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RESUMO

A incidéncia do cancer de préstata (CaP) vem aumentando na populagao brasileira.
Os diagnésticos atuais de CaP sao baseados na detecgao do antigeno especifico da
prostata (PSA) no sangue, no exame digital retal (DRE) e na biopsia da préstata. No
entanto, o uso do DRE e do exame de triagem de PSA tém valor diagnéstico limitado.
MicroRNAs (miRNAs) sdao pequenas sequéncias de RNA nao codificador que regulam
genes especificos envolvidos no inicio e no desenvolvimento do CaP. MiRNAs
estaveis foram encontrados em fluidos biolégicos, como plasma e urina, surgindo
como uma nova classe nao invasiva de biomarcadores para detecgao do CaP. O
objetivo deste estudo foi investigar o perfil de expressdo dos miRNAs em amostras de
plasma, urina e tecido da prostata de pacientes com diagndéstico de CaP e individuos
controles, visando utilizar estes marcadores como exame de triagem para CaP. O
estudo foi realizado com trés conjuntos de amostras, divididos nas fases de
“descoberta”, “triagem” e “validagdo”. Na fase de descoberta foram selecionados 44
mMiRNAs a partir de um estudo piloto e dados da literatura para serem analisados na
fase de triagem por RT-qgPCR. A expressao dos 44 miRNAs foi investigada nos trés
espécimes clinicos de 40 pacientes (20 pacientes com CaP e 20 controles), usando
cartdes de miRNA TagMan Custom Array (Thermo Fisher Scientific). Nove miRNAs
foram diferencialmente expressos na fase de triagem entre casos e controles nas
amostras de plasma, urina e tecido. Destes nove miRNAs, quatro foram selecionados
para fase de validacdo em 22 pacientes com CaP e 28 individuos controles, utilizando
a mesma metodologia de PCR. Na etapa de validagao foi constatado que os miR-
200b-3p, miR-21-5p e miR-375 foram significativamente mais expressos no tecido de
CaP em relagao ao controle, apresentando valores AUC de 0,640, 0,740 e 0,815,
respectivamente. Apenas o miR-375 foi significativamente regulado positivamente
(AUC = 0,677) em amostras de plasma de pacientes com CaP em comparagdo com
os controles. O mir-200b-3p plasmatico mostrou valor AUC semelhante (0,664) em
pacientes com CaP, mas sem significancia estatistica (P> 0,05). Os miRNAs urinarios
nao mostraram valores de AUC com relevancia estatistica. A associagao de pares de
mMiRNAs ou sua combinagao com valores de PSA nao resultou em melhoria adicional
aos valores de AUC observados, quando comparado com os valores de um unico
miRNA. Nossos resultados sugerem que o miR-375 deve ser considerado um

potencial biomarcador de triagem para o diagnostico de CaP, uma vez que a diferenga



de expressao significativa no plasma e no tecido da prostata. Entretanto, estudos
prospectivos de grande escala ainda sdo necessarios para corroborar nossos achados
como biomarcadores adjuntos aos exames de PSA e DRE, auxiliando no diagndstico

de cancer de prostata.

Palavras-chave: cancer de préstata, diagndstico, biomarcadores, miRNA.



ABSTRACT

Prostate cancer (PCa) incidence has been rising in Brazilian population. Current PCa
diagnostics are based on the detection of prostate specific antigen (PSA) in blood,
digital rectal examination (DRE) and prostate biopsy. However, DRE and PSA
screening have diagnostic value limited. MicroRNAs (miRNAs) are small sequences of
non-coding RNA regulating specific genes involved in the onset and development of
PCa. Stable miRNAs have been found in biofluids, such as plasma and urine, emerging
as a non-invasive new class of biomarkers for PCa detection. The aim of the study was
to investigate microRNA expression profile in plasma, urine and prostate tissue
samples from patients with diagnosis of PCa and subject controls, using these markers
as a screening test for PCa. The study was performed with three sample sets, divided
in “discovery”, “screening” and “validation” phases. In the discovery phase 44 miRNAs
were selected from a pilot study and data from the literature, to be carried out in the
screening phase by RT-qPCR. Expression of 44 miRNAs was screened in three
different clinical specimens of 40 patients (20 PCa patients and 20 controls) using
TagMan Custom Array miRNA cards (Thermo Fisher Scientific). Nine miRNAs were
differentially expressed in the screening phase between cases and controls among
plasma, urine and tissue samples. Then, four of the dysregulated miRNAs were
selected for validation in 22 PCa patients and 28 subject controls, using the same PCR
methodology. After validation, miR-200b-3p, miR-21-5p and miR-375 were significantly
overexpressed in PCa tissue with AUC of 0.640, 0.740 and 0.815, respectively. Only
miR-375 was significantly upregulated (AUC = 0.677) in plasma samples of PCa
patients in comparison to the controls. Plasmatic mir-200b-3p showed similar AUC
value (0.664) in PCa patients, but without significance (P > 0.05). Urinary miRNAs
showed no significant statistical AUC values. Testing pair of miRNA or their
combination with PSA values resulted in no further improvement of AUC values
observed for single miRNA. Our results suggest that miR-375 should be considered as
potential screening biomarker for the diagnosis of PCa, since the difference in
expression was significant in plasma and prostate tissue. However, large-scale
prospective studies are still needed to validate our findings as adjunct biomarkers for

PSA and DRE in diagnosis of prostate cancer.

Keywords: prostate cancer, diagnosis, biomarkers, miRNA.
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1 INTRODUGAO

O cancer de proéstata (CaP) é o segundo tipo de cancer mais diagnosticado
entre os homens no mundo, com aproximadamente 1,3 milhdes de novos casos em
2018 e a quinta principal causa de morte por cancer (BRAY et al., 2018). A American
Cancer Society estimou para 2020 nos Estados Unidos (EUA) cerca de 191.930 novos
casos de CaP com 33.330 mortes (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2020). No Brasil,
de acordo com os dados do Ministério da Saude, existe uma estimativa para este ano
de 65.840 novos casos de CaP, sendo que no ano de 2017 foram registradas 15.391
mortes (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER, 2020). Sua incidéncia aumenta com a
idade, acometendo principalmente homens com mais de 50 anos, resultando em
grandes impactos nos sistemas de saude, com uma tendéncia ao crescimento devido
a crescente exposicao da populagao a fatores de risco, ao aumento da expectativa de
vida, a melhoria e evolugdo dos métodos diagndsticos e da qualidade dos sistemas
de informacdo. Além disso, a ocorréncia de sobrediagndstico, em fungdo da
disseminagao do rastreamento do CaP através do exame de toque retal ou exame
digital retal (DRE) e antigeno prostatico especifico (PSA), contribui para o aumento
das taxas de incidéncia (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER, 2013).

O CaP ¢ classificado como um adenocarcinoma ou cancer glandular,
acometendo em especial a zona periférica da glandula prostatica (DE MARZO et al.,
2004; SHEN; ABATE-SHEN, 2010). A histdria natural deste tipo de cancer néo é 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 cancer agressivo que causa metastase principalmente para medula e
linfonodos, podendo levar a morte (EFTHIMIOU; SKREPETIS; BOURNIA, 2013;
MOHAMMED, 2014). Segundo Yang e colaboradores, a alta taxa de mortalidade de
pacientes com CaP é devido primariamente ao fato de que a doenga usualmente
torna-se clinicamente aparente depois que ja ocorreu metastase. A taxa de 5 anos de
sobrevivéncia de pacientes com CaP localizado e regional pode atingir 100%, mas
entre os pacientes com CaP com metastase, esta taxa de sobrevivéncia diminui para
menos de 30% (YANG; ZHENG; ZHU, 2014).

O surgimento do CaP depende da interagdo de varios eventos que incluem
fatores genéticos/familiares, hormonais, ambientais e alimentares. Os principais

fatores ndo modificaveis sao idade, raga negra e ter parente de primeiro grau (pai ou
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irméo) com CaP antes dos 60 anos de idade (REDDY et al., 2003). Mais do qualquer
outro tipo, é considerado um cancer de terceira idade, ja que cerca de 75% dos casos
no mundo ocorrem a partir dos 65 anos. Dentre os fatores de risco modificaveis o
unico que apresenta evidéncias em estudos mais recentes € a sindrome metabdlica,
estando associada principalmente com tumores clinicamente significantes e de alto
grau (STOCKS et al., 2015).

Varias técnicas estao disponiveis para o diagnéstico de CaP, e as principais
incluem DRE, bidpsia prostatica e determinagao sérica do PSA. A necessidade de
realizacado da bidpsia prostatica deve ser avaliada pelo médico com base nos niveis
de PSA e/ou no DRE. Durante a biépsia prostatica, em média, 8 a 18 fragmentos do
tecido prostatico s&o retirados para a realizagdo do exame anatomopatoldgico, sendo
que a biopsia prostatica transretal guiada por ultrassom € um dos métodos padrao-
ouro para o diagnostico do CaP. Entretanto, a bidpsia € um processo extremamente
invasivo, podendo acarretar em algumas complicagdes como dor, sangramento retal,
hematuria, hematospermia e infecgbes (DAS et al., 2019; HUBNER; SHARIAT;
REMZI, 2018). Segundo Loeb e colaboradores, a taxa de infecgbes graves decorrente
da bidpsia tem aumentado nos ultimos anos em consequéncia da resisténcia
bacteriana crescente aos antimicrobianos, elevando assim o numero de
hospitalizacbes pos-bidpsia (LOEB et al., 2011). Neste sentido, novos biomarcadores
tém sido estudados visando melhorar o manejo clinico-laboratorial da detecgao

precoce do CaP.
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REVISAO DA LITERATURA

1.1 Exames de rastreamento e diagnodstico para cancer de prostata

Varias técnicas estao disponiveis para o rastreamento e diagnostico de CaP, e
as principais incluem DRE, determinagéo sérica do PSA (exames de rastreamento) e
bidpsia prostatica (exame diagndstico). A necessidade de realizagao da biopsia

prostatica deve ser avaliada pelo médico com base nos niveis de PSA e/ou DRE.

1.1.1 Exame de toque retal (DRE)

O DRE da préstata permanece como método preliminar primario desde antes
da popularizagao do teste de PSA. Este exame tem importancia no rastreamento e no
estadiamento da doenga. O procedimento é realizado pelo médico urologista, no qual
insere o dedo indicador na porgao final do intestino grosso (reto) do paciente. Desse
modo, € possivel avaliar o formato, o tamanho e a textura da prostata, além de
identificar a presencga de ndédulos que possam ser indicativos de um tumor maligno.
Apesar da importancia, este exame apresenta uma série de limitagdes, tais como
subjetividade, variabilidade interpessoal entre os examinadores, bem como
inconclusividade na presenca de doencgas prostaticas associadas como a hiperplasia
benigna da prostata (HBP) e prostatite (SCHRODER et al., 1998).

1.1.2 PSA como biomarcador de cancer de prostata

O National Cancer Institute define um biomarcador como uma substancia
encontrada no tecido, sangue ou outros fluidos corporais que pode ser um sinal de
cancer ou determinada condicdo benigna (ndo cancerigena). A maioria dos
biomarcadores tumorais € sintetizada por ambas células, normais e cancerigenas,
mas sao produzidas em quantidades maiores por células cancerigenas
(MOHAMMED, 2014). Um candidato ideal a biomarcador tem que superar limitagoes,
tais como sensibilidade, especificidade e robustez insuficiente, além de baixo poder

preditivo. Ele ainda deve ter caracteristica nao invasiva e ser extraido
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preferencialmente de fontes como sangue e urina. As principais caracteristicas de um
biomarcador tumoral ideal sao sua especificidade para um determinado tipo de tumor
e sua sensibilidade, sendo que seus niveis devem sinalizar com precisédo a progressao
e a regressao do tumor.

De um modo geral, da mesma forma que os biomarcadores se correlacionam
com suas respectivas neoplasias, os biomarcadores de prostata exibem algumas ou
todas as seguintes habilidades: diagndstica, prognostica, preditiva e
farmacodinamica. Biomarcadores de diagndstico representam uma estratégia de
triagem (screening) ou confirmagdo do diagnéstico de uma neoplasia. Os
biomarcadores prognésticos preveem o curso natural do cancer para distinguir o
desfecho do tumor. Eles também ajudam a determinar quem tratar, a intensidade do
tratamento, quais candidatos provavelmente responderdo a um determinado
medicamento e a dose mais eficaz. Biomarcadores preditivos avaliam o provavel
beneficio de um tratamento especifico. J&4 os biomarcadores farmacodindmicos
avaliam os efeitos iminentes do tratamento de um medicamento em um tumor e,
possivelmente, podem determinar a dosagem nos estagios iniciais do
desenvolvimento clinico de um novo medicamento anticancer (SAWYERS, 2008). A
identificacdo de biomarcadores moleculares especificos no CaP é uma abordagem
racional para enfrentar os desafios clinicos atuais de quem realiza bidpsia prostatica,
para quem oferece certas terapias intervencionistas, bem como para acompanhar o
desfecho de um tratamento (BARBIERI et al., 2013; BERGER et al., 2011).

Novos biomarcadores tém sido descritos nos ultimos anos para deteccao do
CaP, entre eles o Prostate Health Index, o escore PCA3 e o painel de quatro
calicreinas (FILELLA; FOJ, 2015; STEPHAN; JUNG; RALLA, 2015). Os
biomarcadores emergentes tem o objetivo de melhorar a especificidade do PSA na
deteccao de CaP, mostrando uma relagao com a agressividade do tumor. Atualmente,
o0 PSA continua sendo o biomarcador mais utilizado na deteccao de CaP, apesar das
controvérsias em torno de seu uso como ferramenta de triagem. Na verdade, os
resultados mostram que a triagem baseada nos niveis de PSA resulta em uma maior
incidéncia de CaP de baixo risco, a maioria das quais nao requer tratamento (FILELLA;
FOJ, 2016).

O fato de o CaP ser o cancer mais comum em varios paises desenvolvidos foi,
em parte, causado pelo uso generalizado e crescente do PSA nos ultimos 30 anos.

Essa serina protease foi descrita pela primeira vez como PSA em 1979 (WANG;
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VALENZUELA; MURPHY, 2002). Desde meados da década de 1980, o PSA tem
revolucionado o manejo do CaP. O PSA é biologicamente responsavel pela liquefagao
do sémen e secretado no plasma seminal, sendo rara a liberagao retrograda de PSA
na corrente sanguinea em homens saudaveis (LILJA; ULMERT; VICKERS, 2008).
Somente se a membrana basal das células epiteliais da prostata for destruida, o PSA
podera escapar excessivamente para a circulagdo sanguinea. Embora existam varias
razdes para os valores de PSA aumentar como na prostatite, HBP ou manipulagdes
da prostata, ha uma forte correlagdo do PSA sérico com a incidéncia de CaP (LILJA;
ULMERT; VICKERS, 2008). Neste aspecto, o PSA néao é especifico para o cancer,
pois a elevagao dos niveis de PSA também ocorre em outras patologias da glandula
prostatica.

Em 1994, o teste de PSA foi oficialmente aprovado para o diagnostico do CaP,
juntamente com o DRE, pelo 6rgao americano Food and Drug Administration (FDA),
e tornou-se o método padrao-ouro para a detecgao precoce e diagnostico. O nivel
sanguineo de PSA maior que 4,0 ng/mL é uma indicagdo de CaP. Entretanto, seu
valor diagndstico é limitado pela sua baixa sensibilidade e especificidade (BRYANT et
al., 2012; MOHAMMED, 2014; SHAPPELL, 2008). Recentemente, a triagem pelo PSA
tem gerado controvérsia, visto que ele é detectado aumentado em 30-50% dos casos
de HBP e em somente 20% dos casos de CaP. Evidéncias sugerem que alguns
pacientes com CaP podem apresentar niveis de PSA abaixo de 4,0 ng/mL, enquanto
que os niveis de PSA podem ser afetados por varios outros fatores, tais como
prostatite, infecgdo do trato urinario, inflamagao crénica ou HBP (ANDRIOLE JR,
2012; BARRY, 2001). O grande numero de biopsias prostaticas negativas e,
potencialmente desnecessarias, é reconhecido como um problema clinico na atual
abordagem para avaliacdo do paciente. Além disso, os pacientes com PSA
persistentemente elevado e bidpsias prostaticas negativas séo de dificil tratamento e
cura.

