especificos

Avaliar o perfil de expressdo dos microRNAs em amostra de sobrenadantes urinarios
de pacientes com CaP e pacientes controle;

Verificar se existe associacao entre os niveis de PSA sérico e a expressao dos miRNAs
avaliados;

Verificar se existe associacdo entre os diferentes escores de Gleason e a expressdo dos
miRNAs avaliados;
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4. METODOS

4.1. Desenho do estudo

O estudo foi do tipo transversal, desenvolvido em 36 meses, avaliando amostras de
pacientes com indicacdo de bidpsia de prostata. As amostras de urinas analisadas foram
coletadas durante a execucdo do projeto registrado sob nimero 16-0539, no Hospital de Clinicas
de Porto Alegre, cujos Termos de Consentimentos Livre e Esclarecido (TCLE) ja foram
coletados. Foi realizada a extracdo de RNA total do sobrenadante e das células, sendo
analisados no presente trabalho os miRNAs no sobrenadante urinario.

O projeto supracitado objetivou identificar microRNAs biomarcadores diferentemente
expressos em células da urina, sangue e do tecido prostatico de pacientes com cancer de prostata
que posteriormente possam ser utilizados para o diagnostico ndo invasivo do carcinoma

prostatico.

4.2. Populacao do estudo

Individuos adultos do sexo masculino atendidos no Servico de Urologia do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA) com indicacdo de realizar exame de bidpsia de prostata. No
HCPA séo realizados aproximadamente 20 a 25 exames de bidpsia prostatica por més.
Considerando a taxa local e mundial de positividade de bidpsia de préstata em torno de 30%,
para este estudo foi usada uma amostragem ndo probabilistica, amostra por conveniéncia, que
se define pela disponibilidade de amostras e de exequibilidade do estudo. Neste caso, foram

incluidos 50 pacientes no periodo de novembro de 2016 a junho de 2018.

4.3. Critérios de inclusdo e exclusdo

Foram incluidos no estudo os individuos do sexo masculino que tiveram indicagdo
clinica de realizar bidpsia prostatica apds apresentarem exame de toque retal e teste de PSA
sugerindo alteracdes na prostata. Foram excluidos do estudo os individuos com diagnostico de

outros carcinomas.
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4.4. Coleta do material bioldgico e exames laboratoriais

Ao paciente atendido no Ambulatério de Atendimento Médico do Servico de Urologia
do HCPA com indicacdo clinica de realizar bidpsia da préstata (exame de toque retal e PSA
total positivos) foi aplicado o TCLE (Apéndice A) para participar da pesquisa. Apos a
concordancia do paciente em participar do estudo foi marcada a data de realizacdo da biopsia
de préstata (exame de rotina para este paciente, independentemente de sua participacdo na
pesquisa), bem como a coleta da amostra de urina. A amostra de urina coletada foi encaminhada
ao Laboratério de Biologia Molecular Enddcrina e Tumoral (LABIMET) para determinagéo
dos niveis de expressdo dos microRNAs.

Para este estudo, os pacientes foram divididos em dois grupos (casos e controles) a partir
dos resultados do exame histopatoldgico. Os pacientes com resultado de bidpsia positiva de
cancer de prostata foram classificados como casos (“pacientes com cancer”), € 0S pacientes com
biopsia negativa considerados os controles (“pacientes saudaveis”).

O exame de toque retal foi realizado pelo médico momentos antes do exame de bidpsia
de préstata no Centro Cirdrgico Ambulatorial (CCA) do HCPA. O médico realiza uma
massagem prostatica aplicando uma pressao na préstata da base em diregdo ao apice, trés vezes
em cada lobo (esquerdo e direito). A massagem prostéatica libera as células epiteliais da prostata
através do ducto prostatico para o trato urindrio podendo ser realizado a coleta do material
bioldgico.

