UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
Instituto de Ciéncias Bioldgicas
Programa de Pés-graduacéo em Bioinformatica

Ana Paula de Abreu

PROSPECCAO DE BIOMARCADORES PARA CANCER DE MAMA
SUBTIPO LUMINAL A EM ESTAGIO INICIAL USANDO ALGEBRA
LINEAR.

Belo Horizonte
2019



Ana Paula de Abreu

PROSPECCAO DE BIOMARCADORES PARA CANCER DE MAMA
SUBTIPO LUMINAL A EM ESTAGIO INICIAL USANDO ALGEBRA
LINEAR.

Versao final

Dissertacdo apresentada ao Programa de PoOs-
Graduacdo em Bioinformatica da Universidade
Federal de Minas Gerais, como requisito parcial
para obtencéo do titulo de Mestre.

Orientador Prof. Dr. Marcos Augusto dos Santos

Belo Horizonte
2019



43

Abreu, Ana Paula de.

Prospeccao de biomarcadores para cancer de mama subtipo luminal A em
estagio inicial usando algebra linear [manuscrito] / Ana Paula de Abreu. —
20109.

40f.: il.; 29,5 cm.

Orientador Prof.(a). Dr. Marcos Augusto dos Santos. Coorientador:
José Miguel Ortega.

Dissertacdo (mestrado) — Universidade Federal de Minas Gerais,
Instituto de Ciéncias Bioldgicas. Programa Interunidades de Pés-Graduacéo
em Bioinformatica.

1. Bioinformatica. 2. Neoplasias da Mama. 3. Biomarcadores. 4.
Mineracgdo de Dados. 5. MicroRNAs. |. Santos, Marcos Augusto dos. II.
Ortega, José Miguel. lll. Universidade Federal de Minas Gerais. Instituto de
Ciéncias Bioldgicas. IV. Titulo.

CDU: 573:004

Ficha catalogréfica elaborada pela bibliotecaria Fabiane C M Reis — CRB 6 - 2680




* Universidade Federal de Minas Gerais
Instituto de Ciéncias Biolégicas )
Programa Interunidades de Pos-Graduagdo em Bioinformdtica da UFMG

& ¥ 66/2019
ATA DA DEFESA DE DISSERTACAO stiiis
2°/2017
- CPF:
Ana Paula de Abreu el

As quatorze horas do dia 22 de julho de 2019, reuniu-se, no Instituto de Ciéncias -
Biologicas da UFMG, a Comissdo Examinadora de Dissertagdo, indicada pelo Colegiado
do Programa, para julgar, em exame final, o trabalho intitulado: “"Prospeccdo de
Biomarcadores para Cancer de Mama Subtipo Luminal A em estagio inicial usando
Algebra Linear", requisito para obtengéo do grau de Mestre em Bioinformatica. Abrindo
a sessado, o Presidente da Comiss@o, Dr. Marcos Augusto dos Santos, apds dar a
conhecer aos presentes o teor das Normas Regulamentares do Trabalho Final, passou a
palavra a candidata, para apresentagdo de seu trabalho. Seguiu-se a arguigéo pelos
Examinadores, com a respectiva defesa da candidata. Logo apos, a Comissdo se reuniu,

sem a presenca da candidata e do publico, para julgamento e expedigao de resultado final.
Foram atribuidas as seguintes indicagoes: ’

Prof./Pesq. Instituicio CPF Indicagio

4 b
Dr. Marcos Augusto dos Santos UFMG N 20 4:06—-9'(1' /D?,\, v ‘f’Q”'L.
Dr. José Miguel Ortega UFMG 0 5550128 ( }l/pwv{ A,
Dr. Braulio Roberto Gongalves Marinho UniBH 6 / e

0018 Yo -

Couto Y} )(///yt)wé\
Dra. Francielly Morais Rodrigues da UFMG (‘@(’) £750q6 /A o
Costa 13 pPrevocld
Dra. Susanne Facchin IFMG 508990935 | dotovaalo

T

Pelas indicagdes, a candidata foi considerada: %}ﬁu} L/zf//(

O resultado final foi comunicado publicamente a candidata pelo Presidente da Comissao.
Nada mais havendo a tratar, o Presidente encerrou a reunido e lavrou a presente ATA,
que sera assinada por todos os membros participantes da Comissao inadora.

Belo Horizonte, 22 de julho de 2019.

Dr. Marcos Augusto dos Santos - Orientador

Dr. José Miguel Ortega - Coorientador

Dra. Susanne Facchin




Universidade Federal de Minas Gerais
Instituto de Ciéncias Biologicas
Programa Interunidades de Pés-Graduago em Bioinformética da UFMG
Avenida Presidente Anténio Carlos, 6627 - Pampulha
31270-901 - Belo Horizonte - MG
Enderego eletrbnico: bioinfo@ich.ufmg.br 55 31 3409-2554

"Prospeccﬁo de Biomarcadores para Cincer de Mama Subtipo Luminal A em

estdgio inicial usando Algebra Linear"

Ana Paula de Abreu

Dissertacdo aprovada pela banca examinadora constituida pelos Professores:

orientador

alves Marinho {:,‘outo
niBH

Prof. Braulio Roberto

P
Franc:l()él y Morais oa(égrlies da Costa
UFMG o i
= TR e

-

Susanne Facchin
IFMG

Belo Horizonte, 22 de julho de 2019.