Enquanto o PSA é o parametro-chave ndo questionado para o gerenciamento
de um CaP conhecido, existem limitagdes decisivas para o diagnostico de CaP. Como
mencionado, doengas benignas da prostata, como HBP ou prostatite, bem como
manipulagdes da prostata (DRE, biopsia, cateterismo, ejaculagdo) também podem
causar elevagao das concentragcbes séricas de PSA (POLASCIK; OESTERLING;
PARTIN, 1999), enquanto andar de bicicleta parece ter um efeito menor (JIANDANI et

al., 2015). Isso leva a uma baixa especificidade e baixo valor preditivo positivo se uma
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unica medida de PSA ¢é usada para prever CaP, especialmente na 'zona cinza' do PSA
de 2 a 10 ng/ml (POLASCIK; OESTERLING; PARTIN, 1999). Andar de bicicleta, DRE
ou ejaculagao sao algumas das situagdes que devem ser evitadas alguns dias antes
da coleta de sangue para o exame laboratorial de PSA. Ja outros fatores como uma
HBP existente, prostatite cronica ou uma grande variagao biolégica do PSA (20 a 30%)
séo inevitaveis. Contudo, ja uma simples medigdo repetida de PSA pode reduzir
significativamente o numero de bidpsias da préstata, mas ainda assim, 60-80% de
todas as biopsias ndo evidenciam CaP e, portanto, seriam desnecessarias.

Para aumentar a especificidade do PSA, diferentes paradmetros foram
desenvolvidos no inicio dos anos 90, como densidade de PSA (razdo de PSA e volume
prostatico), velocidade do PSA (alteragdo do PSA durante um periodo de tempo),
incluindo também a duplicagdo do PSA em intervalos de referéncia especificos de
idade/raca (POLASCIK; OESTERLING; PARTIN, 1999). Todos esses parametros
baseados em PSA foram apenas parcialmente bem-sucedidos e nao trouxeram
substancialmente uma melhora em sua especificidade.

O PSA pode circular no organismo de forma livre (PSA livre) ou conjugada com
a a-1-antiquimiotripsina (PSA-ACT), podendo ser mensurado laboratorialmente. Logo,
o PSA total é a soma da forma livre e complexada com a proteina. Em torno de 65-
95% do PSA encontra-se na forma conjugada, estando elevado em pacientes com
CaP, comparado aos pacientes sem a neoplasia. Uma outra variante de PSA
recentemente descoberta é o analito p2PSA, ou [-2]pr6-PSA, pertencente a um grupo
de precursores inativos do antigeno prostatico conhecidos como pro-PSA. Estes
precursores sdo encontrados em concentracbes mais elevadas em tumores de
préstata do que em tecidos benignos, o que pode trazer maior especificidade no
rastreamento da doenca. O p2PSA é a principal isoforma encontrada em extratos
tumorais e, por isso, considerado o marcador sérico mais especifico para o cancer ja
descoberto até o momento. Baseado nestas caracteristicas moleculares, em 2012 o
FDA aprovou a dosagem laboratorial das fragdes de PSA para analise do indice de
saude da préstata, também chamado de PHI (STEPHAN; JUNG; RALLA, 2015).

Do inglés, prostate health indice (PHI) € uma nova férmula matematica que
combina todas as trés formas de PSA (PSA total, PSA livre e p2PSA) em uma
pontuacgdo unica que pode ser usada para auxiliar na deciséo clinica (MOHAMMED,
2014). O objetivo é ter mais uma analise que possa ajudar na decisao de realizar a

bidpsia prostatica em pacientes com DRE negativa e PSA entre 4-10 ng/mL. O uso do
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PHI também prevé a probabilidade de progressdo durante a vigilancia ativa,
fornecendo outra modalidade nao invasiva que potencialmente selecione e monitore
essa populagao de pacientes (LOEB; CATALONA, 2014).

1.1.3 Outros biomarcadores

1.1.3.1  Antigeno 3 do cancer de prostata (PCA3)

Em 1995, o PCAS foi identificado em uma pesquisa colaborativa do Hospital
Johns Hopkins (Baltimore, EUA) e a Universidade Radboud (Nijmegen, Holanda)
(MCKILLOP, 2006; MOHAMMED, 2014). PCA3 é um segmento de acido ribonucleico
mensageiro nao codificado (MRNA) do cromossomo 9q21-22 que foi demonstrado
estar elevado em mais de 95% dos homens com CaP. Este marcador é capaz de
diferenciar células prostaticas benignas e cancerigenas com uma precisdo de
aproximadamente 100%. Ao contrario do PSA sérico, o PCA3 nao € afetado pela
idade, volume da préstata ou outro tipo de doenga prostatica (por exemplo, prostatite)
(HESSELS; SCHALKEN, 2009). Além disso, nenhum transcrito de PCAS foi detectado
em tecidos extraprostaticos, demonstrando que o PCA3 é um biomarcador de CaP
especifico (MARKS; BOSTWICK, 2008).

Em 2012, o FDA aprovou o teste de urina que detecta a superexpressao do
gene PCAS3, que é especifico do CaP, bem como um preditor preciso em caso de
presenca de cancer. PCA3 também é considerado util para decidir quando é
necessario fazer novamente bidpsia no acompanhamento de pacientes sob vigilancia
ativa (CRAWFORD et al., 2012).

1.1.3.2  Antigeno precoce do céncer de prostata (EPCA) e Antigeno-2 precoce do
céncer de prostata (EPCA-2)

EPCA e EPCA-2 sao proteinas estruturais nucleares que foram identificadas
como expressas no CaP, mas ndo em outros tecidos normais ou tipos de cancer
(DHIR et al., 2004; SHAPPELL, 2008). Alteragbes nas proteinas da matriz nuclear
estdo associadas a carcinogénese em uma variedade de tecidos. As proteinas da

matriz nuclear do modelo experimental de Dunning de CaP em ratos foram
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identificadas como proteinas diferentes das do rato controle (GETZENBERG et al.,
1991). Em uma analise das proteinas da matriz nuclear em tecidos humanos da
préstata, a proteina 1 (designada PC-1) foi identificada em 14 de 14 das preparagdes
da matriz nuclear de CaP, mas nao foi detectada em preparacdes semelhantes de
nenhuma das 13 amostras de préstatas benignas ou 13 amostras com HBP (PARTIN
etal., 1993). Até o presente momento, estas proteinas estdo sendo utilizadas somente

em nivel de pesquisa clinica.

1.1.3.3 TMPRSS2 - ERG

E uma fusdo entre o gene da serina 2-protease transmembrana (TMPRSS2)
(localizado no cromossomo 21g22.3) e o gene da familia de fatores de transcrigao
ERG (21922.2) e ETV1 (7p21.1) (um alelo TMPRSS2 perde seu promotor € um dos
alelos de ERG o ganha) (KUMAR-SINHA; TOMLINS; CHINNAIYAN, 2008). E um
arranjo especifico de DNA encontrado em 50-60% dos casos de CaP e detectado em
cerca de um quarto dos pacientes com neoplasia intraepitelial prostatica. A deteccao
deste rearranjo génico pode ser realizada através de um teste de urina. Este exame
de urina pode ajudar a identificar com elevada especificidade uma parcela de
pacientes com CaP agressivo, podendo desempenhar um importante papel no
monitoramento da resposta a terapias hormonais para prever o comportamento do
tumor, bem como ajudar a prever melhor o desfecho clinico (MWAMUKONDA et al.,
2010).

1.1.3.4  Gene da fosfatase e homoélogo da tensina (PTEN)

O gene PTEN é um gene supressor de tumor com quatro proteinas que
geralmente estdo alteradas no CaP. O gene produz uma proteina que desliga a via de
sinalizacdo PI3 K/AKT/mTOR, responsavel pelo crescimento, metastase e
sobrevivéncia celular. Evidéncias mostram que a mutagcdo PTEN tem um escore de
Gleason significativamente maior, pior progndstico e maior taxa de metastases
(CHAUX et al., 2012).
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A pesquisa sobre o gene PTEN visa distinguir entre o aumento de volume n&o
cancerigeno da préstata e o CaP, com subsequente terapia apropriada (REID et al.,
2010).

1.1.4 Bidpsia da prostata

Quando um individuo tem diagndstico suspeito de CaP no rastreamento,
necessita realizar a biopsia da glandula para confirmacéao histoldgica. Historicamente,
a primeira bidpsia da prostata foi realizada em 1937, com agulha e digitalmente
dirigida ao nodulo da prostata. Com o advento do ultrassom e seu uso transretal, os
nodulos ndo palpaveis passaram a ser vistos e biopsiados com agulhas apropriadas.
O uso do ultrassom permite ao médico a localizagdo do(s) nédulo(s) suspeito(s)
inserindo a agulha no ponto exato para a coleta (FIGURA 1). Hodge e colaboradores
(HODGE et al., 1989) propuseram a bidpsia sextante (seis pun¢des) em linha para-
sagital, sistematica e aleatdria, melhorando o diagnéstico de CaP. Este esquema
original (um fragmento da base, regido meédia e apice bilateralmente), quando feito um
pouco mais lateral, como estudado por McNeal (MCNEAL et al., 1988), pode melhorar
os indices de falso-negativos. Modificacbes na bidpsia sextante padrdo foram
propostas tendo como foco a importancia da lateralizagdo das pungdes dirigidas, ou
seja, obtencao de maior positividade quanto mais lateral na préstata for a bidpsia
(TERRIS; MCNEAL; STAMEY, 1992). Outros estudos mostraram melhora do indice
de deteccdo de CaP com os fragmentos adicionais dirigidos mais lateralmente a
técnica padrao sextante, realizando mais de 8 amostras (BABAIAN et al., 2000;
DURKAN et al., 2002). Achados mais recentes recomendam esquemas de bidpsia
com 10 a 14 fragmentos como padrao para a primeira bidpsia. Naqueles pacientes
com suspeita clinica e bidpsia prévia negativa pode-se fazer mais amostras, até acima
de 21 (denominada biopsia de saturagdo). A bidpsia é importante ndo sé pela
deteccdo do CaP como também no manejo clinico, ajudando a predizer o progndstico
(PATEL; JONES, 2009).
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Figura 1 — Bidpsia de préstata guiada por ultrassom
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Fonte: MD. Saude (2020).

Com a bidpsia confirmatodria de CaP é necessario realizar a classificagdo do
grau tumoral. A graduagéo histolégica de Gleason é universalmente utilizada e atua
como fator prognostico isolado muito importante no CaP. Esta graduacao constitui-se
de cinco padrdes, sendo que a somatoria dos dois predominantes € o escore de
Gleason, que varia de 2 a 10. Os numeros que compdem a somatoria sao informados
entre parénteses, sendo o primeiro da sequéncia aquele predominante na neoplasia.
Atualmente, seis € a pontuacdo mais baixa atribuida. Quando os pacientes sao
informados de que possuem um escore de Gleason 6 de 10, implica que seu
prognostico é intermediario, aumentando as chances de se ter uma neoplasia
agressiva. Em tumores homogéneos a numeragao € dobrada. Esta graduagao é
baseada na conformacgéao arquitetural das glandulas, sua disposi¢cao e caracteristica
de crescimento e desconsidera caracteristicas citoldégicas, sendo amplamente
discutida e acordada na reunido da Sociedade Internacional de Uropatologia
(International Society of Urological Pathology — ISUP), e publicada como consenso da
graduacéo histologica de Gleason (EPSTEIN et al., 2016).
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1.2 microRNAs como novos biomarcadores moleculares de CaP

O desenvolvimento de testes nao invasivos para a detecgao e monitoramento
de canceres podem reduzir drasticamente os problemas mundiais que envolvem este
tipo de doenga. Embora estratégias convencionais de descoberta de biomarcadores
baseados no sangue (por exemplo, tecnologias proteémicas) tém sido promissoras, o
desenvolvimento de biomarcadores de deteccéo e diferenciagao de cancer validados
clinicamente permanecem um desafio ainda ndo vencido para muitos canceres
humanos (SHAPPELL, 2008).

Desde a sua descoberta em nematodeos, os microRNAs (miRNAs ou miRs)
tém tido um papel importante no diagnostico e diferenciagéo de varios tipos de cancer.
Os miRNAs fazem parte de um grupo de RNAs de 18 a 24 nucleotideos de extensao,
fita simples e nao codificantes de proteinas. Sdo moléculas geradas pela clivagem
sequencial de transcritos primarios e precursores chamados de pri-microRNAs e pré-
microRNAs, respectivamente, os quais serdo especificados posteriormente. Estas
moléculas sdo consideradas resistentes a varios impactos, tais como degradagao
enzimatica, congelamento, descongelamento ou condi¢des intensas de pH, ou seja,
estabilidade que favorece a indicagcdo dos miRNAs como biomarcadores de varias
doencgas (SCHOLER et al., 2010). Os padrdes de expressao, fungéo e regulacéo dos
mMiRNAs em células normais e neoplasicas ainda sdo pouco conhecidos, mas sua
localizagao frequente em sitios frageis, pontos de quebra ou regides de amplificagao
ou perda de heterozigozidade revelam que eles tém um significante papel na
carcinogénese humana. O padrao anormal de expresséo dos varios miRNAs tem sido
observado em leucemia linfocitica crénica e em muitos tumores sdlidos, incluindo
mama, figado, ovario, colorretal e prostata. Cada miRNA tem a capacidade distinta de
regular potencialmente a expressao de centenas de genes codificantes e, portanto,
modular varias vias celulares incluindo proliferacdo, apoptose e resposta ao estresse.
Além disso, ja foi descrito que mais de 60% dos genes humanos sao regulados pelos
miRNAs (BUDHU; JI; WANG, 2010; SCHOLER et al., 2010). Sua expresséo alterada
em cancer pode ser um fator de causa ou talvez uma consequéncia do estado da
doenca. Dependendo da natureza de seus genes alvo, os miRNAs podem funcionar
como supressores de tumor por repressao dos oncogenes alvo (por exemplo, let-7g,

miR-15/16 e miR-34) ou como oncogenes por controlar negativamente genes que
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regulam a diferenciagao celular tumoral e apoptose (por exemplo, miR-155 e miR-21)
(BUDHU; JI; WANG, 2010).

Visto que a capacidade de detectar o CaP nos seus estagios iniciais € o fator
chave para reduzir os indices de mortalidade da doencga, a identificacdo de
biomarcadores para o diagnéstico ndo invasivo do CaP é de suma importancia.
Existem evidéncias que o perfil de expressdo de miRNAs podem servir como

biomarcadores revolucionarios para varios tumores, inclusive para o CaP.

1.2.1 Biogénese e fungdo dos miRNAs

O envolvimento de genes codificadores de proteinas no desenvolvimento de
cancer tem sido extensivamente estudado nos ultimos anos. Embora 90% do genoma
humano seja transcrito para o RNA, apenas 2% codifica para proteinas, portanto, ha
um grande numero de RNAs que nao codificam proteina. Dados recentes sugerem
que essa por¢ao do genoma que nao codifica para proteinas também desempenha
um papel na carcinogénese. Esses RNAs né&o codificadores incluem RNA nucleolar
pequeno, MiRNA, RNA interferente pequeno, RNA interativo piwi e RNA nao
codificante longo, que por exemplo inclui PTENP1, um pseudogene do supressor de
tumor PTEN e PCAS3, proposto como um biomarcador util na deteccdo de CaP
(FILELLA et al., 2013; SUN et al., 2014a).

Os miRNAs sao pequenos RNAs (18—-24 nucleotideos) de fita simples nao
codificadores, que regulam negativamente a expressdo do gene através da ligagao
aos seus alvos de mRNA correspondentes. O primeiro miRNA descrito foi lin-4,
identificado em 1993 por Lee e colaboradores no nematoide Caenorhabditis elegans
(LEE; FEINBAUM; AMBROS, 1993). Atualmente, de acordo com o banco de dados
do miRbase (miRbase, versdo 22.1: mar¢co de 2020), 38.589 miRNAs ja foram
identificados em diferentes espécies, dos quais 4.690 miRNAs maduros foram
encontrados nos seres humanos (MIRBASE, 2020).