Amostras de urina foram coletadas no primeiro jato (aproximadamente 30 mL)
imediatamente ap6s a massagem prostatica realizada pelo médico antes da bidpsia no CCA do
HCPA. Apo0s esta coleta, utilizou-se um tubo tipo Falcon de 50 mL e as amostras foram
concentradas por centrifugacéo refrigerada (10 min, 2000 rpm, 4°C) e ap0s a sedimentagdo um
pellet de celulas formou-se ao fundo, sendo retirado o sobrenadante e armazenadas
separadamente as aliquotas de pellet e sobrenadante em freezer a -20°C por 24h e,
posteriormente, a -80°C no Laboratério de Biologia Molecular Endécrina e Tumoral

(LABIMET) até o momento de execucdo das extracdes do RNA total.

4.5. Extracdo de RNA

Para realizar a extracdo de RNA urinario do sedimento urinario (pellet) e sobrenadante
foi utilizado o kit MagMAX mirVana (Thermo Fisher Scientific, USA) baseados nos métodos
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de extracdo por microparticulas magnéticas, com um volume inicial de 200 pL de amostra,
sendo que foram eluidas em 50 uL de tampd&o fornecido pelo kit. Todas as etapas de isolamento
e purificacdo do RNA foram realizadas de acordo com as instrucfes do fabricante do kit.

Na etapa de extracdo de RNA foi adicionada uma solucdo de Caenorhabditis elegans
miR-39 (cel-miR-39), um RNA exo6geno. O controle exdgeno cel-miR-39 é um
oligonucleotideo de RNA sintético com uma sequéncia alvo de miRNA que ndo esté presente
na amostra humana a ser analisada. Desse modo, obteve-se a concentragéo final de 0,1 pM de
cel-miR-39 em cada amostra a ser extraida. O uso de cel-miR-39 como RNA sintético é
indicado pelo fabricante do kit e tem como finalidade o controle interno do ensaio de RTgPCR,
para verificar a qualidade de todo processo de extragdo e ser um candidato a normalizador do
ensaio molecular. A qualidade e a concentracdo do RNA derivadas de todas as amostras foram
avaliadas usando o espectrofotdbmetro NanoDrop Lite (Thermo Fisher Scientific, EUA). Apds
a comprovacado da qualidade do RNA, foi armazenado a -80°C até ser utilizado para a sintese
do DNA complementar (cCDNA).

4.6. RT-gPCR

A conversdo de RNA total (incluindo porgdo dos miRNA) para cDNA foi realizada com
o0 uso do kit Tagman Advanced miRNA cDNA Synthesis (Thermo Fisher Scientific, EUA)
seguindo o protocolo sugerido pelo fabricante. As amostras de cDNA foram diluidas dez vezes
com tampéo TE 0,1 x (pH 8,0).

As RT-qPCRs foram realizadas em um termociclador QuantStudio 5 (Thermo Fisher
Scientific, EUA) empregando-se kits Tagman Fast Advanced Master Mix e ensaios Tagman,
de acordo com as recomendacdes do fabricante. Foram selecionados trés microRNAs para
analise de expressao, sendo eles: hsa-miR-200b-3p, hsa-miR-21-5p, hsa-miR-375-3p. Além
disso, 0 miRNA cel-mir-39 foi utilizado como normalizador. A escolha dos microRNAs deu-
se pelos achados anteriores do grupo de pesquisa que determinaram alguns microRNAs com
potencial para serem biomarcadores nédo invasivos para o cancer de prostata (PAIVA, 2020).

As reac0Oes foram realizadas em duplicata seguindo as recomendacdes do fabricante.
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Tabela 1: miRNAs avaliados

MiRNA Sequéncia 5°>3’ Ensaio Tagman

hsa-miR-21-5p UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA  477975_mir
hsa-miR-200b-3p UAAUACUGCCUGGUAAUGAUGA  477963_mir
hsa-miR-375 UUUGUUCGUUCGGCUCGCGUGA  478074_mir

cel-miR-39-3p UCACCGGGUGUAAAUCAGCUUG  478293_mir

Fonte: Elaborado pelo autor

4.7. Anélise Estatistica

O banco de dados foi elaborado em planilha eletrénica Microsoft Excel, o nivel de
expressdo génica foi calculado com o método do 2°24°T (SCHMITTGEN; LIVAK, 2008).