A Deus por tornar esse sonho possivel.
“Lampada para 0s meus pés é a tua palavra e, luz
para os meus caminhos.” (SL. 119:105, Almeida

Revista ¢ Atualizada).”



AGRADECIMENTOS

A Deus por sempre estar presente e provendo tudo o que foi necessario para a
concluséo desse trabalho.

A minha familia por permitir que meus sonhos fossem possiveis e por prover 0s meios
para que sempre sejam concretizados. Pai, a vocé por ndo deixar que faltasse estimulo,
perseveranga, compreensao e companheirismo. Mae, vocé por ndo deixar que faltasse amor,
carinho, abdicacGes e oragoes.

A meu orientador, Professor Doutor Marcos Augustos dos Santos por toda a paciéncia,
empenho com que sempre me orientou neste trabalho e pelas boas conversas. Muito obrigada
por me ter corrigido quando necessario sem nunca me desmotivar e pela amizade construida
nessa caminhada.

A meu coorientador, Professor Doutor José Miguel Ortega pela disposicdo de sempre
prover 0s recursos quando necessarios.

Ao meu colega Lucio Pacorri pelo auxilio e disponibilidade em sanar todas as dividas
com prontid&o e afinco.

Ao meu tio Antdnio Carlos pelo carinho e prontiddao em sempre ajudar. A Sabrina pela
amizade inestimavel e por sempre me motivar a continuar.

A funcionarios da Secretaria do Programa de Pds-Graduacao em Bioinformatica Tiago

e Sheila, pelo empenho em suas profissdes e zelo conosco alunos.



RESUMO

O céancer de mama ndo é uma doenca Unica, e sim uma doenca heterogénea, com
multiplas formas histopatoldgicas, diferentes respostas a terapéutica e evolucdes variaveis.
Com efeito, sob o rétulo de cancer de mama parecem estar agrupados distintos tipos de
neoplasia com origem nas células da mama.

Com o0 advento e o progresso da biotecnologia, desde 2001, uma nova classificagéo
para 0s carcinomas mamarios foi implementada a rotina de oncologistas e pacientes. Hoje é
possivel classificar molecularmente os diferentes tipos de cancer de mama por perfis de
expressao génica. Em casos em que o paciente tenha recebido um diagndstico positivo para
cancer de mama, ha a necessidade de confirmacdo do resultado por método invasivo (biopsia)
do tecido para garantir a confirmacdo diagnostica oportuna e com qualidade. No entanto, a
biopsia de tecido mamario, que hoje é adotada como padrdo classico de confirmacdo para
cancer mamario, trata-se de um método invasivo e atualmente muitas das pesquisas realizadas
sobre o cancer tem sido focado na busca por biomarcadores com o intuito de otimizar uma
metodologia diagnostica ndo invasiva e com elevada acurécia e que possa ser utilizada
precocemente. Dentre os marcadores utilizados nessas metodologias modernas, destaca-se 0s
miRNA:S.

MicroRNAs (miRNAs) sdo uma classe de RNAs ndo-codificantes curtos que abrem
um novo caminho para entender as respostas imunes e a progressdo do cancer. Apesar das
funcBes biologicas dos miRNAS se tornarem cada vez mais aparentes, a fungdo dos miRNAs
na regulacdo da resisténcia ao cancer de mama permanece sob investigacao.

Essa dissertacdo tem por finalidade prospectar possiveis biomarcadores para cancer de
mama usando novas ferramentas para agregar aos métodos de mineracdo de dados para
deteccdo precoce do cancer de mama por meio de biopsia liquida usando perfis de conjuntos
de dados através de um modelo de regressdao. Este trabalho procura identificar possiveis
biomarcadores que serdo validados em uma estratégia de classificacdo. A partir de uma
triagem obtida pela aplicacdo de uma metodologia que tem se mostrado efetiva. Portanto, tais
marcadores sdo confrontados com o que existe sobre eles na literatura.

Os achados suportam a hipotese de que os perfis de expressdo de miRNA circulante
podem atuar como uma janela direta sobre a atividade tumoral e nos leva a questionar o
mecanismo pelo qual eles entram na corrente sanguinea, além de seu papel funcional, se
algum, na circulacdo periférica.

Palavras-Chave: Cancer de Mama, Biomarcadores, miRNAS, Mineracdo de Dados.



ABSTRACT

Breast cancer is not a single disease, but a heterogeneous disease with multiple
histopathological forms, different responses to therapy and varying outcomes. In fact, under
the label of breast cancer, different types of breast cell neoplasia appear to be grouped.

With the advent and progress of biotechnology since 2001, a new classification for
breast carcinomas has been implemented in the routine of oncologists and patients. Today it
is possible to molecularly classify the different types of breast cancer by gene expression
profiles. In cases where the patient has been positively diagnosed with breast cancer,
confirmation of the result by invasive tissue biopsy is necessary to ensure timely and quality
diagnostic confirmation. However, breast tissue biopsy, which is now adopted as the classic
confirmatory standard for breast cancer, is an invasive method and currently much of the
cancer research has been focused on finding biomarkers to optimize a non-invasive
diagnostic methodology with high accuracy that can be used early. Among the markers used
in these modern methodologies, miRNAs stand out.