A biogénese dos miRNAs é um processo complexo que comega no nucleo
celular, local onde ocorre a transcrigao dos genes codificadores de miRNAs, mediada
pela acao RNA polimerase Il, resultando na formacéo de um transcrito primario de fita
dupla denominado pri-miRNA. Este miRNA primario possui 5’CAP e cauda poli-A,

sendo formado por algumas centenas a milhares de nucleotideos. Em seguida, os pri-
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mMiRNAs sdo clivados por um microprocessador que contém a enzima Drosha RNAse
lll e a proteina DGCRS8, permitindo a formacao de um precursor de aproximadamente
70 nucleotideos chamado de pré-miRNA. Depois disso, o pré-miRNA é transferido
para o citoplasma pela exportina-5 e pelo cofator Ran GTP, onde o pré-miRNA é
clivado pela enzima Dicer RNAse, formando um RNA de fita dupla de
aproximadamente 22 nucleotideos, que contém duas cadeias de miRNA: uma torna-
se 0 miRNA maduro e a outra o miRNA “passageiro” ou miRNA 5p, que normalmente
€ degradado. O miRNA maduro se liga a proteina Argonauta (AGO) e forma o
complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC). Apés serem incorporados ao
complexo RISC, os miRNAs podem exercer a fungéo de silenciamento génico em seus
correspondentes alvos de mRNA (Figura 2) (FILELLA; FOJ, 2017a).

O silenciamento génico promovido pelos miRNAs pode ocorrer por repressao
da tradugdo, quando o miRNA faz um pareamento incompleto de bases nitrogenadas
no mMRNA, interrompendo a passagem do ribossomo, ou quando o pareamento de
bases & completo, fazendo com que o complexo RISC clive a sequéncia do mRNA
(Figura 3) (FILELLA; FOJ, 2017a). Nos seres humanos e animais, 0 mecanismo mais
comum de silenciamento de genes mediado pelos miRNAs ocorre pelo pareamento
incompleto de bases na regido 3'UTR do mRNA. Além disso, estudos tem revelado
que um unico miRNA é capaz de regular até 200 mRNAs diferentes, o que
potencialmente significa que os miRNAs podem controlar a expressao de cerca de um
terco dos mRNAs humanos (ESQUELA-KERSCHER; SLACK, 2006; FILELLA; FOJ,
2017a).
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Figura 2 — Representagdo esquematica da biossintese dos miRNAs
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Figura 3 — Silenciamento do mRNA pelo Complexo RISC
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Os miRNAs extracelulares sao heterogéneos, incluindo os miRNAs embalados
em microparticulas (exossomos, microvesiculas e corpos apoptoticos) e miRNAs
ligados a proteinas de ligacado a RNA (AGO-2, nucleofosmina-1) e lipoproteinas de
alta densidade para evitar sua degradagao. Os corpos apoptéticos sdo as maiores

microparticulas (0,5-2 uym) e sao produzidos a partir de células durante a apoptose.
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As microvesiculas s&o de tamanho heterogéneo (0,1-1 um) e séo liberadas de todos
os tipos de células por diferentes mecanismos. Ja 0s exossomos sao pequenas
vesiculas (50—-100 nm) que se originam a partir do endossomo. Os resultados sao
confusos sobre a propor¢ao entre miRNAs exossémicos e ndo exossOmicos. Arroyo
e colaboradores, usando centrifugagéo diferencial e cromatografia de exclusao por
tamanho para caracterizar complexos de miRNA circulantes no plasma e soro
humano, concluiram que os miRNAs associados as vesiculas representam a minoria,
enquanto cerca de 90% dos miRNAs na circulagéao estao presentes numa forma nao
ligada a membrana (ARROYO et al., 2011). Além disso, Dijkstra et al. compararam os
niveis de expressdo de PCA3 e TMPRSS2-ERG em sedimentos e exossomos
urinarios e concluiram que nos exossomos esses biomarcadores tinham menor
sensibilidade analitica, embora os exossomos paregam ser uma fonte mais robusta
de biomarcador urinario (DIJKSTRA et al., 2014). Por outro lado, de acordo com Gallo
et al., o isolamento do exossomo melhora a sensibilidade do miRNA de fluidos
biolégicos humanos, incluindo soro e saliva (GALLO et al., 2012). Além disso, Cheng
et al. mostraram que na urina a maior proporg¢ao de miRNA foi extraida dos exossomos
em comparagdo com o sedimento celular e o sobrenadante livre de células (CHENG
et al., 2013).

Avancos na tecnologia laboratorial associados com a caracteristica de
estabilidade dos miRNAs em diferentes tipos de amostras (WEBER et al., 2010)
permitiram identificar o papel dos miRNAs em varias doengas (LAN et al., 2015). Perfis
especificos de miRNAs de diferentes tipos de cancer podem ser identificados usando
tecnologia de microarrays (microarranjos). A reacao de transcriptase reversa seguida
da reagcdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-gPCR) tem sido geralmente
usada para validar os miRNAs selecionados por microarranjos. O desenvolvimento da
PCR digital melhorou o desempenho da RT-qPCR, sem o uso de controles endégenos
ou exogenos para normalizar os resultados. Por outro lado, a PCR digital € um método
direto para quantificar acidos nucléicos, particularmente util para amostras com
miRNAs abundantes e com alto grau de sensibilidade e precisdo em comparagéo ao
RT-gPCR (MA et al.,, 2013; WHALE et al., 2012). Ademais, as plataformas de
sequenciamento de nova geragao (NGS), como as da Solexa/lllumina e 454 Life
Sciences/Roche, foram desenvolvidas para encontrar novos miRNAs, gerando um
perfil de expressao completo, distinguindo miRNAs sequencialmente semelhantes e

identificando mutag¢des pontuais.
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1.2.2 miRNAs e cancer

Em 2002, Calin et al. demonstraram que um cluster de miRNAs era
frequentemente excluido ou desregulado em leucemia linfocitica crénica de células B
(CALIN et al., 2002). Posteriormente, varios estudos funcionais e de expressao de
miRNAs mostraram que os miRNAs podem estar associados ao inicio e progressao
do cancer. A expressao anormal de miRNAs no cancer esta relacionada a diferentes
mecanismos, incluindo mutagdes gendmicas, alteragdes epigenéticas, anormalidades
cromossdmicas e alteragdes na biogénese do miRNA, ou seja, a expressao alterada
da endoribonuclease Dicer no processamento do miRNA (FLETCHER; DART;
BEVAN, 2014).

Atualmente, diferentes miRNAs estdo envolvidos na carcinogénese humana
agindo como "oncomirs" ou "MiRNAs supressores de tumores", inibindo genes
tumorais supressores ou ativando oncogenes, respectivamente (LAN et al., 2015). O
estudo dos perfis de expressao aberrante do miRNA no cancer é, de fato, uma
maneira inovadora de identificar novos biomarcadores para detecgdo e progndstico
do cancer. Um crescimento exponencial de estudos foi publicado desde que o primeiro
perfil de miRNA circulante foi relatado por Lawrie et al. em 2008 como uma ferramenta
diagndstica em oncologia (LAWRIE et al., 2008). A descoberta de miRNAs em outros
fluidos corporais, incluindo urina, saliva e lavagem brdnquica, intensificou as
investigagbes sobre o uso de miRNAs como biomarcadores nao invasivos em
pacientes com cancer (WEBER et al., 2010).

Curiosamente, de acordo com os resultados disponiveis, as assinaturas de
miRNAs sao capazes de classificar a origem do cancer humano (LU et al., 2005). A
origem altamente especifica de miRNAs nos tecidos leva a uma identificagao eficiente
de canceres metastaticos de origem primaria desconhecida. Sgkilde et al. relataram
em uma série de 208 tumores, representando 15 histologias diferentes incluindo CaP,
que a expressao do miRNA em tecido parafinado pode prever com eficiéncia a origem
primaria do tumor (SOKILDE et al., 2014). Os autores desenvolveram um novo
algoritmo de classificagdo de miRNAs, obtendo uma precisao em torno de 85% (IC:
79% a 89%). Quando o algoritmo foi aplicado para testar um conjunto de 48
metastases teciduais de forma independente, o local primario foi corretamente
identificado em 42 casos (88% de preciséo; IC, 75%—94%). Estudos adicionais sao

necessarios para confirmar estes achados.
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1.2.3 Fungéo dos miRNAs no céncer de prostata

A expressao alterada dos miRNAs no CaP ja foi relatada por diferentes autores,
mostrando sua desregulagdo em varios processos, incluindo proliferagdo celular,
diferenciacédo e progressao (FANG; GAO, 2014; PANG; YOUNG; YUAN, 2010). Os
principais miRNAs envolvidos na patogénese do CaP e suas vias de sinalizagédo sao
mostrados na Figura 4. A desregulagdo do ciclo celular leva a proliferagao celular
aberrante que caracteriza o cancer. Geralmente, os miRNAs interagem com as
proteinas do ciclo celular, conferindo, assim, o potencial de regular a divisdo celular e
a progressao do ciclo celular. Por exemplo, Lewis et al. relataram que o miR-888 inibe
o alvo semelhante ao retinoblastoma 1, que bloqueia a primeira fase gap para a
progressao do ciclo celular da fase sintética, ligando e inibindo os fatores de
transcricao E2F (LEWIS et al., 2014).

Figura 4 — Fungoes dos miRNAs na patogénese do CaP
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As células tronco tumorais, ou cancer stem cells (CSC) sdo um conjunto de
subpopulagdes de células cancerigenas na massa tumoral que desempenham um
papel importante na progressao e metastase do tumor em varios tipos de cancer,
incluindo CaP. As células tronco do CaP mantém as propriedades de auto renovagao

e diferenciacdo e podem levar a mais células cancerigenas. Os miRNAs estao
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envolvidos na promocéo ou inibicdo do desenvolvimento das CSCs. Os miRNAs
excessivamente expressos podem causar a desregulacdo de vias de sinalizagao
especificas associadas as funcdes das CSCs. Particularmente, a familia miR-34 ou a
familia let-7 tém sido envolvidas na regulagéo das propriedades das CSCs no CaP
(KONG et al., 2012; LIU et al., 2011).

Os miRNAs também foram relacionados na resisténcia a apoptose no CaP
através de diferentes mecanismos. O miR-21 é geralmente aumentado no CaP e tem
como alvo direto o gene PTEN, cuja regulacdo negativa resulta em apoptose
significativamente reduzida no CaP. O miR-21 também regula a proteina miristoilada
rica em alanina (MARCKS), conferindo resisténcia a apoptose e levando a uma
proliferacdo aberrante (Figura 5) (FOLINI et al., 2010; LI et al., 2009). Outro
mecanismo de regulagdo da apoptose da-se através dos genes da familia Bcl-2
(encontrada principalmente no linfoma de células B), mas também no CaP. Neste
caso, alguns membros da familia miR-34, bem como o supressor de tumor miR-205,
se dirigem diretamente aos genes Bcl-2 no CaP regulando o processo apoptético
(KOJIMA et al., 2010; VERDOODT et al., 2013).

A transigdo epitélio-mesenquimal (EMT, do inglés, epithelial-mesenchymal
transition) € um processo bioldgico que permite que uma célula epitelial polarizada se
submeta a multiplas alteragbes bioquimicas para assumir um fenoétipo de célula
mesenquimal, que confere capacidade migratéria aprimorada, invasividade e
propriedades de células tronco (KALLURI; WEINBERG, 2009). As células
cancerigenas, inclusive no CaP, sdo submetidas a EMT, depois invadem os tecidos
circundantes e colonizam varios tecidos por via sanguinea ou linfatica para gerar
metastases. As células metastaticas podem entdo reverter através da transigcao
mesenquimal-epitelial (MET), processo inverso a EMT, na qual recuperam as
caracteristicas epiteliais semelhantes as células do tumor primario. Alguns miRNAs
sdo reguladores de eventos EMT e MET através da regulagcdo da expressao das
principais proteinas desses processos. Os membros da familia miRNA-200 (miR-
200a, miR-200b, miR-200c, miR-141 e miR-429) desempenham um papel critico na
regulagdo do processo EMT, visando e reprimindo marcadores mesenquimais como
vimentina, e marcadores epiteliais de regulagao positiva, como E-caderina, tendo
como alvos ZEB1 e ZEB2, que também sao alvos diretos do miR-145 (GREGORY et
al., 2008; VANDEWALLE et al., 2005) (Figura 5). Ren et al. relataram que o ZEB2

também reprime a transcrigdo do miR-145, criando um loop de feedback negativo
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duplo entre o ZEB2 e o miR-145, que é uma chave no controle das propriedades EMT
e das células-tronco durante as metastases 6sseas do CaP (REN et al., 2014). Além
disso, a regulacado positiva do miR-21 no CaP também desempenha um papel
importante na EMT (Figura 5), diminuindo os niveis de BTG2, iniciando assim a
aquisicdo de marcadores luminais e EMT (COPPOLA et al., 2013). Outro gene
relacionado a invasdo regulado pelo miR-21 é o RECK, um inibidor da
metaloproteinase da matriz. A neutralizagcdo do miR-21 reprime os niveis de
metaloproteinase da matriz e reverte o fendtipo invasivo (REIS et al., 2012).
Recentemente, Wang et al. descobriram que a expressdao do miR-573 era
significativamente menor nos tecidos metastaticos do que o CaP primario
correspondente. Eles demonstraram que o miR-573 modula EMT através do alvo
direto do gene do receptor 1 do fator de crescimento de fibroblastos (FGFR1),
promovendo a metastase das células CaP, e sugeriram o miR-573 como um potencial

biomarcador e/ou alvo terapéutico no manejo clinico do CaP (WANG et al., 2015).

Figura 5 — miR-21, miR-141, miR-143, miR-145, miR-221 e miR-222 na patogénese do CaP:
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A sinalizagdo androgénica através do receptor androgénico (AR) é uma
importante via oncogénica para a progressao do CaP. Os pacientes eventualmente
adquirem resisténcia e progridem para CaP resistente a castragcdo (CRPC). Além
disso, as interagdes de miRNAs com AR desempenham um papel determinante na
progressao do CaP sensivel a castragdo para um CRPC incuravel (CHUNJIAO et al.,
2014). Varios miRNAs (miR-21, miR-31, miR-34 e miR-124) podem regular a
expressdo do AR e, simultaneamente, o AR pode regular a expressao de varios
miRNAs (miR-21, miR-27a, miR- 34, miR-125b, miR-221 e let-7) (AYUB; KAUL;
AYUB, 2015). Goto et al. (GOTO et al., 2015) recentemente demonstraram que o miR-
221 e 222 foram significativamente reduzidos em amostras de CRPC, mesmo quando
este cluster foi descrito anteriormente como sendo regulado em excesso (Figura 5)
(SUN et al., 2014b). Esse fato mostra o status dindmico dos miRNAs no
desenvolvimento de CaP, regulando os mesmos miRNAs diferentes alvos,
dependendo do ponto da progressao do cancer. A perda do cluster miR-221/222,
supressor de tumor, melhorou a migragao e a invasdo em células CaP direcionadas
ao Ecm29, cujos mecanismos precisos nas células cancerigenas permanecem
desconhecidos, mas esta envolvido na invasao das células cancerigenas. Ottman et
al., comparando linhas celulares CaP resistentes e sensiveis ao andrdgeno,
identificaram 43 miRNAs que sao significativamente alterados durante a progressao
das células PCa para a resisténcia ao tratamento, sugerindo seu envolvimento no
desenvolvimento de CRPC (OTTMAN et al., 2014). Alteracdes especificas na
expressdo do miRNA em pacientes com CRPC podem ser usadas como uma nova
ferramenta preditiva para monitorar a suscetibilidade do desenvolvimento de CRPC.
Além disso, novas estratégias terapéuticas baseadas no uso de miRNA como drogas
ou alvos de drogas pode ser explorado no futuro para o manejo de pacientes com
CRPC.