As analises estatisticas foram realizadas no software Statistical Package for the Social
Science versdo 22.0 (IBM, EUA). A distribuigdo normal dos dados foi verificada pelo teste de
Shapiro-Wilk. O nivel de expressao relativa dos miRNA entre os grupos foi avaliado usando o
teste U de Mann-Whitney. Os gréficos de expressao foram criados no software GraphPad Prism
versdo 5 (GraphPad Software, EUA). Para investigar o poder discriminatério dos miRNAs
desregulados entre as amostras de pacientes com CaP e os individuos controle, foram geradas
curvas ROC (receiver-operating characteristic) e calculadas as areas sob as curvas (areas under

the curves — AUCS). Diferencas estatisticamente significantes foram estabelecidas em P <0,05.

4.8. Aspectos eticos e biosseguranca

O trabalho foi realizado em concordancia com a resolucdo 466/12 do Conselho Nacional
de Saude do Ministério da Saude, que regulamenta a pesquisa em seres humanos. A autorizacao
dos pacientes para a inclusao no estudo foi obtida pela assinatura do TCLE (Anexo 1) e o projeto
foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do HCPA (Anexo 2).

Procedimentos padronizados de biosseguranca foram utilizados em todas as etapas
experimentais, como o0 uso de luva e avental. Materiais contaminados e/ou potencialmente

toxicos foram descartados conforme as regras do LABIMET.
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5. RESULTADOS

O estudo foi realizado no periodo de fevereiro de 2019 a setembro de 2021, foram
analisados o sobrenadante e pellet urinario de 50 pacientes dos quais foi coletada a urina, e
congelada a -80°C no periodo de novembro de 2016 a junho de 2018.

As caracteristicas clinicas e laboratoriais dos pacientes encontram-se na Tabela 2.
Analisando esses dados percebe-se que ndo héa diferenca significativa entre os casos e controles
em relacdo a idade, histérico familiar de CaP, tabagismo e exame de PSA. A indicacdo para

realizacdo da bidpsia da préstata é a alteracdo no exame de toque retal e PSA maior que 4 ng/ml.

Tabela 2: Caracteristicas dos pacientes analisados no estudo.

Grupo CaP Grupo Controle Valor P

Pacientes (n) 22 28
Idade média +DP, anos 65,05+ 7,6 65,0 £ 6,2 0,981
PSA, n (%)
<10 ng/mL 10 (45,5) 17 (60,7) -
10-20 ng/mL 4 (18,2) 8 (28,6) 0,092
> 20 ng/mL 8 (36,4) 3(10,7) -

Escore Gleason

<6 9 (40,9) - -
7 6 (27,3) - -
>8 7 (31,8) ; ;

Historico familiar de CaP, n(%bo)

Sim 5(22,7) 6 (21,4)

N30 17 (77,3) 22 (78,6) 1,000
Tabagismo, n (%)

Sim 8 (36,4) 12 (42,9)

Nao 14 (63,6) 16 (57,1) 0,773

Variaveis expressas como média + desvio padrao (DP) ou percentual (%), quando apropriado. Valores de P foram
calculados utilizando o teste t de Student. Fonte: PAIVA, 2020
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O grupo dos pacientes com CaP possuia idade média de 65,05 anos, cerca de 45,5%
possuiam PSA menor que 10 ng/mL e 31,8% apresentavam escore de Gleason maior que 8.
Considerando que valores elevados de PSA e maiores escores de Gleason relacionam-se com
desfechos desfavoraveis, como metéstase e morte, a maioria dos pacientes possuia risco baixo
de desenvolver a forma mais agressiva do CaP.

O grupo controle com pacientes que realizaram a biopsia por PSA elevado e/ou
alteracdo no exame de toque retal, porém néo receberam o diagnostico de CaP, possuia idade
média de 65,00 anos e cerca de 60,7% apresentavam PSA menor que 10 ng/mL.