MicroRNAs (miRNAS) are a class of short noncoding RNAs that open a new pathway
to understanding immune responses and cancer progression. Although the biological
functions of miRNAs are becoming increasingly apparent, the role of miRNAs in regulating
breast cancer resistance remains under investigation.

This dissertation aims to prospect possible biomarkers for breast cancer using new
tools to aggregate data mining methods for early detection of breast cancer by liquid biopsy
using data set profiles using a regression model. This paper seeks to identify possible
biomarkers that will be validated in a classification strategy. From a screening obtained by
applying a methodology that has been shown to be effective. Therefore, such markers are
confronted with what exists about them in the literature.

The findings support the hypothesis that circulating miRNA expression profiles may
act as a direct window on tumor activity and lead us to question the mechanism by which

they enter the bloodstream, and their functional role, if any, in the circulation. peripheral.

Keywords: Breast Cancer, Biomarkers, miRNAs, Data Mining.
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1. INTRODUCAO

Nenhuma doenca deveria assustar as mulheres tanto quanto o cancer de mama. Embora
a probabilidade de uma mulher de 60 anos sofrer um ataque cardiaco ou doenca cerebral seja
muito maior, o fantasma do nédulo maligno no seio tem efeito desproporcional devastador
por interferéncia & sexualidade e ao medo da morte (VARELLA, 2019).

Segundo o INCA, apds os canceres de pele ndo melanoma, o cancer de mama € o tipo
mais frequente e a primeira causa de morte entre as mulheres. O cancer de mama tem
letalidade relativamente baixa, uma vez que a taxa de mortalidade é menor que um terco da
taxa de incidéncia. Nas estimativas divulgadas pelo INCA para cada ano do biénio 2018-
2019, espera-se 59.700 novos casos de cancer de mama para o Brasil.

O cancer de mama ndo é uma doenca Unica, e sim uma doenca heterogénea, com
multiplas formas histopatoldgicas, diferentes respostas a terapéutica e evolucfes variaveis
(BARROS et al.,, 2015). Com efeito, sob o rétulo de cancer de mama parecem estar
agrupados distintos tipos de neoplasia com origens celulares diversas, que se desenvolvem

localizados nas mamas.

Prostata 68.220 31.7% Homens Mulheres Mama Feminina 59.700 29.5%
Traqueia, Bronquio e Pulmao 18.740 8,7% ; Colon e Reto 18.980 94%
Cdlon e Reto 17.380 8.1% Colo do Utero 16.370 81%
Estomago 13.540 6,.3% Traqueia, Bronquio e Pulmaoc  12.530 6,2%
Cavidade Oral 11.200 5,2% Glandula Tireoide 8.040 4,0%
Esofago 8.240 3,8% Estdmago 7.750 3.8%
Bexiga 6.690 3,1% Corpo do Utero 6.600 3,3%
Laringe 6.390 3.0% Ovario 6.150 3,0%
Leucemias 5.940 2,8% Sisterna Nervoso Central 5.510 2,7%
Sistema Nervoso Central 5.810 27% Leucemias 4.860 24%

*Numeros arredondados para maltiplos de 10
Figura 1: Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para

2018 por sexo, exceto pele ndo melanoma*. Fonte: INCA, 2017

Com o advento e o progresso da biotecnologia, desde 2001 uma nova classificacdo
para os carcinomas mamarios foi implementada na rotina de oncologistas e pacientes, hoje é
possivel classificar molecularmente por perfis de expressdo génica, em: luminal A, luminal
B, HER-2 negativo, luminal HER-2 positivo e triplo negativo.

Hoje a conduta médica adota para a triagem de casos assintomaticos € a realizacéo

da mamografia bienal para as mulheres na faixa etaria de 50 a 69 anos. Segundo 0 Ministério
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da Saude, em 2015, no Brasil, foram gastos 2,5 milhGes de reais em mamografias. Em casos
em que alguma alteracdo morfoldgica é detectada neste exame de imagem, hé a necessidade
de confirmacdo do resultado por método invasivo (biopsia do tecido mamario) do tecido para
garantir a confirmacao diagndstica oportuna e com qualidade.

Atualmente muitas das pesquisas realizadas sobre o cancer tem focado na busca por
biomarcadores com o intuido de um diagndstico precoce e ndo invasivo. Um estudo piloto
de miRNAs circulantes realizado em 2010 por ZHAO e colaboradores., obteve resultados
significativos com potencial para possiveis biomarcadores de cancer de mama em estagio
inicial entre pacientes de diferentes etnias (caucasianos Americanos (CAs) e afro-americanos
(AAs). Descobriram que 31 miRNAs foram expressos diferencialmente entre os casos de
CA e os controles de CA e 18 miRNAs foram expressos de maneira significativa entre 0s
casos de e os controles de AA. Usando miRNAs expressos diferencialmente, casos de cancer
de mama e controles saudaveis podem ser discriminados com especificidade e sensibilidade
razoaveis. Curiosamente, existem apenas dois miRNAs diferencialmente expressos que se
sobrepdem entre os sujeitos do estudo CA e AA, sugerindo possiveis diferencas raciais na
expressdo do miRNA circulante. Além do mais, foi realizada uma analise exploratoria
denominada via in silico (uso do algoritmo TargetScan) onde previram que esses miRNAs
circulantes diferencialmente expressos podem afetar vias criticas conducentes a formacéo e
progressao do cancer de mama, um mecanismo potencialmente importante que merece mais
investigactes (ZHAO et al., 2010).