1.2.4 Expresséo de miRNAs no tecido com CaP

O primeiro estudo de expressdao dos miRNAs no tecido CaP foi relatado por
Volinia et al., analisando 228 miRNAs em 56 tecidos de CaP e seis tecidos normais
da prostata (VOLINIA et al., 2006). Os autores relataram que 39 miRNAs foram

regulados positivamente, enquanto seis foram regulados negativamente. Por outro
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lado, Porkka et al., comparando 319 miRNAs em nove tecidos de CaP e quatro HBP,
mostraram que oito miRNAs estavam com regulagéo positiva e 22 com regulagao
negativa (PORKKA et al., 2007). Carlsson et al., avaliando 667 miRNAs, encontraram
nove miRNAs que diferem consistentemente entre os tecidos malignos da prostata e
os tecidos normais adjacentes de cada caso (CARLSSON et al., 2011). Ja o estudo
de Srivastava et al. mostrou que miR-205, miR-214, miR-221 e miR-99b foram
significativamente reduzidos nos tecidos com CaP em comparagéo ao tecido normal
adjacente (SRIVASTAVA et al., 2013).

Curiosamente, Hellwinkel et al. relataram sete miRNAs diferencialmente
expressos em tecido prostatico normal de pacientes com CaP em comparagao com
tecido prostatico normal de pacientes com biopsia negativa (HELLWINKEL et al.,
2013). O conteudo de quatro desses miRNAs (miR-185, miR-16, let-7a e let-7b) no
tecido prostatico normal permaneceu significativamente diferente na comparagao de
pacientes com CaP e pacientes com bidpsia negativa e altos niveis de PSA. Os
autores sugeriram que a identificagado desses padroes de miRNA tipicos do cancer em
tecido prostatico nao-suspeito poderia levar a avaliacdo do risco de CaP pela
avaliacdo de amostras de bidpsia aparentemente livres de tumor. Ja Schaefer et al.
identificaram 15 miRNAs expressos de maneira diferente, comparando 470 miRNAs
em tumores correspondentes e tecidos normais adjacentes obtidos apos
prostatectomia radical (SCHAEFER et al., 2010). Em 2018, Paziewska et al.
identificaram miR-183-5p, miR-32-5p e miR-141-5p regulados positivamente no CaP
em comparagao a amostras de tecido de pacientes com HBP, mas o miR-187-3p com
expressao diminuida, a partir da analise por sequenciamento (triagem de miRNAs) e
RT-gPCR (validacao dos resultados) (PAZIEWSKA et al., 2018). Mais recentemente,
em maio de 2020, Ambrozkiewicz e colaboradores apontaram o miR-32-5p como
potencial biomarcador de CaP, sendo capaz de diferenciar tecido canceroso, nao-
canceroso e com HBP (AMBROZKIEWICZ et al., 2020). A Tabela 1 mostra alguns

resultados referentes a expressdo de miRNAs no tecido CaP.



Tabela 1 — Expressdao de miRNAs no tecido prostatico

Referéncia miRNAs miRNAs com expressao miRNAs com expressao Amostragem
aumentada diminuida
Volinia et al., 228 miRNAs | let-7d, let-7i, miR-101-1, let-7a-2, miR-128a, miR- 56 CaP e 06
2006 miR-106a, miR-124a-1, miR- | 218-2, miR-29a, miR-149, controles
135-2, miR-146, miR-148, miR-24-1
miR-16-1, miR-17-5p, miR-
181b-1, miR-184, -187, miR-
191, -195, miR-196-1, miR-
196-1, -197, -198, miR-
199a-1, -199a-2, miR-203,
miR-206, miR-20a, miR-21,
miR-214, miR-223, miR-25,
miR-26a-1, miR-27a, miR-
29a, miR-29b-2, miR-30c,
miR-32, miR-34a, miR-92-2,
miR-93-1, miR-95
Porkka et al., 319 miRNAs | miR-202, miR-210, miR-296, | let-7a, let-7b, let-7c, let-7d, 09 CaP e 04
2007 miR-320, miR-370, miR-373, | let-7g, miR-16, miR-23a, HBP
miR-498, miR-503 miR-23b, miR-26a, miR-92,
miR-99a, miR-103, miR-
125a, miR-125b, miR-143,
miR-miR-145, miR-195,
miR-199a, miR-199a,
miR-221, miR-222, miR-497
Schaefer et al., 470 miRNAs | miR-375, miR-182, miR-96, miR-16, miR-31, miR-149, 76 tumores
2010 miR-183, miR-182 miR-181b, miR-221, combinados
miR-222, miR-205, miR- com tecido
125b, miR-145, miR-184 adjacente de
pacientes pos-
prostatectomia
Carlsson et al., 667 miRNAs | miR-622, miR-30d, miR-425, | miR-126, miR-34a, miR-195, | 19 CaP e 19
2011 miR-342-3p miR-26a, controles
miR-29a
Hellwinkel et al., 154 miRNAs | - miR-124a, miR-146a, miR- 31 tecidos
2013 146b, miR-185, miR-16, let- normais de
7a, let-7b pacientes CaP,
17 tecidos
normais de
pacientes com
biopsia negativa
e PSA baixo e
14 tecidos com
biépsia negativa
e PSA de valor
elevado
Srivastava et al., | 32 miRNAs miR-367, miR-758, miR-190 miR-221, miR-205, miR-212, | 40 tecidos
2013 miR-99b, miR-214, miR-203, | fixados em
miR-127-3p, miR-130a, miR- | formalina e
335, miR-376, miR-10a, parafina,
miR-589, miR-422a, miR- comparando
10b, miR-25, miR-210, miR- | tecidos com
99a, miR-429, miR-92a, CaP e tecidos
miR-100, miR-222, miR-484, | normais
miR-125b, miR-574-3p, miR- | adjacentes
328, miR-483-5p, miR-331-
3p, miR-135a, let-7c
Paziewska et 123 miRNAs | miR-183-5p, miR-32-5p, miR-187-3p 34 CaP e 14
al., 2018 miR-141-5p HBP (grupo de
triagem);
58 CaP e 29
HBP (grupo de
validagéo)
Ambrozkiewicz 10 miRNAs miR-32-5p - 44 CaP e 24
et al., 2020 HBP

Fonte: elaborada pelo autor.
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1.2.5 miRNAs circulantes no CaP

O potencial marcador diagnostico dos miRNAs para o CaP foi relatado pela
primeira vez em 2008. Mitchell e colaboradores analisaram um perfil de miRNAs no
soro de homens saudaveis e naqueles com CaP avangado (MITCHELL et al., 2008).
Os autores também demonstraram a presenca de miRNAs circulantes derivados de
tumor no sangue usando o modelo de rato com CaP. Este estudo foi o primeiro a
relatar a presenca de miRNAs no soro de pacientes com CaP. Posteriormente, outros
estudos mostraram a utilidade dos miRNAs circulantes na detecc&o e progndstico de
CaP, demonstrando sua presencga no soro e plasma, bem como nos exossomos e nas
células mononucleares do sangue.

Os miRNAs circulantes, presentes no soro, plasma, urina e outros fluidos
corporais podem ser potencialmente utilizados como biomarcadores nao-invasivos
para diversas doencas humanas, permanecendo estaveis em diversos tipos de
amostras bioldgicas, bem como suportando ciclos repetitivos de congelamento e
descongelamento para fins de armazenamento laboratorial (CORTEZ et al., 2011,
MITCHELL et al., 2008). Alguns miRNAs especificos de tecidos com céncer s&o
capazes de ser liberados na circulagcédo e esses miRNAs circulantes presentes no soro
ou plasma podem ser usados como novos biomarcadores para diversos tipos de
cancer. No entanto, um método para medir a quantidade absoluta de miRNA no
sangue ainda ndo esta bem estabelecido, devido a falta de controle endogeno de RNA
estavel neste tecido, especialmente sob condigdes de doenga (CHENG et al., 2010).

A notavel estabilidade de miRNAs em amostras de plasma sanguineo levantou
questdes importantes sobre o mecanismo pelo qual os miRNAs sido protegidos da
atividade de RNAses endogenas. Resultados preliminares mostraram que miRNAs
tém uma incomum alta estabilidade em tecidos fixados em formalina, plasma e soro.
Esta estabilidade pode ser explicada pela associagcdo de miRNAs a lipoproteinas de
alta densidade (HDL), protecdo por meio de outras moléculas (RNA-complexo de
proteinas), modificagdes nos miRNAs que os tornam resistentes a atividade de
RNAses enddégenas ou associacdo dos miRNAs a microvesiculas, tais como
exossomos (MITCHELL et al., 2008).

Uma vez que os miRNAs tém sido mostrados associados a proteinas, tais como
a familia Argonauta 2 (AGO2) na formacado do complexo de silenciamento induzido

por RNA, é possivel que os miRNAs circulantes também se liguem a algumas
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proteinas desconhecidas, que por sua vez estabilizam os miRNAs em condi¢cbes
adversas, incluindo a digestao por RNAse, temperaturas extremas e pH. Pesquisas
voltadas para identificagdo de potenciais proteinas que se ligam aos miRNAs
circulantes tem sido realizadas, no entanto, a natureza das proteinas ligantes a
miRNAs circulantes permanece nao identificada (ZEN; ZHANG, 2012).

A protecdo dos miRNAs circulantes no plasma/soro contra as RNAses
endogenas também pode ser explicada pela associacdo destes miRNAs com
microvesiculas, por exemplo, os exossomos. Os exossomos, envolvidos no transporte
dos miRNAs entre as células, sao nanovesiculas esféricas formadas por uma
membrana bicamada de tamanho entre 50-90 nm (VAN NIEL et al., 2006), abundante
no plasma e bem conhecidos na participagcdo da mediacdo do sistema imunitario por
meio da apresentacado de antigenos (CABY et al., 2005). Elas sao secretadas pela
membrana endossomal de células hematopoéticas ou nao-hematopoiéticas. Ja foi
relatada a presenca de miRNAs e mRNAs em exossomos, mais especificamente nos
exossomos derivados de mastocitos (LEE et al., 2010).

Varios estudos identificaram assinaturas de miRNAs circulantes especificos
para detecgcédo e prognoéstico de CaP, utilizando a tecnologia de microarrays. Estas
assinaturas de miRNAs, propostas como painéis de miRNAs, apresentaram
diferengas substanciais, sendo que apenas o miR-141, miR-375 e miR-21 aparecem
repetidamente entre os estudos. Neste aspecto, os painéis desenvolvidos diferem
significativamente entre si, provavelmente devido aos varios tipos de amostra e
plataformas de deteccdo utilizadas, tamanho amostral e desenho do estudo,
diferengas étnicas entre os individuos analisados e escore de malignidade do CaP.
Essas diferencas também sdo encontradas nos mMiRNAs sugeridos como
biomarcadores de CaP em estudos baseados na tecnologia de RT-gPCR.

Ademais, diversos autores demonstraram o papel dos biomarcadores urinarios
no manejo do CaP. Teoricamente, a urina € uma amostra biolégica em potencial na
obtengdo de novos biomarcadores de CaP, devido a localizagdo anatébmica da
prostata em relagdo a uretra, o que possibilita encontrar células cancerigenas
esfoliadas ou produtos secretados através do sistema ductal prostatico. De acordo
com Weber et al., a concentracdo e o numero de miRNAs detectaveis na urina séo
mais baixos que no plasma, sugerindo que eles sejam eliminados nos rins ou
destruidos em parte na urina (WEBER et al., 2010). No entanto, o enriquecimento da

urina com células prostaticas através da realizacdo de uma massagem prostatica
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prévia a coleta urinaria € uma maneira de aumentar a presenca de biomarcadores da
prostata, melhorando a precisdo do teste (HESSELS et al., 2003). Além disso,
métodos para obter RNA com base no enriquecimento de RNAs curtos, bem como
etapas de pré-amplificacdo antes de se realizar a RT-gPCR podem ser necessarios
para medir adequadamente os miRNAs na urina. Outra vantagem em utilizar urina
como fonte de miRNAs, refere-se a seu baixo conteudo de proteinas em relagao ao
soro e plasma, reduzindo interferéncias no isolamento dos miRNAs (MLCOCHOVA et
al., 2015).

A maioria dos estudos tém utilizado o pellet (sedimento pds-centrifugagcéo) de
urina para pesquisa dos miRNAs, mas a urina total e a fragéo livre de células também
tém sido usadas, geralmente apés o DRE. De acordo com Cheng et al., miRNAs ja
foram significativamente enriquecidos e encontrados intactos nos exossomos
derivados da urina em comparagao com a fragao de urina livre de células (CHENG et
al., 2014). De fato, os exossomos urinarios tém sido investigados como uma fonte
robusta de biomarcadores de urina, mostrando a presenca de altos niveis de PCA3 e
TMPRSS2-ERG apds o DRE (DIJKSTRA et al., 2014). A presenga de exossomos na
urina foi relatada pela primeira vez em 2004 por Pisitkun e colaboradores, tornando-
se um campo promissor como novos biomarcadores (PISITKUN; SHEN; KNEPPER,
2004). Mais recentemente, alguns estudos apontaram os miR-21, miR-141-5p, miR-
375 e miR-574-5p significativamente aumentados em pacientes com PCa (FOJ et al.,
2017; SAMSONOV et al., 2016). Entretanto, ainda existem dificuldades de
padronizagao do método de extragcao destas microvesiculas a partir da urina, o que

pode comprometer a validade dos resultados.
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HIPOSTESES DO TRABALHO

Baseado na auséncia de conhecimento do perfil de miRNAs circulantes na
populacdo de individuos com CaP no Sul do pais e na necessidade de buscar um
biomarcador molecular ndo invasivo para auxiliar no diagnostico de CaP, a hipotese

principal deste estudo foi:

O cancer de prostata resulta em alteracbes especificas na expressao
diferencial de miRNAs, as quais podem ser detectadas no tecido prostatico, sangue e

urina, possibilitando o uso como biomarcadores de rastreamento de CaP.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo principal deste trabalho foi identificar biomarcadores moleculares
(microRNAs) diferentemente expressos em pacientes com cancer de prostata que
posteriormente possam ser utilizados para o rastreamento n&o invasivo do carcinoma

prostatico.

2.2 Objetivos especificos

e Identifcar o perfil de miRNAs diferententemente expressos no CaP em
amostras de tecido prostatico, plasma sanguineo e urina de pacientes

atendidos em um hospital universitario do Sul do Brasil.

e Implementar e validar a tecnologia de quantificacdo de miRNAs baseada na

reacao de amplificagao de acidos nucléicos.

e Analisar os miRNAs identificados como potenciais biomarcadores de

rastreamento de CaP.

e Contribuir para uma nova abordagem de rastreamento nao invasivo de CaP

baseada na identificagdo de miRNAs.
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3 ABORDAGEM METODOLOGICA

3.1 Populagao e desenho do estudo

O estudo foi do tipo caso-controle, desenvolvido ao longo de 48 meses,
avaliando individuos adultos do sexo masculino atendidos no Servigo de Urologia do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) com indicagao de realizar exame de
biopsia de prostata. Utilizou-se uma amostragem n&o probabilistica, amostra por
conveniéncia, na qual se define pela disponibilidade de amostras e de exequibilidade
do estudo. Neste caso, foram coletadas amostras de tecido prostatico, urina e sangue
de 70 pacientes que foram atendidos no HCPA, no periodo de novembro de 2016 a
junho de 2018, apods aplicacdo do termo de consentimento informado nestes
individuos.