Foram analisados trés miRNAs: mir-200b-3p, miR-21-5p e miR-375, amplamente
discutidos na literatura, previamente estudados pelo grupo de pesquisa e superexpressos em
pacientes com cancer de prdstata em sangue, biodpsia prostatica e sedimento urinario (PAIVA
2020).

Os pacientes com CaP apresentaram superexpressdo de cerca de 2,5 x de miR-200-3p
em comparagdo ao grupo controle, com medianas de fold change de 4,05 e 1,52;

respectivamente (Figura 3, p=0,004).
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Figura 3: Expressao génica relativa de hsa-miR-200b-3p normalizada por cel-mir-399. Dados
calculados com o método 224!, Barras representam a mediana e o intervalo interquartil. *:
Teste U de Mann-Whitney, P = 0,004.
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A expressao relativa de miR-375 esta representada na Figura 4. Foi identificada uma
maior expressdo nos pacientes com CaP em comparagdo ao controle, com medianas de fold

change respectivamente de 2,75 x e 1,46 x (P = 0,004).
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Figura 4: Expresséo génica relativa de hsa-miR-375 normalizada por cel-mir-399. Dados
calculados com o0 método 244, Barras representam a mediana e o intervalo interquartil. *:
Teste U de Mann-Whitney, P = 0,004.

A expressdo relativa de miR-21-5p apresentou diferenca estatisticamente significativa
entre os grupos (Figura 5). Foi identificada uma maior expressdo nos pacientes com CaP em
comparacdo ao controle, com medianas de fold change respectivamente de 4,26x e 1,31Xx,
apresentando superexpressdo aproximadamente 4x maior dos pacientes com CaP em relacéo ao
controle (P = 0,001)
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Figura 5: Expressdo génica relativa de hsa-miR-21-5p normalizada por cel-mir-39. Dados
calculados com o método 224", Barras representam a mediana e o intervalo interquartil. **:
Teste U de Mann-Whitney, P = 0,001

A sensibilidade e especificidade da expressdo de cada miRNA estudado como
ferramenta diagndstica foram analisadas através da curva ROC (receiver operator
characteristic). O valor de AUC (area under curve) do miR-200b-3p foi de 0,682 com
IC 95% 0,571 — 0,792 e valor de P igual a 0,004 (Figura 6). Utilizando-se um ponto de
corte de 3,0x de fold change, obtem-se 56% de sensibilidade e 28% de especificidade

com este marcador.
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Figura 6: Curva ROC miR-200b-3p

Para 0 miR-375, o valor de AUC foi de 0,678 com IC 95% 0,568 — 0,787 e valor
P de 0,004 (Figura 7). Os valores de sensibilidade e especificidade de 52% e 28%,

respectivamente, com ponto de corte de 2,6x de fold change.
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Para 0 miR-21-5p, a AUC foi de 0,788, com IC 95% 0,695 — 0,882 e valor P menor do
que 0,001 (Figura 8). Utilizando um ponto de corte de 2,4x para expressao relativa, se obtém-

se cerca de 67% de sensibilidade e de 28% de especificidade.
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Figura 8: Curva ROC miR-21-5p

Né&o foi encontrada correlagdo entre a expressdo dos miRNAs estudados e 0s
niveis de PSA dos pacientes (Tabela 3), o que reforca que o PSA ndo é um marcador

adequado para diagnostico da CaP.
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Tabela 3: Andlise de correlacéo entre PSA e os miR-RNAs analisados

39

mMiRNA200b | miRNA21_2 | miRNA375_
PSA 2ddCT ddCT 2ddCT

PSA Coef|C|en~te de 1,000 181 233 048

Correlacéo

Sig. (2 extremidades) 241 124 755

N 47 44 45 45
miRNA200b_2dd Coeficiente de 181 1.000 708" 558™
CT Correlacéo ’ ' ’ ’

Sig. (2 extremidades) 241 ,000 ,000

N 44 88 85 86
miRNA21 2ddCT Coeficiente de " o

Correlacio ,233 ,728 1,000 ,633

Sig. (2 extremidades) 124 000 000

N 45 85 91 87
miRNA375_2ddC Coeficiente de " -
T Correlacio ,048 ,558 ,633 1,000

Sig. (2 extremidades) 755 ,000 ,000

N 45 86 87 92

** A correlagao é significativa no nivel 0,01 (2 extremidades).

Dentre os pacientes com bidpsia positiva para CaP, ndo foram identificadas

correlagOes significativas entre os valores de Gleason das bidpsias e a expressdo dos

miRNA estudados (Tabela 4).