Um biomarcador ideal deve ser amostrado de forma nao invasiva, de facil acesso (baixo
custo e rapidez) e com alta sensibilidade e especificidade para a deteccao precoce de tumores
em quase todos 0s pacientes e ausentes ou minimamente presente em individuos saudaveis,
livres de tumor. Uma das formas de obtencéo seria através da biopsia liquida (sangue total,
soro e plasma).

Um dos problemas enfrentados para a validacdo de miRNAs para fins de diagndstico
seria quanto as qualidades (sensibilidade, especificidade e reprodutibilidade) para uso
isolado. O papel funcional dos miRNAs na circulacdo ainda ndo foi completamente
elucidado; uma vez na circulacdo, o transporte de miRNA ndo é uniforme. Segundo
OGAWA e colaboradores, alguns sdo encapsulados em microvesiculas, corpos apoptoticos,
ex0ssomos ou particulas de lipoproteinas de alta densidade (HDL), enquanto outros estdo
em combinacdo com proteinas da familia Argonaute (AGO).

MicroRNAs (miRNAs) sdo uma classe de RNAs nédo-codificantes curtos que abrem

um novo caminho para entender as respostas imunes e a progressdo do cancer. Apesar das
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fungdes bioldgicas dos miRNAs se tornarem cada vez mais aparentes, a fungdo dos miRNAs
na regulacao da resisténcia ao cancer de mama permanece sob investigacao.

Os miRNAs, apds secre¢do seletiva por células tumorais em microvesiculas circulantes,
estdo presentes no plasma humano em uma forma notavelmente estavel e protegida da
atividade da RNase enddgena (MITCHELL et al., 2008). Outra hipotese defendida, sugere
que miRNAs possam ser detectaveis na circulacdo decorrente o vazamento passivo de células
apoptéticas e necroticas (OGAWA et al., 2010).

Em um trabalho anterior Alysson dos Santos apresentou métodos eficientes de arvore
Full Logistic Regression (FLR), Reduced Logistic Regression (RLR) e Ad Hoc Logistic
Regression (ALR). para classificar o cancer de mama em fase inicial com resultados
notaveis. Esse trabalho néo apenas possibilitou a detec¢do do cancer de mama precoce em
tecidos a partir do seu perfil miRNA, mas também foi possivel classifica-los nos quatro
subtipos moleculares possiveis (TNBC, Luminal A, Luminal B e HER-2). (SANTQOS, 2017)
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2. OBJETIVOS

Essa dissertacdo tem por finalidade prospectar possiveis biomarcadores para cancer
de mama usando novas ferramentas para agregar aos métodos de mineracéo de dados para
detecc¢do precoce do cancer de mama por meio de bidpsia liquida usando perfis de conjuntos
de dados através de um modelo de regressdo. Mais especificamente, a partir de Unica base
de dados com os perfis de pacientes com cancer de mama em estagio inicial que esta
disponivel no repositorio https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ publicado em 24 de abril de 2013

com o registro da Query DataSets for GSE46355. Este trabalho procura identificar possiveis
biomarcadores que serdo validados em uma estratégia de classificagdo. A partir de uma
triagem obtida pela aplicacdo de uma metodologia de regressao logistica modificada que tem
se mostrado efetivo (COSTA, F. M. R, 2017), pois o subconjunto selecionado é capaz de
classificar os pacientes de forma eficiente. Portanto, tais marcadores sdo confrontados com
0 que existe sobre eles na literatura. Apresentaremos:

« Aclassificacdo do perfil de miRNAs GSE46355 utilizando todos os miRNAs.

» Possiveis miRNAs com potencial para biomarcadores para o cancer de mama em

estagio inicial.

» Comparar nossos resultados com algumas referéncias em literatura.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1.Coleta e Geracéao de Dados

O conjunto de dados utilizado para demonstrar a utilidade da metodologia proposta
abaixo foi obtido do repositério https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ publicado em 24 de abril de

2013 com o registro da Query DataSets for GSE46355. Essa base de dados foi utilizada para
identificar microRNAs com expressdo alterada em cancer de mama tipo Luminal A, com
potencial para serem utilizados como biomarcadores pra identificagdo em biopsia liquida.

A base GSE46355, embora apresente um baixo volume de dados foi escolhida devido
ao alto padrdo de qualidade dos experimentos realizados para a obtencdo dos miRNAs
circulantes. O perfil elaborado propbe-se a identificar miRNAs circulantes que s&o
diferencialmente expressos em mulheres com cancer de mama tipo Luminal A (ER positivo,
PR positivo, HER2 / neu negativo) em comparacao com pacientes saudaveis para investigar
sua associacdo com parametros clinico patolégico comuns, e estudar a sua eficadcia como
biomarcador diagnostico sérico ou plasmatico no ambiente clinico.