Este estudo foi realizado com trés conjuntos de amostras, divididos nas fases
de descoberta, triagem e validagdo dos miRNAs. A fase de descoberta caracteriza-se
pela execugdo do um ensaio molecular piloto, utilizando uma amostra de tecido
prostatico com CaP de escore de Gleason 7 e presenca de 100% de células tumorais
e uma amostra de tecido prostatico nao canceroso (0% de células tumorais),
analisadas e classificadas por um especialista em histopatologia do HCPA. Ainda
nesta fase foi realizada uma busca ativa na literatura cientifica por estudos de revisao
publicados no PubMed no periodo de maio de 2016 a setembro de 2017 e em bases
de dados de miRNAs (MIRBASE, 2017) para verificar quais os miRNAs mais
associados ao diagnéstico de CaP. A fase de triagem compreendeu um total de 102
amostras (28 tecidos, 34 plasmas e 40 urinas) provenientes de 20 pacientes com CaP
e 20 individuos controles, as quais foram testadas frente aos miRNAs selecionados
na primeira fase. Ja a fase de validacdo incluiu as 102 amostras anteriores
adicionadas a 48 amostras de outros 10 individuos, totalizando 150 amostras de 22
pacientes com CaP e 28 amostras controles, das quais foram utilizadas para validar
os miRNAs encontrados na segunda fase. Para todas as fases foram realizados
ensaios moleculares de RT-qPCR para avaliagcdo dos miRNAs, sendo posteriormente
descrito nesta seg¢do. A Figura 6 abaixo descreve resumidamente o desenho

experimental desta pesquisa, sendo melhor especificado ao longo do texto.



Figura 6 — Fluxograma do desenho do estudo
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3.2 Critérios de inclusao e exclusao

Foram incluidos no estudo os individuos do sexo masculino que tiveram
indicagao clinica de realizar bidpsia prostatica apds apresentarem DRE ou exame
laboratorial de PSA indicativos de anormalidade do funcionamento da prostata. Foram

excluidos do estudo os individuos com diagndstico de outros carcinomas.

3.3 Coleta do material biolégico

A coleta do material biolégico foi realizada em dois momentos. Primeiramente,
os pacientes com agendamento para o exame de bidpsia prostatica, realizado no
Centro Cirargico Ambulatorial do HCPA, foram entrevistados previamente ao exame
e aplicado o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (APENDICE A). Com a
concordancia do paciente em participar do estudo foi realizado o preenchimento de
um questionario estruturado (APENDICE B), objetivando a coleta de informacdes
precisas para subsidiar esta pesquisa, tais como idade, resultado do ultimo exame de

PSA, histéria familiar de CaP e tabagismo. Apds isso foi sinalizado ao médico
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urologista responsavel pelo exame de bidpsia que o paciente fazia parte do estudo,
estando apto para coleta das amostras. O procedimento médico incluiu a aplicagao
de uma massagem prostatica no paciente para subsequente coleta de urina e
posterior coleta dos fragmentos de tecido através da biopsia. O médico aplica uma
presséo na prostata, da base em diregdo ao apice, trés vezes em cada lobo (esquerdo
e direito). A massagem prostatica libera as células epiteliais da préstata através do
ducto prostatico para o trato urinario. Apds este procedimento foi solicitado para o
paciente fazer a coleta de urina (aproximadamente 30 mL) em um recipiente estéril.
Na sequéncia, o médico realiza o exame de bidpsia, na qual secciona virtualmente a
por¢cao anterior da préstata (em frente ao reto) em seis quadrantes e, através da
introducdo de uma sonda de ultrassom acoplada a uma agulha, biopsia dois
fragmentos de cada quadrante para o exame anatomopatolégico, podendo retirar mais
fragmentos, se necessario. Para este estudo foi solicitado um fragmento de biopsia
extra de cada um dos seis quadrantes, totalizando em média, 18 fragmentos de tecido
retirados durante o exame (12 para o exame assistencial e 06 para este estudo). Os
seis tecidos biopsiados para o estudo foram colocados individualmente em tubos tipo
eppendorf de 1,5 mL contendo 300 pL de RNA /ater (solugéo estabilizadora de RNA),
todos devidamente identificados com nome do paciente e regidao do quadrante
biopsiado (Figura 7). Os demais fragmentos de tecido compuseram o exame
histopatolégico de cancer do paciente, sendo enviados ao Servigo de Patologia do

HCPA para analise.

Figura 7 — Desenho esquematico dos sextantes da prostata na biopsia guiada por
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Fonte: elaborada pelo autor.
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Em um segundo momento, quando o paciente retorna ao HCPA para sua
reconsulta no Servico de Urologia (aproximadamente duas semanas apods a
realizagao do exame de bidpsia), foram coletados a vacuo 4 mL de sangue total do
paciente em um tubo contendo anticoagulante EDTA. A coleta sanguinea foi
previamente agendada com o paciente, sendo realizada no Centro de Pesquisas
Clinicas da mesma instituicdo. Todos os materiais bioldgicos coletados para este
estudo (num primeiro momento urina e tecido biopsiado e, posteriormente, sangue)
foram imediatamente enviados ao Laboratério de Biologia Molecular da Unidade de
Diagnostico Especializado do HCPA para serem prontamente processados e
armazenados para analise posterior.

A partir dos resultados do exame anatomopatoldgico, este estudo dividiu os
pacientes em dois grupos (casos e controles). Os pacientes com resultado de bidpsia
positiva para CaP foram classificados como casos (pacientes com CaP), e os
pacientes com biopsia negativa considerados os controles (pacientes sem CaP).
Interpreta-se o resultado de uma bidpsia positiva para CaP, quando qualquer um dos
fragmentos de tecido prostatico enviados ao exame assistencial anatomopatolégico &
identificado pelo médico patologista com uma amostra contendo células
cancerigenas, podendo necessitar exames complementares como o teste imuno-
histoquimico. Além disso, a analise histopatologica do material permite a classificagao
do grau de malignidade tecidual em 5 escores de Gleason, de acordo com o status de
diferenciacéo das células presentes no fragmento analisado (EPSTEIN et al., 2005).
Ademais, de modo a evitar a inclusdo equivocada de pacientes nos dois grupos, foram
avaliados prospectivamente os prontuarios de cada paciente para confirmagao ou ndo

da neoplasia até o inicio das analises quantitativas de miRNAs.

3.4 Processamento e armazenamento das amostras

Apds a coleta de urina, as amostras foram concentradas por centrifugacéo
refrigerada (10 min, 2000 rpm, 4°C) utilizando um tubo tipo Falcon de 50 mL para
obtengao do sedimento urinario. Apds a centrifugagao, um pellet de células formou-se
no fundo do tubo tipo Falcon. O liquido sobrenadante foi retirado, deixando cerca de
1 mL para ressuspensao do pellet para, em seguida, estocar em freezer a -20°C por

24h e, posteriormente, a -80°C na Unidade de Diagnéstico Especializado do HCPA
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até o momento da extracdo do RNA. Ja as amostras originadas da bidpsia
apresentaram um peso aproximado de 20-30 mg de tecido, sendo armazenadas em
uma solugao estabilizadora de RNA (RNA /ater, Ambion, EUA) imediatamente a 4°C,
e 24 horas mais tarde estocadas em freezer a -80°C no mesmo laboratério até o
momento de execucao das extracdes dos acidos nucléicos.

As amostras de sangue total coletadas foram centrifugadas a 1.300g por 20
minutos a 10°C, seguido de uma nova centrifugacdo de 15.500g por 10 minutos a
10°C. Ap0ds este processo, o plasma foi separado, transferido para tubos de 1,5 mL
do tipo eppendorf e congelados a temperatura de -80°C até a etapa de extragédo de
RNA total. Todas as etapas de processamento até a estocagem dos materiais foram
realizadas no intervalo de 2 horas apos a coleta, evitando assim, a degradagao de
RNA.

3.5 Extragao de RNA

As amostras teciduais de préstata, urina e plasma foram extraidas para
obtencdo do RNA a partir de dois kits comerciais: mirVana Paris RNA and Native
Protein Purification Kit (Thermo Fisher Scientific, USA) e MagMAX mirVana Kit
(Thermo Fisher Scientific, USA), baseados nos métodos de extragao por silica e
microparticulas magnéticas, respectivamente. O RNA total das amostras de tecido e
plasma foi extraido utilizando o kit mirVana Paris RNA and Native Protein Purification
(Thermo Fisher Scientific, USA), partindo de um fragmento de tecido homogeneizado
em 450 uL de tampéao de disruptura celular (fornecido pelo kit), sendo que para plasma
também foi utilizado o volume inicial de 450 pL. Ja o RNA total do sedimento urinario
foi extraido utilizando o kit MagMAX mirVana (Thermo Fisher Scientific, USA) com um
volume inicial 200 pL de amostra. O RNA proveniente das amostras de tecido e
plasma foi eluido em 100 uL de tampéao de eluigdo, sendo que as amostras de urina
foram eluidas em 50 yL com 0 mesmo tampao, ambos fornecidos pelos kits. Todas as
etapas de isolamento e purificagdo do RNA foram realizadas de acordo com as
instrucdes do fabricante do kit.

Considerando que foram coletados 6 fragmentos de tecido prostatico por
paciente para o estudo, foi estabelecido um critério para selecionar qual fragmento

tecidual utilizar para etapa de extracdo de RNA e, consequentemente, toda a analise
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dos miRNAs. Antes da extracdo de RNA foi selecionado o fragmento de tecido com
maior percentual de células neoplasicas, baseado no laudo anatomopatoldgico,
quando o paciente tinha diagnéstico positivo para CaP. Para as amostras dos
pacientes do grupo controle foi utilizado o primeiro fragmento biopsiado no exame
(fragmento do quadrante apice direito).

Durante a etapa de extracdo de RNA, em todas as amostras clinicas descritas
(plasma, urina e tecido da prostata) foi adicionada uma solucdo de RNA exdgeno,
Caenorhabditis elegans miR-39 (cel-miR-39), obtendo-se uma concentracgéao final de
0,1 pM de cel-miR-39 em cada amostra a ser extraida. A finalidade deste
procedimento foi utilizar este RNA sintético como controle interno do ensaio de RT-
gPCR, verificar a eficiéncia do processo de extragao, bem como ser um candidato a
normalizador do ensaio molecular. Neste caso, um controle exdégeno é um
oligonucleotideo de RNA sintético com uma sequéncia alvo de miRNA que nao esta
presente na amostra humana a ser analisada.

Além disso, a concentragdao e a qualidade do RNA derivadas de todas as
amostras foram avaliadas usando o espectrofotémetro NanoDrop Lite (Thermo Fisher
Scientific, EUA). O RNA de qualidade comprovada foi imediatamente utilizado para a

sintese do DNA complementar (cDNA) ou armazenado a -80°C até o uso.

3.6 Sintese de cDNA e pré-amplificagao

O processo de sintese de cDNA chama-se transcricdo de RNA, no qual o RNA
total (incluindo a porgao dos miRNAs) contido nas amostras extraidas € transcrito para
cDNA através do uso da enzima transcriptase reversa. Entretanto, devido ao tamanho
pequeno do miRNA, foram adicionados uma cauda poli (A) na posicdo 3’ e um
adaptador na posigao 5’ para aumentar o tamanho do miRNA para as proximas
etapas, evitando sua degradagdo. A cauda poli (A) é uma sequéncia de adenosinas
na qual posteriormente os primers universais de transcrigao reversa ligam-se para a
sintese do cDNA. Apdés a formacdo do cDNA foi realizada a reagdo de pré-
amplificagao utilizando primers direto e reverso com o objetivo de aumentar o nimero
de moléculas cDNA na amostra. Estas etapas de sintese de cDNA e pré-amplificacdo
foram realizadas com o kit TagMan Advanced miRNA cDNA Synthesis (Thermo Fisher

Scientific, USA), de acordo com as instrugdes do fabricante.
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3.7 PCR em tempo real para avaliagao da expressao dos miRNAs

3.7.1 Fase de descoberta e customizagdo do cartdo de miRNAs

Devido ao grande numero de miRNAs humanos ja descritos na literatura
cientifica (mais de 4 mil miRNAs), inicialmente, foi realizado um ensaio piloto para a
selecao dos miRNAs mais relacionados ao CaP e com potencial diagnéstico, usando
a plataforma TagMan Advanced miRNA Human A (Cat. N° A34714, Applied
Biosystems, EUA). Esta plataforma foi desenvolvida para realizagao do ensaio de RT-
gPCR, utilizando um cartdo de 384 pocos microfluidicos, contendo primers e sondas
TaqgMan desidratadas. O cartdo A comercial, também denominado array A, contém os
principais miRNAs ja descritos na literatura cientifica, sendo capaz de detectar até 384
miRNAs humanos de uma unica vez. A presencga do alvo € detectada em tempo real
através da clivagem da sonda TagMan pela atividade exonuclease 5°-3°da
polimerase. A expressao relativa dos 384 miRNAs foi avaliada em duas amostras de
tecidos da préstata (uma amostra com CaP e outra controle) em dois cartdes A de
miRNAs (um para cada amostra) para verificar a expresséao diferencial de miRNAs nos
tecidos da préstata.

Para o ensaio piloto, 2 yL de RNA previamente extraido (10 ng do RNA total)
foram transcritos de forma reversivel em cDNA e pré-amplificados usando o kit de
sintese de cDNA de miRNA TaqMan Advanced (Thermo Fisher Scientific, EUA), de
acordo com o protocolo do fabricante. A reacao de transcricdo foi composta com
ligacdo 3’ poli (A) e ligagao 5' de uma sequéncia adaptadora para estender os miRNAs
maduros, para que essas sequéncias pudessem ser reconhecidas por iniciadores de
transcricao reversa universal. Cinco microlitros de cDNA produzidos foram pré-
amplificados com miR-Amp Master Mix e primers universais de miR-Amp (Thermo
Fisher Scientific, EUA) que reconhecem miRNAs nas extremidades 5' e 3' e depois
diluidos dez vezes com tampéao TE 0,1X (pH 8,0) antes da amplificagdo. Ao todo, 200
ML de cDNA pré-amplificado diluido foram amplificados em 800 pyL de volume de
reacdo qPCR usando o TagMan Fast Advanced Master Mix 2X (Thermo Fisher
Scientific, EUA) e pipetados nos 384 pocgos do cartdo, de acordo com o protocolo do
fabricante. Aproximadamente 1 pL de volume de reagao permanece em cada um dos
pocos apos selagem e centrifugagcdo do cartdo. As reagbes de RT-qPCR foram

realizadas no termociclador ViiA™ 7 Fast Real Time PCR System (Applied
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Biosystems, EUA), utilizando o bloco TagMan Low Density Array (TLDA). As
condicoes de ciclagem térmica foram de 92°C por 10 minutos, seguidas de 40 ciclos
de 95°C por 1 segundo e 60°C por 20 segundos. Por fim, apds a analise do perfil
global dos miRNAs usando o software ViiA 7 (Applied Biosystems, EUA), foram
selecionados aqueles que apresentaram expressao alterada entre as amostras e com
maior significancia clinica para comporem um cartdo customizado de miRNAs.

Além dos miRNAs selecionados no ensaio piloto, foi realizada uma busca ativa
na literatura cientifica e base de dados de miRNAs para selecdo dos miRNAs mais
associados ao diagnostico de CaP. Foram selecionados 269 artigos de revisédo
cientifica publicados no PubMed entre maio de 2016 e setembro de 2017, utilizando o
descritor “miRNA prostate cancer review” com o objetivo de buscar os miRNAs
diferentemente expressos mais relevantes no CaP. Neste mesmo periodo também foi
consultado o banco de dados do miRbase v21.0 para complementar a pesquisa.

Com base nos miRNAs mais diferentemente expressos encontrados no ensaio
piloto, bem como na literatura cientifica e base de dados miRbase, foram selecionados
44 miRNAs possiveis candidatos a biomarcadores moleculares para CaP. Além
destes 44 alvos foram incluidos 03 miRNAs (miR-16-5p, miR-24-3p e miR-191-5p)
como candidatos a controle enddégeno do ensaio e o cel-miR-39 como controle
exdgeno, resultando na customizagdo de um cartdo comercial de 48 miRNAs a ser
utilizado na fase de triagem (TABELA 2).