Tabela 4: Andlise de correlacéo entre valores de Gleason e os miR-RNAs analisados

Correlacies

mir200b_FC_ | mir21_FC_m mird3va_FC_
Gleasaon med_dup ed_dup med_dup
rd de Spearman  Gleason Coeficiente de an
Correlagdo 1,000 229 414 -,054
Sig. (2 extremidades) 362 a7a 693
M 21 18 19 20
mir200b_FC_med_dup  Coeficiente de mm . o
Corelagdo 229 1,000 805 62
Sig. (2 extremidades) 362 . ,ooa oo
M 18 44 41 43
mir21 _FC_med_dup Coeficiente de - -
Corelagdo 414 805 1,000 653
Sig. (2 extremidades) 078 ,ooo . 0oo
M 19 41 44 43
mird7a_FC_med_dup Coeficiente de e =
Correlagdo -0594 662 653 1,000
Sig. (2 extremidades) 693 ,0oo0 oo .
M 20 43 43 46

** A correlagdo & significativa no nivel 0,01 (2 extremidades).
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6. DISCUSSAO

A urina € um material biolégico muito estudado para diagnéstico de alteracbes
uroldgicas por apresentar fluidos, &cidos nucleicos, vesiculas que podem expressar e identificar
as alteracOes patoldgicas. A massagem prostatica faz com fluidos e vesiculas sejam liberadas
das membranas das células préstata para urina. Estes componentes podem conter marcadores
especificos para o CaP, como 0os miRNAs. A utilizacdo de diferentes miRNAs para detectar o
CaP pode potencialmente levar a uma deteccdo mais especifica e o estadiamento mais
correlacionado com a evolucgéo clinica da doenca (KONOSHENKO et al., 2020). Entretanto,
ainda sdo necessarios mais estudos para relacionar miRNAs com o estadiamento no CaP
(STUOPELYTE et al., 2016).

Dessa forma, neste estudo foi avaliada no sobrenadante urinario a expressdo de 3
miRNAs, hsa-miR-200b-3p, hsa-miR-21-5p, hsa-miR-375-3p.

O hsa-miR-375 atua na transicdo epitelial-mesenquimal das células tumorais humanas
e relaciona-se com a proteina YAP1 e vias de sinalizacdo, como TGF, que atuam no
crescimento e desenvolvimento do CaP (WEI et al., 2021). E conhecido como supressor
tumoral, estando com sua expressdo reduzida em varios tipos de cancer, todavia no cancer de
préstata e mama encontra-se mais expresso nos pacientes com o diagndstico de cancer. O
primeiro estudo com andlise do hsa-miR-375 na urina ndo demonstrou diferenca em sua
expressao em pacientes com cancer de prostata e controles. Por outro lado, 0 mesmo estudo
reportou que, em associa¢do com mir-141, o mir-375 estaria relacionado a metéstase no cancer
de prostata (BRYANT et al., 2012). Posteriormente, demonstrou-se que ha uma expressao
aumentada em pacientes com CaP em um estudo de coorte, destacando-se tumores com
estadiamento ainda baixos. Dessa forma, esse miRNA poderia ser um possivel biomarcador dos
estagios iniciais da doenga, com melhor especificidade do que o PSA (STUOPELYTE et al.,
2016). A expressdo do hsa-miR-375 no tecido de prostata com céancer esta aumentada em
relacdo a tecidos adjacentes sem cancer. Em um estudo de coorte, 0 miR-375 mostrou-se um
potencial marcador para o0 CaP em comparagéo ao teste utilizado atualmente, o PSA e mostrou-
se um marcador mais significante na deteccdo do diagndstico do CaP mesmo nas zonas nédo
glomerulares da prostata, onde o CaP € menos comum (WElI et al., 2021). Os dados encontrados
no presente estudo corroboram estes dados da literatura. N&o foi detectada diferenca nos niveis
de PSA entre pacientes com bidpsias positivas e negativas. Por outro lado, encontrou-se