Usando um algoritmo de mineracdo de dados e o ambiente de prototipagem do
programa MATLAB versdo R2016a, realizamos a decomposi¢do por valores singulares
(para a andlise de sistemas multivariaveis) capaz de mensurar o cosseno da distancia entre
dois pontos para comparacdo e classificacdo, e projeta-los graficamente em um espaco
reduzido. para visualizar dos perfis dos pacientes. Como metodologia foi utilizado o modelo
logistico, também conhecido como Regressdo Logistica ou Regressdo Logit, utilizada para

previsdo de riscos, efeito classificatorio e determinacao de caracteristicas.

3.2.Modelo 1 (SVD)

A técnica matematica da algebra linear SVD (Singular Value Decomposition) pode
ser aplicada a um termo documento matriz para encontrar documentos relevantes a partir de
palavras de consulta usando maquina de busca no contexto de recuperacdo informacional,

permitindo a andalise da semantica latente (ou seja, oculta) em um documento contendo
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palavras (Deerwester, et al., 1990). Em um vetor modelo espacial o SVD ndo mostrou a
capacidade de estabelecer relagcdes ndo notdrias e agrupar itens relacionados (vetores), sendo
assim podemos considerar um bom método deterministico.

Formalmente, o nexo do SVD nada mais € do que uma matriz A representada por um
conjunto derivado de matrizes, da mesma forma que um ndmero pode ser fatorado por
exemplo, para um conjunto de nimeros primos. Outra representacdo plausivel é pensar em
SVD como um conjunto de matrizes que fornecem representacdes numericamente diferentes
de dados sem a perda do significado semantico, como a representacdo em diferentes
nameros. Para entender o conceito matematico de SVD, suponha que A seja um conjunto de
matrizes de ndmeros reais ou nimeros complexos compostos de m, linhas por n, colunas.

Uma nova matriz com uma decomposicédo de valor singular da matriz A pode ser realizada:

A=UZVT 9)

Sendo U uma matriz de m linhas por m colunas ortogonais e X ¢ uma matriz diagonal
m X n, com nimeros reais e ndo negativos. A matriz VT é conhecida como transposicao
conjugada. Desde os valores diagonais de X sdo classificados em ordem decrescente £ ¢ uma
funcdo direta da matriz A e caracteriza os valores singulares dessa matriz, ordenando-os dos
valores mais significativos para os menos significativos. Considerando um subconjunto de
valores singulares de tamanho k <n, podemos obter Ak uma matriz aproximada de a matriz
A:

Ak = Uk TKVKT (10)

Assim, a aproximacdo dos dados depende de quantos valores singulares sdo utilizados
(10) Neste caso, 0 nimero de valores singulares k é também o rank da matriz Ak, indicando
guantas linhas e quantas colunas na matriz Ak sdo linearmente independentes. A
possibilidade de extrair informa¢fes com base em um menor numero de parametros € parte
da razdo para a sucesso desta técnica, ja que permite a compressao/descompressao de dados,
com um tempo de execu¢do que nao aumenta exponencialmente com o aumento do tamanho
da matriz, tornando a analise viavel. Um conjunto de dados representado por um numero
menor de parametros do que o conjunto original tem uma tendéncia para agrupar itens que

ndo seriam agrupados se usassemos o conjunto de dados original (9). Isso poderia explicar
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por que clusters derivado de SVD podem expor relagdes ndo triviais existentes no conjunto

de dados originais itens (11).

Ak = Uk TKVKT
Ak = Uk (ZKVKT)
Ak = Uk DK (11)

A justificativa para usar somente o Dk € que ele tem k linhas ao invés de m linhas de
Ak, logo Dk é composto de combinacdes lineares de colunas Uk, que por sua vez da a relagdo

A= Ak que ¢ representado por Dk.

3.3.Modelo de Regressédo Logistica Modificada

No modelo proposto ndo ha a necessidade de uma poda variavel, agregamos o termo
quadratico a solugdo de um sistema de equacdes para determinar o valor dos parametros
associados a ai*. Esses parametros estdo relacionados com a expressdo do miRNA. As
variaveis que estdo associadas a expressdo génica e ndo tém um papel discriminatorio em
nenhum dos modelos de classificacdo sdo indiretamente removidas do modelo, pois seus
parametros associados ai* sdo zero ou proximos de zero. O simbolo ai* refere-se a valores
especificos obtidos apos a aplicacdo do novo modelo de regressdo baseado em logistica
proposto e o simbolo ai é usado antes da aplicacdo do modelo. O primordial para o
desenvolvimento deste modelo é um termo estabilizador que permite a atribuicdo de valores
aos parametros ai*, possibilitando que o sistema tenha uma solucgéo Unica.