Tabela 2 — Cartdao TagMan customizado contendo as principais informagodes sobre os
48 miRNAs selecionados

Numero do Identificagéao do Ident.ificag:é(: do Sequéncia de RNA
pogo Ensaio miRBase
1 478577_mir hsa-let-7¢c-5p UGAGGUAGUAGGUUGUAUGGUU
2 478214_mir hsa-miR-9-5p UCUUUGGUUAUCUAGCUGUAUGA
3 478491_mir hsa-miR-204-5p UUCCCUUUGUCAUCCUAUGCCU
4 478551_mir hsa-miR-18a-5p UAAGGUGCAUCUAGUGCAGAUAG
5 478584 _mir hsa-miR-18b-5p UAAGGUGCAUCUAGUGCAGUUAG
6 479228 mir hsa-miR-19a-3p UGUGCAAAUCUAUGCAAAACUGA
7 478264 _mir hsa-miR-19b-3p UGUGCAAAUCCAUGCAAAACUGA
8 477975_mir hsa-miR-21-5p UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA
9 477992_mir hsa-miR-24-3p UGGCUCAGUUCAGCAGGAACAG

10 478008_mir hsa-miR-30c-5p UGUAAACAUCCUACACUCUCAGC



20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

477860_mir
478224 _mir
477865_mir
478254 _mir
477855_mir
477879_mir
477896_mir
477906_mir
478501_mir
477814_mir
477938_mir
477941_mir
478358 _mir
477952_mir
477963_mir
477967_mir
477974 _mir
477976_mir
477981_mir
478790_mir
478074_mir
478561 _mir
478335_mir

478960_mir

479485_mir

478993_mir

480872_mir

478160_mir
478163_mir
479059_mir
479073_mir

479108_mir

hsa-miR-16-5p
hsa-miR-100-5p
hsa-miR-105-5p
hsa-miR-107
hsa-miR-122-5p
hsa-miR-124-3p
hsa-miR-129-5p
hsa-miR-139-3p
hsa-miR-141-3p
hsa-miR-148a-3p
hsa-miR-184
hsa-miR-187-3p
hsa-miR-190a-5p
hsa-miR-191-5p
hsa-miR-200b-3p
hsa-miR-205-5p
hsa-miR-214-3p
hsa-miR-216a-5p
hsa-miR-221-3p
hsa-miR-296-3p
hsa-miR-375
hsa-miR-449?2
hsa-miR-496
hsa-miR-507

hsa-miR-517a-3p
hsa-miR-517b-3p

hsa-miR-522-3p

hsa-miR-548am-5p

hsa-miR-548c-5p
hsa-miR-5480-5p

hsa-miR-561-3p
hsa-miR-574-3p
hsa-miR-579-3p
hsa-miR-589-5p

hsa-miR-624-3p

UAGCAGCACGUAAAUAUUGGCG

AACCCGUAGAUCCGAACUUGUG

UCAAAUGCUCAGACUCCUGUGGU

AGCAGCAUUGUACAGGGCUAUCA

UGGAGUGUGACAAUGGUGUUUG

UAAGGCACGCGGUGAAUGCC

CUUUUUGCGGUCUGGGCUUGC

UGGAGACGCGGCCCUGUUGGAGU

UAACACUGUCUGGUAAAGAUGG

UCAGUGCACUACAGAACUUUGU

UGGACGGAGAACUGAUAAGGGU

UCGUGUCUUGUGUUGCAGCCGG

UGAUAUGUUUGAUAUAUUAGGU

CAACGGAAUCCCAAAAGCAGCUG

UAAUACUGCCUGGUAAUGAUGA

UCCUUCAUUCCACCGGAGUCUG

ACAGCAGGCACAGACAGGCAGU

UAAUCUCAGCUGGCAACUGUGA

AGCUACAUUGUCUGCUGGGUUUC

GAGGGUUGGGUGGAGGCUCUCC

UUUGUUCGUUCGGCUCGCGUGA

UGGCAGUGUAUUGUUAGCUGGU

UGAGUAUUACAUGGCCAAUCUC

UUUUGCACCUUUUGGAGUGAA

AUCGUGCAUCCCUUUAGAGUGU

AAAAUGGUUCCCUUUAGAGUGU

AAAAGUAAUUGCGGUUUUUGCC

CAAAGUUUAAGAUCCUUGAAGU

CACGCUCAUGCACACACCCACA

UUCAUUUGGUAUAAACCGCGAUU

UGAGAACCACGUCUGCUCUGAG

CACAAGGUAUUGGUAUUACCU

50
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43 479121_mir hsa-miR-642a-5p GUCCCUCUCCAAAUGUGUCUUG
44 478368_mir hsa-miR-654-5p UGGUGGGCCGCAGAACAUGUGC
45 478194 _mir hsa-miR-671-3p UCCGGUUCUCAGGGCUCCACC
46 478207_mir hsa-miR-885-5p UCCAUUACACUACCCUGCCcuUcCU
47 479192_mir hsa-miR-888-5p UACUCAAAAAGCUGUCAGUCA
48 478293_mir cel-miR-39 UCACCGGGUGUAAAUCAGCUUG

aNumero de referéncia do ensaio no catalogo de miRNAs da Thermo Fischer Scientific; ® Identificagdo do miRNA no miRBase v21.0; hsa=homo sapiens;
cel=Caenorhabditis elegans.

Fonte: elaborada pelo autor.

3.7.2 Fase de triagem

A fase de triagem ou screening se caracterizou pelo uso dos cartdes
customizados de 48 alvos em amostras de tecido prostatico, urina e plasma com o
objetivo de identificar e quantificar os miRNAs entre os pacientes com CaP e controles.
Para os ensaios moleculares desta fase, foram utilizados os mesmos processos de
transcricdo de RNA, pré-amplificacdo e diluicdo do cDNA produzido, conforme a
primeira fase. A unica diferenga foi que na primeira fase foram utilizados cartdes
comerciais de miRNAs, no qual em cada cartao foi testada uma unica amostra. Ja na
fase de triagem, em um cartdo de 384 pocos foi possivel testar até oito amostras
diferentes, jd que para cada porta de entrada foram customizados 48 miRNAs,
conforme ilustragdo comparativa (Figura 8). Desta forma, em cada porta foram
preparados 25 uL de cDNA pré-amplificado diluido, sendo amplificados em 100 pL de
volume de reagdo qPCR usando o TagMan Fast Advanced Master Mix 2X (Thermo
Fisher Scientific, EUA), de acordo com o protocolo do fabricante. As demais etapas
do ensaio, bem como as condi¢des de ciclagem térmica foram as mesmas da primeira

fase, utilizando o mesmo equipamento Viia 7.
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Figura 8 — Desenho comparativo dos cartoes A comercial (384 miRs) e customizado (48 miRs)
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Fonte: elaborado pelo autor.

3.7.3 Fase de validagao

Esta fase compreende a analise molecular dos miRNAs mais diferentemente
expressos entre 0os casos e controles obtidos na fase de triagem, e que seus niveis
de expressao precisam ser confirmados, ou seja, validados. Quatro miRNAs foram
selecionados da segunda fase para fase de validagédo, na qual consiste a realizagéo
de ensaios de RT-gPCR em triplicatas, seguindo as diretrizes do MIAME e MIQE
(BRAZMA et al., 2001; BUSTIN et al., 2009), bem como os miRNAs a serem utilizados
como controles do ensaio (Tabela 3). Os critérios para a escolha desses miRNAs
foram: (1) miRNAs mais diferencialmente expressos entre o grupo PCa e os controles;
(2) aqueles miRNAs encontrados em mais um tipo de amostra da fase de triagem e

(3) miRNAs nao descritos na literatura de referéncia.
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Tabela 3 — miRNAs alvos e genes de referéncia selecionados para fase de validagao

Identificagéo do Identificagéo do Sequéncia de RNA
477975_mir hsa-miR-21-5p UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA
477992_mir hsa-miR-24-3p UGGCUCAGUUCAGCAGGAACAG
477963_mir hsa-miR-200b-3p UAAUACUGCCUGGUAAUGAUGA
478074_mir hsa-miR-375 UUUGUUCGUUCGGCUCGCGUGA

hsa-miR-548am-5p
480872_mir hsa-miR-548c-5p AAAAGUAAUUGCGGUUUUUGCC
hsa-miR-5480-5p

478293_mir cel-miR-39 UCACCGGGUGUAAAUCAGCUUG

aNumero de referéncia do ensaio no catalogo de miRNAs da Thermo Fischer Scientific; ® Identificagdo do miRNA no miRBase v21.0; hsa=homo sapiens;
cel=Caenorhabditis elegans.

Fonte: elaborada pelo autor.

Os ensaios de RT-qPCR foram realizados em trés etapas: primeiro, 0 RNA total
foi transcrito reversamente em cDNA; segundo, o cDNA foi pré-amplificado e, terceiro,
um cDNA diluido foi amplificado por RT-qPCR. As duas primeiras etapas usaram os
mesmos protocolos executados nas duas fases anteriores. Na etapa de amplificagao,
os miRNAs selecionados foram testados em triplicatas, usando 0,5 uL dos ensaios de
de TagMan miRNA 20X (Thermo Fischer Scientific, EUA), 5 yL de TagMan Fast
Advanced Master Mix 2X (Thermo Fisher Scientific, EUA), 2,5 yL de cDNA diluido
(1:10) e 2 L de agua livre de RNase, em um total de 10 uL de reagdo. Cada amostra
foi testada com um gene de referéncia previamente selecionado na fase de triagem e
um controle negativo foi incluido em cada experimento. O gPCR foi realizado no
termociclador ViiA™ 7 Fast Real Time PCR System (Applied Biosystems, EUA),
utilizando as seguintes condigdes de amplificagcdo: 95°C por 20 segundos, seguidos
por 40 ciclos de 95°C por 1 segundo e 60°C por 20 segundos. A quantificagao relativa
dos quatro miRNAs alvo foi avaliada usando o método do limiar do ciclo comparativo,

descrito abaixo.

3.8 Analise dos resultados, normalizacao e analise estatistica

Para analise dos dados de RT-qPCR, os valores de ciclo de quantificagao (Cq)

foram determinados usando o software v1.2.1 do equipamento ViiA™ 7, tendo como

parametros o baseline (Cq 3-15) e threshold automaticos. As expressoes relativas dos
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miRNAs das amostras das fases de triagem e validagdo foram calculadas usando o
método 224¢a (SCHMITTGEN; LIVAK, 2008) e a expressao foi considerada detectada
quando os valores de Cq fossem <35. Todos os resultados foram mostrados como
alteragdes n vezes em relagdo a uma amostra calibradora.

Neste estudo foram preparadas trés amostras calibradoras (calibradores), uma
para cada espécime clinico (tecido, plasma e urina), a partir de um pool de RNAs
extraidos, tanto de amostras de pacientes com CaP, quanto amostras de individuos
controles.

De acordo com o método proposto por Livak et al., a expressao relativa dos
miRNAs foi calculada com base nas etapas abaixo:

a) Primeiro foi normalizado o Cq do miRNA alvo em relagdo ao miRNA
normalizador (miR de referéncia), tanto para amostra teste quanto para o
calibrador:

ACQ (amostra) = CQ (miR alvo, amostra) — CQ (miR ref, amostra)

ACC] (calibrador) = Cq (miR alvo, calibrador) — Cq (miR ref, calibrador)

b) Posteriormente, normalizou-se o ACq da amostra em relagdo ao ACq do
calibrador:

AACQ = ACC] (amostra) — ACQ (calibrador)

c) Finalmente, calculou-se a razdo de expressao:

2MCa = rgz80 de expressdo normalizada

O resultado da razao de expressao obtida € dado em fold change (nUmero de
vezes) em que o miRNA alvo estd aumentado ou diminuido na amostra em relagéo
ao calibrador, sendo ambos normalizados pela expressao do miRNA de referéncia.

Na fase de descoberta dos miRNAs foi realizada a normalizagéo global dos
resultados, utilizando o software v1.2.1 do equipamento ViiA™ 7, ja que nesta etapa
piloto dos experimentos ainda ndo havia sido definido um miRNA normalizador. A
normalizagao global faz uma média de todos os resultados de Cq para ser utilizada
como um resultado a normalizar os resultados individuais de Cq (MESTDAGH et al.,
2009). Para normalizagao dos resultados obtidos nas fases de triagem e validagao, os
miRNAs candidatos a normalizadores (miR-16-5p, miR-24-3p, miR-191-5p ou cel-

miR-39) com o menor indice de variagdo entre as amostras, conforme identificado
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pelo software da Applied Biosystem™ Analysis (Thermo Scientific, EUA) nos cartbes
TLDA, foram escolhidos como controles endégenos. Os niveis de expressdao dos
miRNAs das amostras de tecido e plasma foram normalizados com miR-24-3p. Ja o
controle exdégeno cel-miR-39 foi usado como gene de referéncia para amostras de
urina.

Todas as analises estatisticas foram realizadas usando o pacote estatistico
SPSS (v.18.0) para Windows (SPSS, 2009). Os dados categéricos foram descritos em
porcentagem. A distribuicdo normal dos dados foi verificada pelo teste de Shapiro-
Wilk. As variaveis com distribuicao assimétrica foram transformadas em logz antes das
anadlises e estdo apresentadas como mediana (percentis 25-75). As diferengas nos
niveis de miRNA entre os grupos de amostras foram avaliadas usando o teste t de
Student ou o teste U de Mann-Whitney, conforme apropriado. Para investigar o poder
discriminatorio 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). Para
combinagcdo dos biomarcadores foi aplicada a analise de regressao logistica.

Diferencas estatisticamente significantes foram estabelecidas em P <0,05.

3.9 Aspectos éticos e segurancga no trabalho

O trabalho foi realizado em concordancia com a resolucéo 466/12 do Conselho
Nacional de Saude do Ministério da Saude, que regulamenta a pesquisa em seres
humanos. A autorizagdo dos pacientes para a inclusdao no estudo foi obtida pela
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (APENDICE A).

Procedimentos padronizados de biossegurancga foram utilizados em todas as
etapas experimentais e incluiram, fundamentalmente, uso de luva e avental. Materiais
contaminados e/ou potencialmente téxicos foram descartados conforme as regras do
Servico de Diagnostico Laboratorial do HCPA, recomendadas para cada caso. Desse

modo foi assegurada a segurancga do pesquisador e do meio ambiente.
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N* do projeto GPPG ou CAAE- ST2E2916. 2 0000 53327

Titule do Projeto: “Awvaliagdoe de novos biomarcadores moleculares no cancer

de prostata”

Voo esta sendo convidado a participar de uma pesquiza cujo objetivo &
desenvolver um método de diagnoastico ndo invasivo para diagnosticar o cancer
de prostata realizado através do sangue & da urina. Esta pesquisa esta sendo
realizada pelo Servigo de Urologia & Servigo de Patologia Clinica do Hospital
de Clinicas de Porio Alegre (HCPA) e Departamento de Fisioclogia da

Univerzidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).

Se vocé aceitar participar da pesquisa, o2 procedimentos envolvidos na

sua participacao sdoc os seguintes:

Sera necessario coletar uma amostra adicional de sangue, urina e tecido
prostatico. A partir destas amositras coletadas, realizaremos testes que possam

nos permitir identificar o céncer de prostata.

- Sera realizada a coleta da amostra de sangue com a refirada de uma
pequena quantidade de sangue, 4 mL {equivalente a 1 colher de cha), na veia
do brago. Vocé sera encaminhade para coletar o sangue no Centro de
Pesquiza Clinica do HCPA apds a sua consulta de rotina com a equipe

assistencial.

- Mo dia do seu exame de biopsia da prostata sera realizada a coleta da
amostra de urina, logo apos o exame de togue retal com massagem prostatica
{que €& procedimento de rotina antes da biopsia), no Centro Cirdrgico
Ambulatorial (CCA) do HCPA. O wvolume coletado de wurina sera de
aproximadamenie 30 mL. Para uma melhor coleta pedimos que o senhor beba

doiz copos de agua antes da entrada no CCA.

- A coleta do tecido da prostata sera realizada no CCA, no momento de
realizacio da bidpsia de prostata, gue foi indicada pelo médico assistente.

Serao coletados 18 fragmentos de tecido de aproximadaments

{equivalente ao tamanho de uma cabecga de alfinete), sendo 06 fragmentos
deszstinados a pesquiza. O restante do material da bidpsia sera utiizado para

fins assistenciais.

A coleta das amostras para a pesquisa nao interferira em seu
tratamento clinico ou cindrgico, gque sera o mesmo independentemente de vocé

aceitar ou ndo em participar da pesquisa.