diferenca na expressdo deste miRNA, com aumento nos pacientes com CaP.
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A sensibilidade do miR-375 refere-se ao seu uso para a detecgdo precoce do CaP por
ser um biomarcador detectavel logo no inicio da doenca e com pacientes com estadiamento
baixo. O fato dele estar expresso ndo significa que esteja relacionado ao pior prognéstico
clinico, mas sim na sensibilidade de desenvolver a doenca (WEI et al., 2021). Neste estudo,
encontramos baixa sensibilidade e especificidade no uso deste marcador em amostras de
sobrenadante. Em um estudo prévio do grupo, por outro lado, foi identificada diferenca
significativa entre os grupos e maior sensibilidade e especificidade quando sua expressao foi
avaliada em plasma, tecido prostatico e sedimento urinario. Isso indica que existe diferenca no
perfil de miRNA entre diferentes componentes da urina e uso desse miRNA como possivel
biomarcador deve levar em conta a origem do material.

N&o ha consenso sobre o tipo de material urinario que deve ser analisado para descrever
melhor os materiais oriundos da préstata. Este estudo descreve que houve diferenca na
expressdo de microRNAs urinérios analisados no sobrenadante e pellet (estudo anterior),
demonstrando uma necessidade de padronizacdo do tipo de material analisado.

Em todos os substratos urinarios tém sido encontrados microRNA, alguns estudos
recentes falam sobre o uso de exossomos, pellet, e o uso da urina inteira. Hendriks e
colaboradores, em estudo que avaliou a diferencga de entre os substratos urinarios sugeriram que
0 uso da urina inteira seria 0 mais indicado. A quantidade de microRNAs encontrados na urina
aumenta 10 vezes ap0s exame de toque digital retal, desse modo, a coleta da urina deve ocorrer
apos essa massagem prostatica (HENDRIKS ET AL., 2016).

O miR-200b é regulado positivamente apds a ativacao da sinalizacdo do receptor de
andrdégeno em células no CaP. Estudos tém apontado o0 miR-200b como um indicador do CaP
quando estd em uma fase mais avancada, metastatico. O miR-200b para o diagndstico ainda
ndo esta claro, o seu uso pode ser para o estudo sobre a progressdo da doenca. (CAVALLARI
etal., 2021).

Em sobrenadantes urinarios foi identificado que miR-200b é mais expresso no CaP
comparados ao controle. O miR-200b ja foi identificado como marcador de diagndstico e
prognostico para linfoma difuso de células B, glioma de baixo grau e glioblastoma. No cancer
de mama o miR-200b também esta relacionado com suas vias de sinaliza¢do metabdlica (WEN
etal., 2021).

No cancer de figado também ha essa diferenciacdo de expressao referindo que o miR-
200b impede a apoptose de células cancerigenas. O cancer do colo apresenta mais expresso o
miR-200b, estando relacionado com o desenvolvimento dessa doenca e também no

desenvolvimento de metéstases sendo disseminadas principalmente por meio de vesiculas. A
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expressdo aumentada desse mirRNA estd relacionada a pior prognostico. Desse modo, 0s
achados deste estudo corroboram com a literatura que indica maior expresséo do miR-200b em
relacdo de paciente com CaP comparados a pacientes controle.