Ap0s obtencdo dos dados por experimentos de microarray, estes serdo representados
por uma matriz A = {xi,j} com m linhas e n colunas, onde as linhas tem por finalidade
representar 0s pacientes e as colunas representando os genes de miRNAs. O valor de cada
posicao xi,j representa os niveis de expressdo de um determinado miRNA j para um paciente
i. Iremos omitir a indicacdo da linha i nos elementos do vetor x. 1sso é x = {x1/, x2, ..., xn}
toda vez que a linha i a qual x se refere é clara no contexto. Associado a cada linha i é Pi(x)
= 0/1 que informa a origem do perfil do gene (nenhum membro ou membro de um subtipo

de cancer de mama).
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A funcdo logit expressa para cada paciente é dada por:

Pi (x) = gi(x) / (1 + gi(x)), 1)
Onde

gi (xX) = exp (alxli + a2x2i + ...+ anxni),

Parai =1, 2, ..., me exp sera uma funcdo exponencial (exp(x) = €*). A regressdo logistica
consiste em encontrar um vetor o = (a0, al, ..., an) T para ajustar o conjunto de equacdes (1).

Observamos que quando gi(x) tende a zero, Pi(x) também sera zero. Se gi(x) tende ao
infinito, Pi(x) ira aproximar-se da unidade.

Sendo Pi(x) a probabilidade, eCi(x) a chance de o evento ocorrer temos:

Ci(x) = Pi(x)/ (L - Pi(x)). 2)

Substituindo a equacdo (2) em (1), teremos:

Ci(x) = exp(alxli + a2x2i + ...+ onxni). (3)

Para implementacdo do método, usaremos Ci(x) =~ Ci(x) = (0.99/ (1-0.99) apesar de Ci(x)
quando a chance esta relacionada a Pi(x) = 1. Caso Pi(x) = 0, vamos considerar Ci(x) ~ Ci(x)=
(0.01/ (1-0.02).

Considerando bi = log (Ci(x)) e atribuindo logaritmo em ambos os lados (3), um

modelo algebrico linear é criado para determinar o:

bi = alxli + a2x2i + ...+ anxni, 4)

Parai=1,2, ... m Sejae=(1, ..., )T um vetor de me b = [b1, b2,..., bm]". O

sistema de equacdes lineares (4) sera representado por:

Ba = b, (5)
Com B =[¢g A].

O sistema (5) possui um nimero infinito de solucdes, desde n + 1 >> m. E comum
contornar essa dificuldade, podando 0 modelo e mantendo apenas um pequeno subconjunto

dos n genes. Esse procedimento se assemelha a selecéo de recursos na mineracdo de dados -
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uma &rea de pesquisa aberta. Propomos a utilizagdo de um termo estabilizador no modelo de
regressao logistica encontrado nos trabalhos de LINNIKL (1961) e GOLUB (1965) e
posteriormente em ABREU SIQUEIRA CAIFFA (2009) e MENARD (2010) que permite a
atribuicdo de valores a Parametros o minimizando a soma quadrada dos residuos (Ba - b)
somada aos quadrados de a, permitindo que o sistema tenha uma solu¢do unica. Entdo, para

atribuir uma solucéo a (5), estamos considerando que:

Minimizando f(«) = a"a + (Ba - b)"(Ba - b). (6)

Como f(a) € uma funcdo convexa, 0 argumento a* que minimiza (6) é dado pela
derivada de f(«) onde « sera igual a zero. Resultando no seguinte sistema de equagdes

lineares:

(1 + B'B)a = B'b, 7)

Sendo I uma matriz de identidade de dimens&o n. Observe que a matriz de identidade
ndo permite que o sistema (7) tenha posto deficiente. A solugdo 6tima a* em (6) obtida
através da solucao de (7) é tnica. E atingido em ai* proximo a zero toda vez que a expressio
do gene i for irrelevante para o calculo da funcdo logit. Logo, dada uma consulta query q =
[q1, q2, ..., gn] com os niveis de expressao de n genes, a probabilidade de q, estar relacionada

a um cancer € dada por:

P(q) = g(a)/(1 + g(a)) (8)
Onde

a(a) = exp([1 q']a).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1.Modelo 1 (SVD)

Como mencionado anteriormente, um termo documento tipico matriz € muito grande
e muitas vezes muito disperso, SVD atua como um método para reduzir a dimensionalidade
deste espaco original e construir um subespaco sem grande perda do detalhamento. Com
SVD, os recursos sobrevindos com menor frequéncia ocorrem em um dado documento séo
excluidos do subespacgo e, como tal, o “ruido” da matriz original ¢ reduzido. Essa perspectiva

nos levou a aplicar a SVD na classificacdo do cancer de mama na amostra do conjunto de
dados GSE46355.

Gréfico 1: Valores Singulares ndo normalizados oriundos da aplicagdo da SVD a matriz de dados.

Presenca de cauda longa demonstra que ndo houve separacéo clara entre grupos.
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Figura 2: Visualizacdo da amostra de Cancer de Mama do conjunto de dados GSE46355, ap6s aplicacao
da técnica de SVD para reducdo de dimensionalidade. Vetores foram projetados no espaco D3 em (A) e

no espaco D2 em (B) utilizando o método descrito por Marcolino et.al. (2010).