- Durante a sua consulta de rotina o médico assistente preenchera uma
ficha clinica com informactes sobre o senhor, como idade, sexo e historico

médico e outras informagdes relevantes para a pesquiza.

- Também sera realizada consulta em seu prontuaric para obtencao dos
resultados dos exames de PSA (antigeno prostatico) e anatomopatoldgico
{biépsiq]l. Por izso, solicitamos a sua autorizagdo para realizar este acesso.

E impeortante gue saiba que para sua participacdc no estudo, nao sera
necessario  comparecer a nenhuma consulta extra, fomar gqualguer
medicamento experimental ou outro medicamenio Qque ndo seja 0s que seu

medico lhe receitouw.
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Os possiveis riscos ou desconfortos decorrentes da sua participacac na
pesquisa sao relacionados a coleta de sangue. Ma coleta de sangue podera
haver alguma dor decorrente da pungdc da pele (picada com agulha), bem
como a regiao onde foi feita a coleta ficar com leve hematoma, devido a algum
rompimento de vaso sanguineo. A coleta de urina ndo apresenta riscos, além
de um desconforto eventual semelhante ao togue retal que vocé ja realizaria
antes da biopsia. Quanto a biopsia de tecido da prostata, serao retirados
fragmentos adicionais de tecido da prostata durante o seu exame e isto ndo
acarreta riscos adicionais relacionados ao exame em si, exceto o acréscimo de
o minutoz no tempo do exame.

Embora ndo exista nenhum beneficio direto para o senhor com a
participagac na pesqguisa, os dados coletados de cada paciente e examinados
em conjunto ajudardc a compreender melhor a doencga, aléem de permitir o
desenvolvimento de um método de diagnostico nao invasivo, com menor risco
e menos desconforto. Além disso, este estudo podera auxiliar na determinagao
da gravidade da doenca, quando presente. Com esse estudo, esperamos que
um maior nimero de pessoas possa ter acesso a exames preventivos com
maior efetividade, melhorando a possibilidade de diagndstico e tratamento da
doenca.

Sua participacac na pesquisa & totalmente voluntaria, ou seja, nao &
obrigatoria. Caso vocé decida nao participar, ou ainda, desistir de participar e
retirar seu consentimento, ndo havera nenhum prejuizo ao atendimento que
voceé recebe ou possa vir a receber na instituigac.

Mac esta previsto nenhum tipe de pagamento pela sua participagao na
pesquisa & vocé ndo tera menhum custo com respeito acs procedimentos
envolvidos.

Caso ocomra alguma intercoméncia ou dano, resultante de sua
participagac na pesguisa, vocé recebera todo o atendimento necessario, sem
nenhum custo pessoal.

Os dados coletados durante a pesquisa serdoe sempre tratados
confidencialmente. Os resultados serao apresentados de forma conjunta, sem
a identificagdc dos participantes, ou seja, o seu nome ndc aparecera na
publicagdo dos resultados.

As amostras coletadas serao armazenadas no Laboratorio de Biclogia
Meolecular do Servico de Patelogia Clinica Este material sera amazenado de
forma codificada. O material biologico coletado, além de ser utilizado neste
estudo, podera ser utilizado em outros estudos futuros do nosso grupo. Meste
caso, um novo prejeto de pesquisa sera submetido para apreciagac do Comité
de Etica em Pesguisa e vocé sera chamado para reconsentir com o uso do
material.

[ } Aceito gue minhas amostras sejam amazenadas 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, Prof. Dra. llma Simoni Brum da Silva, pelo telefone (51)
33083559 ou com o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de
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Porto Alegre (HCPA), pelo telefone (51) 33597640, ou no 2° andar do HCPA,
sala 2227, de segunda & sexta, das Bh as 17h.

E=ssze Termo & assinado em duas vias, sendo uma para o participante e
oufra para os pesquisadores.

Mome do participante da pesquisa

Aszinatura

Mome do pesguisador que aplicou o Termo

Aszinatura

Local e Data:

Rubrica do participante Rubrica do pesquisador Pagina 3 de 3
CEP Hospital de Clinicas de Porto Alegre (MR 05/11/2015)
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FICHA CLINICA
Nome do Paciente:
Numero:
Data: / / Hora da coleta:
ldade: _ anos Telefones de contato: ()
Ja foi diagnosticado com cancer? _ Sim __ Nao
Se sim, qual tipo de cancer?
Presenca de cancer na familia? Sim Néao

Se sim, qual tipo de cancer e qual grau de parentesco?

Tem alguma doenga cronica? Sim Néo

Se sim, qual?

Atualmente esta em uso de algum medicamento? Sim

Se sim, qual (is)?

Utiliza finasterida? Sim Nao
Fuma? Sim Sim, mas ja parei. Nunca

Se sim, quanto tempo e com que frequéncia?

Apresenta alteracdes urinarias: Sim Nao

Se sim, qual (is)?

PSA livre: ng/mL PSA Total: ng/mL

PSA livre/PSA Total: %
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Abstract

Purpose Circulating microRNAs (miRNAs) have been shown to have the potential as noninvasive diagnosis biomarkers in
several types of cancers, including prostate cancer (PCa). Urine-based miRNA biomarkers have been researched as an alter-
native tool in PCa diagnosis. However, few studies have performed miRNA detection in urine samples from PCa patients, as
well as low numbers of miRNAs have been assayed, and there is a lack of standard strategies for validation. In this context,
we conducted an in-depth literature review focusing on miRNAs isolated from urine samples that may contribute to the
diagnosis of PCa.

Methods A systematic review was performed searching the PubMed, Lilacs and Cochrane Library databases for articles
focused on the value of significantly deregulated miRNAs as biomarkers in PCa patients.

Results Only 18 primary manuscripts were included in this review, according to the search criteria. Our results suggest that
miR-21-5p, miR-141-3p, miR-375 and miR-574-3p should be considered as potential urinary biomarkers for the diagnosis
of PCa.

Conclusion These results suggested that large-scale prospective studies are still needed to validate our findings, using stand-
ardized protocols for analysis.

Keywords microRNAs - Diagnosis - Urine - Biomarkers - Prostate cancer

Introduction (clinically insignificant) to an aggressive metastatic PCa that

causes death. The primary biomarker for PCa diagnosis is

Prostate cancer (PCa) is the second most common diagnosed
cancer in men worldwide, with an estimated 1.3 million new
cases in 2018 and the fifth leading cause of cancer death
[1]. The PCa incidence increases with age, affecting mainly
men over 50 years of age, resulting in major impacts on
healthy systems. Early diagnosis is essential because the
clinical behavior ranges from a well-differentiated tumor
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the prostate-specific antigen (PSA), the first FDA-approved
test, widely used in clinical [2]. However, the low specificity
and sensibility of PSA have resulted in many unnecessary
prostate biopsies and overtreatment of patients with indolent
PCa. An increase in the PSA level can indicate the presence
of tumor cells, but can also associated with benign prostatic
hyperplasia (BPH), infection, or inflammation. Serum PSA
testing for the detection of PCa has approximately 86% of
sensitivity, but only around 33% of specificity [3, 4]. These
issues have characterized the PSA test as a controversial
screening tool, which must be used cautiously. In light of
this, there are opportunities for discovering new biomark-
ers that could contribute to improve the PCa diagnosis
specificity.

In cancer research, there is a growing trend towards
exploring the use of biomarkers, minimally invasive, that
may diagnose different types of cancerous, including PCa.
In addition, to diagnosis of PCa in its early stages is the
key factor in reducing high mortality. The discovery of
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microRNAs (miRNAs) in 1993 by Ambros and collabora-
tors unleashed a series of researches associating these mol-
ecules to cancer development [5]. MiRNAs are an abundant
class of small, noncoding RNAs (15-25 nucleotides) that
are endogenously expressed both in animals and plants.
These highly conserved RNAs can regulate gene expres-
sion by binding to 3'-untranslated region (UTR) of mRNA,
resulting in the repression of mRNA translation or induction
of mRNA cleavage [6, 7]. Evidences have shown that they
played a fundamental role in the regulation of biological
functions as cellular development, apoptosis, proliferation,
differentiation, and tumorigenesis based on the sequence
complementarity with their target mRNA. Various miRNAs
have been reported to be implicated in cancer pathogenesis,
acting as either oncogenes or tumor suppressors, according
to the roles of their target genes [8—10]. Besides, miRNA
expression profile significantly differs between cancerous
and noncancerous tissues [11].

Recently, circulating miRNA have been isolated in dif-
ferent biological fluids including blood, urine, and saliva,
indicating that can be used as noninvasive cancer biomarkers
[12, 13]. In PCa, the majority of circulating miRNAs were
evaluated in blood (plasma and serum). Few studies have
been performed miRNA expression from urine samples of
patients with PCa. Besides, these studies have arrived at
varying results, probably due small sample size, low num-
ber of miRNAs assayed, and/or differences in study design,
basic characteristics of patients and controls. Therefore, sys-
tematic review of information on urinary miRNAs may be
valuable to further explore the clinical application of these
molecules as possible diagnoses biomarkers in PCa.

Materials and methods
Literature search

We performed a systematic review of studies which urinary
miRNAs have been involved in PCa diagnosis published
until September 2019, using three electronic databases
including PubMed, Lilacs and Cochrane Library. Potentially
relevant studies were identified using the PubMed string
search: (“urine”’[Subheading] OR “urine”[Text Word] OR
“urine”[MeSH Terms]) OR (“urinary tract”’[MeSH Terms]
OR “urinary tract”’[Text Word]) AND (“micrornas”’[MeSH
Terms] OR “micrornas”[Text Word] OR “mirna”[Text
Word]) AND (“prostatic neoplasms”’[MeSH Terms] OR
“prostate cancer”’[Text Word]); and by combination of key-
words and Medical Subject Headings (MeSH): (“urine” OR
“urinary”’) AND (“microRNAs” OR “miRNAs” OR “miR”)
AND (“prostate cancer” or “prostatic neoplasm”) in Lilacs
and Cochrane Library databases.

@ Springer

Study eligibility criteria

One hundred fifty-three articles were retrieved, and 29 publi-
cations were included and reviewed in this systematic review
(Fig. 1). Eligible studies had to comply with the following
inclusion criteria: (1) research articles that presented the
diagnostic potential of urinary miRNAs for PCa; (2) studies
that used different sources to identify urinary miRNAs, such
as cell-free urine fraction, urinary cell pellet, and extracellu-
lar vesicles (exosomes, microvesicles, and apoptotic bodies);
(3) studies that showed data related to detection of miRNAs
focused only in urine or in combination with tissue, serum,
plasma, or cell line. Exclusion criteria were as follows: (1)
case reports, letters, editorials, reviews, and articles without
complete data; (2) selected papers written in other language
than English, Spanish, or Portuguese; and (3) studies with
the data published in others studies.

Data extraction

For included studies, collected information was as follows:
(1) basic features of studies, including first authors’ surname,
publication year, original country, study design, sample size
specifying number of cases and controls, detected miRNAs,
type of specimens, digital rectal examination (DRE) per-
forming; (2) method of detecting miRNAs, type of RNA
extraction; and (3) the results of miRNAs deregulation.

Results
Summary of included studies

A total of 153 primary articles were searched in PubMed,
Lilacs, and Cochrane Library. As presented in the selection
process (Fig. 1), 86 studies were removed due to duplica-
tion. After abstracts and full texts were reviewed, only 18
literatures were included in this review, according to the
search criteria. The characteristics of 18 included studies
were summarized in Tables 1 and 2. The publication years of
these records ranged from 2012 to 2018, and the country ori-
gin was diversity, including United States, China, Iran, Rus-
sia, Norway, and Italy. The majority of study designs were
prospective, mainly case—control. Considering only urinary
samples, the sample size ranged from 22 to 424 with a total
of 2113 samples in all the studies. All literatures included
were written in English.

Evidence synthesis

The development of noninvasive tests for cancer detection
and monitoring can dramatically reduce global problems
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Potential relevant articles identified
through database searching
(n=153)

(n = 86)

I

Records searched: examination of abstracts
(n=86)

[ Records after duplicates removed ]

v

(n = 29)

Full-text articles for further quality evaluation of details

Studies included in this review
(n=18)

[ Included ] [ Eligibility ] [ Screening ] {Identification]

Records excluded due to the following criteria: (n = 57)

Reviews or meta-analysis (n = 29)

Unrelated to PCa diagnosis (n = 13)

Urine sample not used for PCa diagnosis (n = 07)

Letters, chapters and views (n = 05)

Non-English, non-Spanish and non-Portuguese language (n = 02)
| Unrelated to human miRNAs (n= 01)

Records excluded after full-text evaluation: (n = 11)
Lack of information (n = 04)

Urine sample not used for PCa diagnosis (n = 02)

| Unrelated to PCa diagnosis (n = 2)

| Unrelated to human miRNAs (n=01)

| Letters, chapters and views (n = 01)

: Data published in other study (n = 01)

Fig. 1 Flowchart illustrating the search strategy used to identify association studies of miRNAs expression in PCa for inclusion in the systematic

review

involving this type of disease. Although conventional strat-
egies for the discovery of blood-based biomarkers have been
promising, the development of clinically validated cancer
detection and differentiation biomarkers remain a clinically
challenge for many human cancers. Since their discovery,
microRNAs have played an important role in the diagnosis
and differentiation of various types of cancer. The patterns of
expression, function, and regulation of microRNAs in nor-
mal and neoplasic cells are unknown, but their frequent loca-
tion in fragile sites, breakpoints, or regions of amplification
or loss of heterozygosity reveal that they have a significant
role in human carcinogenesis [9, 14].

Due to anatomical and physiological reasons, urine may
represent a valuable source of miRNAs as biomarkers for
urological cancers, including prostate cancer. The advan-
tages of using urine in clinical tests are that it is collected
noninvasively, and can easily obtain large volumes for anal-
ysis. A variety of studies have investigated differentially
expressed miRNAs as PCa diagnostic biomarkers, com-
paring samples from healthy individuals (normal controls
or BPH) to that with cancer [15-17]. However, a miRNAs
expression profile as a potential diagnostic tool is still miss-
ing. These could be caused by several factors as follows:
(D differences in study design; (II) different sample groups;

(IIT) small sample size; (IV) different methods of sample
collection; (V) different detecting, and validation methods.

A recent study [18] revealed that miR-222-3p and miR-
24-3p were significantly identified in low levels in urine
sediment of PCa patients, and miR-30c-5p in high levels, as
compared to BPH group. The authors validated their results
in two different cohorts, using a three-miRNA ratio model to
enhance biomarker performance. The three-miRNA model
used distinguished PCa and BPH patients in cohort 1 with
an area under the curve value (AUC) of 0.95, and it was
successfully validated in cohort 2 (AUC 0.89). Although a
significant number of urine samples were included in these
two independent cohorts, a smaller number of controls were
used (20 samples for each cohort), compromising the diag-
nostic value. Using tissue as a sample for screening of miR-
NAs, Stuopelyte et al. [19] have demonstrated that a com-
bination of urinary miR-375 and miR-148a have high PCa
diagnostic value in two independent cohorts (AUC 0.785
and 0.835), comparing with two different control groups (23
BPH and 62 healthy individuals), respectively. Moreover, a
cohort study by Salido-Guadarrama and collaborators [20]
identified miR-100 and miR-200b signature significantly
upregulated in PCa patients. Using a multivariable logistic
regression analysis, the researchers suggested a base model
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including the clinical variables age, PSA, percentage of free
PSA, DRE, and miR-100/200b to improve the discrimination
between PCa and BPH patients. In this manner, it was pos-
sible to predict PCa patients from individuals with abnormal
DRE results, in which AUC in combined model was 0.876
and AUC PSA was 0.590.