O miR-21-5p, esta associado a varios tipos de neoplasias, estando mais expressos em
paciente que desenvolveram o cancer. Desse modo, apesar de ndo ser um biomarcador
especifico de CaP, é promissor. Todavia no CaP ainda ndo ha consenso sobre a eficacia do seu
uso no estadiamento da doenca, se realmente consegue indicar a forma mais agressiva do cancer
(STAFFORD etal., 2022). O mir-21-5p € regulado pelos fatores de transcricdo STAT3 e NFKB,
que por sua vez, estdo expressos em outras neoplasias, atuando na regulacdo da progressao
celular, invasao, apoptose e tumorigénese. Por esse motivo, o progndstico de quando ha esse
microRNA superexpresso € ruim, visto as possibilidades de metastases e menor sobrevida
(PFEFFER, YANG, PFEFFER, et al., 2015). Desse modo, 0 mir-21 pode também estar
associado com pior estadiamento do CaP, pois este microRNA também atua na oncogénese de
outros tumores humanos estando expresso em células cancerigenas como nos glioblastoma,
cancer de cabeca e pescoco, cancer de ovario, linfoma de células B, carcinoma hepatocelular e
cancer de pulméo. Ele apresenta alta associacdo com proliferacdo e baixa apoptose (YUAN ET
AL., 2018)

Em um estudo de urina ndo fracionada, o mir-21-5p apresentou niveis mais aumentados
nos pacientes com cancer de préstata podendo ser utilizado para distinguir paciente com CaP e
HPB. Este estudo sugere que miR-21-5-p, miR-19a e miR-19b podem ser marcadores mais
especificos se comparados com o PSA (CAVALLARI et al., 2020).

No presente estudo, também foi identificada expressdo 4x maior de mir-21-5p nos
pacientes com CaP do que nos pacientes com bidpsias negativa. Este foi 0 marcador mais
sensivel e especifico dentre os testados para sobrenadante urinario. Entretanto, possivelmente
pelo baixo numero amostral sendo por conveniéncia, ndo foi identificada correlacdo
significativa entre o escore de Gleason e os microRNAs em pacientes com CaP, a maioria dos
pacientes apresentavam baixo estadiamento, sugere-se outros estudos com maiores amostras
com pacientes apresentando estadiamento elevado para o CaP.

O presente estudo demonstrou que analisando o sobrenadante urinario os microRNAS
mir-200b-3p, miR-21-5p foram significantemente mais expressos no grupo de CaP em
comparacdo ao controle. Também foi identificada aumento da expressao de miR-375 no grupo
CaP, com significancia estatistica limitrofe (P=0,054), o que pode ser devido ao numero

amostral reduzido.
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7. CONCLUSAO

Os miRNA mir-200b-3p, miR-21-5p e miR-375, avaliados no sobrenadante urinario,
apresentaram maior expressao em pacientes com CaP comparados ao grupo controle.

A expressdo dos miRNAs avaliados ndo apresentou associa¢do com os niveis de PSA
sérico.

A expressdo dos miRNAs avaliados ndo apresentou associacdo com os diferentes
escores de Gleason dos pacientes com carcinoma.

A andlise da curva ROC demostrou uma boa sensibilidade, mas com uma baixa
especificidade para os miRNAs avaliados como possiveis biomarcadores.

Desse modo, concluiu-se que a analise de miRNAS no sobrenadante urinario é possivel
de ser realizada, mas € necessaria a padronizacao dos métodos de andlises nas diferentes fracoes
da urina ou urina total para melhor avaliar o potencial dos miRNAs mir-200b-3p, miR-21-5p
e miR-375 como biomarcadores que poderdo auxiliar no diagnostico e/ou progndstico do cancer
de prostata. A urina € um material promissor para a analise de biomarcadores que poderdao
auxiliar a realizagdo do diagndstico tumoral de modo néo invasivo, diminuindo o nimero de

bidpsias desnecessarias e suas repercussdes clinicas desfavoraveis.
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9. ANEXOS

Anexo 1: Termo de consentimento livre e esclarecido

N° do projeto GPPG ou CAAE:

Titulo do Projeto: “Avaliacdo de miRNAs urinarios diferencialmente expressos no
cancer de prostata”

Vocé estd sendo convidado a participar de uma pesquisa cujo objetivo é
desenvolver um método de diagnéstico ndo invasivo para diagnosticar o cancer de
préstata realizado através do sangue e da urina. Esta pesquisa esta sendo realizada
pelo Servico de Urologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) e
Departamento de Fisiologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).