Para a amostra de mama ndo houve separacao clara entre o subtipo Luminal A de
cancer de mama e os pacientes saudaveis. A aplicacdo desta metodologia para a classificacdo
do cancer de mama nédo produziu os resultados esperado como a separacdo em clusters ou
subconjuntos. Presumimos que o fraco desempenho de classificacdo se deva a enorme
semelhanca entre as sondas. Quando o cosseno do angulo formado entre cada vetor
representando um individuo e qualquer outro vetor no conjunto de dados é computado,
apontando para vetores muito semelhantes posicionados quase ao lado. (MARCOLINO et
al., 2010; XU etal., 2011 e WU et al., 2015).

4.2.Modelo de Regressao Logistica Modificada

Propomos um modelo baseado em regressao logistica que desenvolvemos para
classificar a amostra de cancer de mama com base em dados de expressdo de microarray com
todos os recursos incluidos e sem necessidade de reducdo da matriz de dados de microarray.
Este modelo usa a funcdo Logit como classificador (COSTA, F. M. R, 2017).

Para a aplicacdo do método de regressdo logistica, duas classes codificadas como 1 e
0 sdo atribuidas a cada amostra de paciente e uma computam as probabilidades que deram
algumas variaveis explicativas que um paciente pertence a classe codificada. Aplicamos a

metodologia de classificacdo proposta ao sistema criado a partir do conjunto de dados de
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cancer de mama mencionado, com o objetivo de realizar uma classificacdo binaria entre o

subtipo Luminal A de cancer de mama e entre amostra dos pacientes saudaveis.
A metodologia apresentou excelente desempenho na tarefa de classificagdo. O

gréafico 1 ilustra esse resultado para sistema criado a partir do conjunto de dados GS46355.

Continuamente, quando um modelo € apresentado, o principio de que menos é sempre mais
é seguido e, portanto, a possibilidade de reducdo variavel é frequentemente explorada

(BAZZOLI e LAMBERT-LACROIX, 2018; LI etal., 2018; LIEN et al., 2018; et al., 2019).

Pacientes com cancer
Fox

%1073

25

alpha

-2
24
100 150 200 250 300 350 400
carasteristicas

0 50

Grafico 2: Valores dos pesos associados aos miRNAs. Observar que os pesos (ai) positivos contribui

para a ocorréncia da doenga. J& 0s negativos, sdo fatores de protecéo (possivelmente). O ponto de corte

foi realizado +1,2x107,
Abaixo apresentamos 0s miRNAs correspondentes o0s pontos afixados no grafico 2 para

os 8 a positivos e os 5 a negativos apds realizar o corte em +1,2x10° e -1,2x103

respectivamente.
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Positivos mMiRNAS Posigéo no gréfico
hsa-miR-124- 20
hsa-miR-139-3p 41
hsa-miR-182 69
hsa-miR-411 205
hsa-miR-483-5p 226
hsa-miR-486-3p 230
hsa-miR-494 241
hsa-miR-628-5p 336
Negativos mMiRNAS Posicéo no grafico
hsa-miR-126 24
hsa-miR-212 107
hsa-miR-362-5p 180
hsa-miR-429 211
hsa-miR-625 334

Tabela 1: miRNAs (atributos) com 0s ai mais positivos e mais negativos do sistema criado a partir do
conjunto de dados GS46355 do gréfico 2.

Todas as combinagbes possiveis de dados foram exploradas € o novo modelo
proposto foi capaz de classificar todas as amostras em todos os conjuntos de dados,
considerando todas as possiveis combinagfes de dados, com bom desempenho. Para avaliar
0 poder discriminatério do método proposto, também realizamos analise de sensibilidade e
especificidade. Para todas as combinacdes possiveis de dados explorados, a faixa de valores

de sensibilidade e especificidade é de 0,9.
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Média Sensibilidade Especificidade Area ROC Média das
Harmonica Média Média 100 areas
Pacientes com
Cancer 0,92 0,99 0.89 0.89

Tabela 2: Resultados da probabilidade de pacientes virem a desenvolverem cancer de mama
Luminal A em estagio inicial para amostra ap0s classificacdo no modelo proposto (valores médios
apds 100 folders).

A probabilidade de erro de classificacdo € a propriedade mais importante de um
classificador porque quantifica a capacidade preditiva do classificador (BAZZOLI e
LAMBERT-LACROIX, 2018; LI et al., 2018; DING et al., 2018; GALVEZ et al., 2018). ;
PEREDA et al., 2018) A distribuicdo do rétulo do recurso é conhecida pelo conjunto de dados
usado e, portanto, o erro verdadeiro pode ser encontrado com exatiddo. Para uma rodada de
taxa de classificacdo incorreta de validacdo cruzada, pegamos um subconjunto aleatorio da
amostra e aplicamos o0 novo modelo de regressao logistica e o termo de estabilizagdo para 0s
conjuntos de dados encurtados e para os subconjuntos criados, para avaliar o desempenho da
classificacdo.

Para reduzir a variabilidade, cem rodadas (folders) de validacdo cruzada foram
realizadas. Os valores de corte foram definidos e, para estes, 0 modelo de regressdo logistica
modificado classificou corretamente para todas as rodadas de pacientes extraidas. do conjunto
de dado GSE46355. Isso também revela que a remocéo de subconjuntos néo afetou a estrutura

organizacional da matriz.
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4.3.Avaliacéo dos miRNAs na literatura.