A few years ago, Bryant et al. [21] recorded a case—con-
trol and cohort study involving blood and urine samples.
First, plasma from 78 PCa patients and 28 controls were
screened in a 742 miRNAs panel by quantitative real-time
PCR (RT-qPCR) microarray technology, revealing 12
miRs associated with the presence of PCa. Based on this
screening, five miRNAs most deregulated (miR-107, miR-
574-3p, miR-375, miR-200b, and miR-141) were analyzed
in 135 urine sediment samples (118 PCa and 17 controls)
by Tagman miRNA assay. MiR-107 and miR-574-3p were
quantified at significantly higher concentrations in the urine
of men with PCa compared with controls. However, both
miRs had a moderate capacity to identify the presence of
PCa from urine samples because AUC ranged between
0.66 and 0.74. Besides, in a separate cohort, serum from 47
recurrent metastatic PCa and 72 nonrecurrent PCa confirm
the association of miR-141 and miR-375 with metastatic
PCa (p<0.0001). In 2014, Casanova-Salas group [22] ana-
lyzed prostate cancer tissue biopsies associated with urine
samples to elucidate the role of urinary miRNAs as PCa
biomarkers. A microarray technology (GeneChip miRNA)
screened miR-224, miR-34a, miR-34c-3p, miR-221, miR-
182, and miR-187 from 333 tissue samples to further vali-
dation. Ninety-two urine sediments were sampled from an
independent cohort of 92 men (47 PCa and 45 controls), in
which miR-187 was downregulated detected in urine, pro-
viding an independent predictive value for positive biopsy.
MiR-187 was included in a predictive model within PSA and
PCA3 resulting in 88.6% of sensitivity and 50% of specific-
ity (AUC 0.711%), showing better accuracy than PSA alone
(AUC 0.615). Moreover, Srivastava et al. [23] found that
miR-205 and miR-214 were downregulated in total urine
samples from a cohort of 36 PCa samples compared with 12
healthy donors (AUC 0.708 and 0.743, respectively). They
also used biopsy tissue samples for screening a TLDA panel
of 377 miRs, primary.

A part of selected studies used a combination of cell cul-
ture with urinary samples to find out new PCa biomarkers.
Korzeniewski et al. [24] compared the expression of cell-free
miRNAs from supernatant of cultured PCa cells (LNCaP)
with cellular miRNAs, using miRNA expression microarray
methodology. The abundance of cellular miRNAs and cell-
free miRNAs was compared with normal PrECs (normal
human prostate epithelial cells). The authors identified miR-
483-5p, miR-1275, and miR-1290 among the most abundant
cell-free miRNAs. The three-miRs were validated using cell-
free urine fraction from 71 PCa patients and 18 controls by

@ Springer

RT-gPCR, nevertheless only miR-483-5p was significantly
associated with PCa (AUC 0.694). Compared with the
miRNA data, the use of PSA level as a predictor of disease
was more robust (AUC 0.81) in this study. Besides, miR-
483-5p combined with the PSA level was almost as robust as
PSA level alone (AUC 0.80). Samsonov et al. [25] found out
highly deregulated expressions of miR-21-5p, miR-141-5p,
and miR-574-3p in PC-3 cell lines in comparison of normal
human prostate epithelial cells. These findings were vali-
dated using 50 urinary exosomes (25 PCa and 25 healthy
donors), which miR-141-5p and miR-574-5p presented AUC
0.86 and 0.85, respectively, suggesting increased association
to PCa diagnosis. Mir-21-5p had a moderate association as
PCa biomarker (AUC 0.65).

Extracellular vesicles (EVs), such as exosomes have also
been target from researches, since these cells contain miR-
NAs that could be new PCa diagnostic tools. Foj and col-
laborators [26] have tested five selected miRNAs in urinary
pellets and exosomes from 60 PCa patients and 10 healthy
subjects by RT-qPCR. They found that miR-21, miR-141,
and miR-375 were significantly upregulated in pellets of PCa
patients (AUC 0.817, 0.712, and 0.707, respectively), while
miR-214 was significantly downregulated (AUC 0.716). A
suggested miRNA panel combining miR-21 and miR-375
showed AUC of 0.872. The expression of the same miRs
in the urinary exosomes revealed miR-21 and miR-375 sig-
nificantly upregulated (AUC 0.713 and 0.799, respectively)
in PCa patients. Bryzgunova et al. [27] performed a similar
case—control study to compare the expression of miR-16,
miR-19b, miR-25, miR-125b, and miR-205 in urinary EVs
from PCa patients obtained by differential centrifugation.
MiR-19b demonstrated overexpression in urinary vesicles
isolated by two methods in PCa patients. However, the
experiment did not confirm its results in large sample.

Discussion

In the last years, a growing number of publications have
showed that the presence of circulating miRNAs could serve
as accurate PCa biomarkers. However, the diagnostic accu-
racy of urinary miRNAs was inconsistent among the studies,
a several factors need to be questioned. For example, there
are no universal well-defined standards for preanalytical,
analytical, and postanalytical stages of biomarker investi-
gation, including protocols of the collection, processing and
storage of biological samples, miRNA isolation procedures,
biomarker quantification routines, and data analysis.

One of the challenges faced in combating PCa is its
considerable heterogeneity. PCa usually begins as indolent
form, without symptoms, which the majority of men are
therapy responsive. However, in a subset of patients, the
cancer reoccurs and advances, becoming an aggressive and
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metastatic disease [28, 29]. Due to cancerous tissue hetero-
geneity, PCa patients included in reviewed studies provided
prostate tumor biopsies with different histopathological
characteristics (tumor stage, Gleason grade, low/high risk
of metastasis, recurrence, etc.), impacting in miRNA detec-
tion [30] Besides that miRNAs expression is associated with
clinicopathological characteristics of patients, and even dys-
regulated in premalignant prostate lesions before progres-
sion to cancer [31]. In this manner, the choice of population
to be investigated based on the clinical and histopathological
characteristics is crucial. However, some records have failed
at present completely on this information.

Simple procedures as prostate massage and DRE can
increase the amount of tumor-specific nucleic acids in urine
by increasing the number of prostatic cells in the specimen,
enhancing the efficacy of PCa diagnostic. This method is
generally employed when analyzing the urine sediment col-
lected after centrifugation. Only seven studies used DRE or
prostate massage before collecting urine, and none of these
studies have mentioned some strategy to avoid hemolysis
interference in urine samples by contamination with blood
cells, which might have happened after DRE. Hemolysis
causes the release of miRNAs that dramatically alter the
miRNA profile of urinary samples [32]. In this regard, others
studies have presented simple solutions to limit the hemol-
ysis impact, based on the techniques, such as spectropho-
tometry [33], or through detection of erythrocyte-specific
miRNAs as the use of ratio miR-451 and miR-23a-3p [32].
On the other hand, some authors pointed that the use of
urine sediment as a source of PCa biomarkers increase the
chances of contamination from bladder and kidney epithelial
material.

Almost half of the studies described the use of EVs
as a source of miRNAs. EVs are a family of cell-derived
fragments or vesicles generated by cell membrane shed-
ding or storage vesicle exocytosis [34]. The most inter-
esting are exosomes, a subclass of extracellular vesicles
of 30 to 150 nm in diameter, released by most cell types
that contain proteins, lipids, and nucleic acids (e.g., miR-
NAs) [27]. The presence of exosomes in urine was first
reported in 2004 by Pisitkun and collaborators becoming
a promise in this field as new biomarkers are also remark-
ably stable in body fluids [35, 36]. Increasing number of
EV researches, attempt to prove that exosomes are the
important molecules that reflects the prostate condition
after DRE or prostate massage [25, 37, 38]. Extracellu-
lar miRNAs found in biological fluids are considered as
one class of perspective PCa markers [39]. Considering
urinary exosome, there is no consensus about the way to
extract these vesicles. Differences in EV isolation includ-
ing different centrifugation protocols and filtration, as well
as the use of different size measurement methodologies
lead to the discrepancy in the results. Highlighting this,

Xu and collaborators have investigated whether hydrostatic
filtration dialysis is suitable for urinary EVs isolation and
if reported PCa-related miRNAs can be considered as PCa
biomarkers [38]. They have suggested hydrostatic filtra-
tion dialysis as appropriated for EV isolation and miRNAs
analysis when compared with conventional ultracentrifu-
gation, presenting miR- 145 up-regulated in both exosomal
methods. Besides, others EVs particles also were char-
acterized, including microvesicles, and apoptotic bodies,
playing an essential part in intercellular communication
by transferring genetic information within exosomes.
However, it is not clearly established what particles are
enriched in protein or nucleic acids, and if there are
morphological differences in EVs in health and disease,
including PCa.

As for EVs, different urinary fractions have been used
in miRNA analyses. Seven from eighteen reviewed stud-
ies investigated the cellular sediment (pellet), resulted from
centrifugation, two studies used the cell-free supernatant,
three studies used the whole urine, nine studies isolated the
EVs from urine, and three studies compared two urinary
fractions. The sample type impacts the amount and nature of
RNA recovery, and consequently miRNA isolation.

Another important issue related to sample collection
is the amount of biological fluid collected, and the RNA
isolation procedure used to recover miRNAs. The volume
of urine analyzed ranges considerably from 3 to 150 mL
(Table 1). Eight reviewed studies did not present the vol-
ume of collected urine from subjects. Regarding RNA isola-
tion, there was a variety of extraction methods used, mostly
commercial kits, which could vary in performance (RNA
yield and purity), as already reported [40, 41]. This ana-
lytical variation associated with the sample type used could
contribute to heterogeneity of results observed among these
reviewed studies.

Different analytical platforms, including RT-qPCR, next-
generation sequencing, and microarray were used as miRNA
assay analysis. The methods used to detect, quantify, and
select urinary miRNAs are based and those used for tissue
and plasma because miRNA urinary detection still lacks
standard protocol. A comparison of these different platforms
have pointed the advantages and disadvantages, considering
accuracy and sensibility variations [42, 43]. There is an over-
all tendency to apply RT-qPCR panels containing hundreds
of miRs for screening, and a second methodology to validate
the mainly deregulated targets in the first step. This approach
comes as a result of elevated number of described miRNAs
in the last years listed in mirBase and mirWalk platforms, as
well as due to the recommendations of Minimum Informa-
tion About a Microarray Experiment (MIAME) or Minimum
Information for Publication of Quantitative Real-time PCR
Experiments (MIQE) guidelines [44, 45]. In this review, we
selected studies in a screening/validation model and records
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that were used only one or the combination of analytical
methods because of adequate study design to include more
miR candidates. For instance, Ghobanmehr and collabora-
tors found elevate expression of miR-21-5p, miR-141-3p,
and miR-205-5p in PCa patients versus control group, and
no significant difference between PCa and BPH patients. The
assay had not a validation step as a second methodology,
but was performed in duplicate, using selected miRNAs in
potential, according others studies [46].

The majority of studies (11 records) performed screen-
ing and validation steps in two different subject groups, and
7 studies worked with miRs preselected by literature (not
from screening model), further using one or two detection
methodologies. In this manner, we can see a lack of stand-
ard strategies for detection and validation across the studies,
which could contribute to the variability of results. There-
fore, data interpretation can enhance the lack of concord-
ance among studies. Some records established a maximum
quantification cycle (Cq) for miRNA detection (Cq =235, 38
or 40), and others even did not mention it. Establishment of
Cq in low levels could exclude potential miR candidates,
although the use of Cq in high levels could select an elevated
number of miRNAs with low deregulation probability. In
this context, there is also a lack of standard method for data
normalization for analyzing miRNAs in urine as a whole
sample and their fractions. Selected reporters in this review
used different miRNAs as normalizers (data not shown).
However, a normalizer based on spiked-in synthetic RNA
(Caenorhabditis elegans spiked-in control miRNAs—cel-
miR-39) used during extraction step seems to be the most
stable reference genes in the urine PCa although reviewed
studies used different endogenous/exogenous genes (miR-
191-5p, miR-16, RNU44, RNU48) [19, 21, 47, 48].

Among 5 miRNAs that were analyzed in more than
one study, 4 (miR-21-5p, miR-141-3p, miR-375, and
miR-574-3p) were overexpressed in PCa patients in com-
parison to the controls, and only one miRNA (miR-205)
showed up and downregulation (Table 3). The ROC curve
analysis used to evaluate the sensitivity and specificity of
the expression level showed miR-21-5p, miR-141-3p, and
miR-574-3p with AUC > 0.80, separately. The most signif-
icantly upregulated single miRNA in urine samples based
on AUC values was miR-21-5p (AUC 0.88). Therefore,
AUC values were elevated using a combination of miR-
375/miR21-5p, and miR-375/miR-148a, corresponding to
AUC 0.872 and 0.835, respectively. These numbers indi-
cate that the miRs 21-5p, 141-3p, 375, and 574-3p could
discriminate PCa patients of controls strongly. Although
miR-205 had presented AUC > 0.70, it showed contradic-
tory expression in PCa between two studies. Besides, miR-
205 should be interpreted with caution because it was also
related to bladder cancers [46].

Three microRNAs miR-21-5p, miR-141-3p, and miR-
375 repeatedly appears in some studies characterized as
being playing important role in the tumor growth process
[49-51]. Mir-21-5p is known by targeting various genes
that are tumor suppressors as FBXO11 (a member of the
F-box subfamily lacking a distinct unifying domain),
which acts as an inducer of apoptosis in prostate cancer
[52]. Collectively, it can be stated that miR-21-5p, miR-
141-3p, and miR-375 act as oncogenic miRNAs promoting
proliferation of PCa cells, by regulations of PTEN (phos-
phatase and tensin homolog deleted on chromosome ten),
KLF9 (kruppel-like-factor-9), and CBX7 (chromobox
homolg 7) genes [53-55]. Therefore, several groups have
demonstrated that miR-375 is elevated in prostate cancer
and this could be explained by its regulation in YAP-1

Table 3 In miRNAs differently

L miRNA ID First author Urinary fraction Change of
expressed in urine related to expression®
PCa analyzed in at least two
studies miR-21-5p Foj et al. [58] Sediment and exosomes 1

Samsonov et al. [25] Exosomes 1
Ghorbanmehr et al. [46] Whole urine i
miR-141-3p Foj et al. [58] Sediment and exosomes i
Samsonov et al. [25] Exosomes 1
Ghorbanmehr et al. [46] Whole urine 1
miR-205 Srivastava et al. [23] Whole urine !
Ghorbanmehr et al. [46] Whole urine 1
miR-375 Foj et al. [58] Sediment and exosomes 1
Stuopelyte et al. [19] Sediment 1
miR-574-3p Bryant et al. [21] Sediment 1
Samsonov et al. [25] Exosomes 1

4Change of expression in PCa individuals comparing to control subjects; 1—upregulation; |—downregula-

tion
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(yes-associated protein 1) gene, which in prostate cancer
cells leads to downregulation of mesenchymal phenotypes
that plays a major role in the metastasis of tumors of epi-
thelial origin as PCa [56]. However, the specific biological
functions of these urinary miRNAs presented are not yet
well stablished because some reporters have associated
with other mechanisms and pathways, such as inflamma-
tion, invasion, and migration.

Conclusion

The major challenge for PCa clinical management is to
identify new and reliable biomarkers that are capable of
distinguishing between healthy and prostate cancer indi-
viduals. Considering their high stability in biological
fluids and specificity to characterize tumor phenotypes,
miRNAs have become a new class of noninvasive PCa bio-
marker candidates. Besides, the potential use of miRNAs
as diagnosis for PCa was based on a growing quantity of
investigations in the last years.

However, there is a range of unsolved research chal-
lenges concerning miRNA investigation in biological flu-
ids, including urine. By evaluating the published data in
these reviewed, a high level of heterogeneity and incon-
sistency among reports were identified, regarding sample
type (whole urine, pellet, supernatant, and EVs), as well
as detection of miRNA platform. The same lack of consist-
ency was also observed for the sample size, use of DRE
for urine collection, and study design.

According our systematic review, 4 miRNAs (miR-
21-5p, miR-141-3p, miR-375, and miR-574-3p) should
be considered as potential diagnostic tools in PCa as a
noninvasive urine test. However, further studies in large
sample sizes are needed to verify the validity of miRNAs.
Besides, miRNA investigation involving paired samples of
the same individual (urine, plasma, and tissue) could be
an excellent strategy to increase the study power. Also, the
guidelines on study design and sample collection still need
to be further improved, and detecting platforms should be
clearly defined. Despite these existing problems, urine is
still considered a promising source of PCa biomarkers, due
to the noninvasiveness of sample collection and confirmed
presence of PCa-specific molecules.
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