Se vocé aceitar participar da pesquisa, no dia do seu exame de bidpsia da
préstata sera realizada a coleta da amostra de urina, logo apdés o exame de toque
retal com massagem prostética (que é procedimento de rotina antes da biépsia), no
Centro Cirdrgico Ambulatorial (CCA) do HCPA. O volume coletado de urina sera de
aproximadamente 30 mL. Para uma melhor coleta pedimos que o senhor beba dois
copos de agua antes da entrada no CCA.

A coleta das amostras para a pesquisa nao interferird em seu tratamento clinico
ou cirargico, que serd o mesmo independentemente de vocé aceitar ou ndo em
participar da pesquisa.

- Também sera realizada consulta em seu prontuario para obtencdo dos
resultados dos exames de PSA (antigeno prostatico) e anatomopatoldgico (bidpsia).
Por isso, solicitamos a sua autorizacao para realizar este acesso.

E importante que saiba que para sua participacdo no estudo, ndo sera
necessario comparecer a nenhuma consulta extra, tomar qualquer medicamento
experimental ou outro medicamento que nao seja 0s que seu médico Ihe receitou.

A coleta de urina ndo apresenta riscos, além de um desconforto eventual
semelhante ao toque retal que vocé ja realizaria antes da bidpsia.

Embora ndo exista nenhum beneficio direto para o senhor com a participacao
na pesquisa, os dados coletados de cada paciente e examinados em conjunto
ajudardo a compreender melhor a doencga, além de permitir o desenvolvimento de um
meétodo de diagnostico ndo invasivo, com menor risco e menos desconforto. Além
disso, este estudo poderéa auxiliar na determinacdo da gravidade da doenca, quando
presente. Com esse estudo, esperamos que um maior numero de pessoas possa ter
acesso a exames preventivos com maior efetividade, melhorando a possibilidade de
diagnastico e tratamento da doenga.

Sua participagdo na pesquisa é totalmente voluntaria, ou seja, ndo €
obrigatodria. Caso vocé decida nao participar, ou ainda, desistir de participar e retirar
seu consentimento, ndo havera nenhum prejuizo ao atendimento que vocé recebe ou
possa vir a receber na instituigao.

N&o esta previsto nenhum tipo de pagamento pela sua participagdo na
pesquisa e vocé nao terd nenhum custo com respeito aos procedimentos envolvidos.

Caso ocorra alguma intercorréncia ou dano, resultante de sua participagao na
pesquisa, vocé recebera todo o atendimento necessario, sem nenhum custo pessoal.

Os dados coletados durante a pesquisa serdo sempre tratados
confidencialmente. Os resultados serdo apresentados de forma conjunta, sem a
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identificacdo dos participantes, ou seja, 0 seu nhome nao aparecera na publicacdo dos
resultados.

As amostras coletadas serdo armazenadas no Laboratério de Biologia
Molecular Endécrina e Tumoral (LABIMET) do Departamento de Fisiologia da UFRGS.
Este material sera armazenado de forma codificada. O material biolégico coletado,
além de ser utilizado neste estudo, poderé ser utilizado em outros estudos futuros do
nosso grupo. Neste caso, um novo projeto de pesquisa sera submetido para
apreciacdo do Comité de Etica em Pesquisa e vocé sera chamado para reconsentir
com o uso do material.

() Aceito que minhas amostras sejam armazenadas para pesquisas futuras.

() Nao aceito que minhas amostras sejam armazenadas para pesquisas
futuras.

Caso vocé tenha duvidas, podera entrar em contato com a pesquisadora
responsavel, Prof2. Dra. llma Simoni Brum da Silva, pelo telefone (51) 33083559 ou
com o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA),
pelo telefone (51) 33597640, ou no 2° andar do HCPA, sala 2227, de segunda a sexta,
das 8h as 17h.

Esse Termo é assinado em duas vias, sendo uma para o participante e outra
para os pesquisadores.

Nome do participante da pesquisa

Assinatura

Nome do pesquisador que aplicou o Termo Assinatura

Local e Data:
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