Abaixo apresentamos as referéncias e suas correlagdes onde os miRNAs definidos
por nosso sistema de classificagéo séo citados.

4.3.1. Alfas Negativos

De acordo com os dados obtidos por TURGUT COSAN D et al., (2016), o miR-126
pode ser mais eficaz na inibicdo da metastase, pois segundo seus estudos houve uma
diminuigdo na expressdo de miR-126 quando as células MCF-7 e MDA-MB-231 foram
transfectadas com o inibidor de miR-126. Além disso, a presenga e auséncia de miR-126
modulou as expressdes génicas da sinalizacdo de VEGF / PI3K / AKT e MAPK em MCF-7
e MDA-MB-231

JaZHU N et al., (2011) mostrou que o0 miR-126 pode ter como alvo tanto o VEGFA
quanto o PIK3R2, e sua expressdo foi diminuida (regulado negativamente) no cancer de
mama humano, implicando que o miR-126 pode desempenhar um papel na génese e
crescimento do tumor e regulando a via de sinalizacdo VEGF / PI3K / AKT.

Em seus estudos WANG CZ et al., (2015) revelou que o miR-126 desempenha um
papel de supressdo na invasao de células de cancer de mama humano através da repressao
diminuicao da regulacdo de ADAM9 no desenvolvimento do cancer de mama.

Sobre 0 miR-212 DAMAVANDI Z et al., (2016) constatou que a delecdo e perda de
heterozigose no locus 17p13.3 foram relatadas em 49% dos canceres de mama sendo
consistente com a delecédo frequente do locus 17p13.3 em células de tumor de mama, onde
os dados de expressdo génica demonstraram uma significativa desregulacdo de miR-212 e
miR-132 em tecidos de cancer de mama relacionado a tal fator.

Segundo estudos apresentados por XIE M et al., (2018) miR-132 / -212 eram
comumente superexpressos em tumores e células de cancer de mama resistentes a DOX.A
expressdo de miR-132 / -212 silenciada induziu acumulacdo de DOX em células MCF-7 /
ADR, enguanto a sobre-expressao de miR-132 / -212 levou a efluxo de DOX baseado em

proteina de resisténcia ao cancro da mama (BCRP) em células MCF-7, seus achados
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demonstraram um novo aspecto da via miR-132 / -212-PTEN-AKT / NF-«B-BCRP na
geragdo de resisténcia ao cancer de mama e fornece um método potencial para reverter a
resisténcia aos medicamentos.

Em seus estudos atuais HANIEH H et al., (2015) sugerem um novo mecanismo
baseado em miRNA elucidando as propriedades anti-metastéaticas dos agonistas de Ahr,
sugerindo a possibilidade de usar o miR-212/132 para controlar metéastases em pacientes com
cancer de mama, através da supressdo de SOX4.

Em estudo recente NI F et al., (2016) evidenciou que inibicdo do miR-362-5p
demonstrou inibir significativamente a proliferacdo celular, migracéo e invasdo de células
MCF7 de cancer de mama humano; sugerindo que o miR-362-5p possui potencial para atuar
como um novo alvo terapéutico no tratamento do cancer de mama e relata o0 gene supressor
de tumor CYLD é um alvo direto do miR-362-5p, que a expressdo ectopica do miR-362-5p
reprime a expressao de CYLD, enquanto o tratamento com inibidor de miR-362-5p induz a
expressdo da proteina CYLD e diminui a expressao de NF-kB na via de sinalizagdo a jusante.

JAWANG C etal., (2015) relatou que o miR-429 é supra regulado em duas linhagens
de células TNBC (MDA-MB-231 e MDA-MB-468) e inibicdo do miR-429 pode resgatar
parcialmente a apoptose induzida pelo 3-tocotrienol(Vitamina E) nas células MDA-MB-231.
Identificou como um dos genes alvo do miR-429 como inibidor da proteina de apoptose
ligado ao X (XIAP). Sugerindo que a ativacdo do miR-429 pelo d-tocotrienol pode ser uma
abordagem eficaz para a prevencéo e tratamento do cancer de mama triplo negativo.

Em estudos realizados por ZHOU WB et al., (2016), seus dados demonstram que a
inibicdo da expressdo do miR-625 suprime a proliferacdo e migracédo celular, o HMGAL foi
confirmado como alvo direto do miR-625, isso sugere que 0 miR-625 pode ser um promissor
biomarcador prognostico e um potencial alvo terapéutico para o cancer de mama. A
diminuicdo do miR-625 esteve intimamente associada ao receptor de estrogénio, ao receptor

do fator de crescimento epidérmico humano 2 e ao estadio clinico.

4.3.2. Alfas Positivos

Em seus estudos, FENG T et al., (2015) demonstrou que miR-124 funciona como um
mMIiRNA supressor do crescimento e desempenha um papel importante na inibicédo da

tumorigénese, visando o CDK4. Foi identificado e confirmado que a quinase 4 dependentes
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de ciclina (CDK4) era um alvo direto do miR-124. A super expressédo de miR-124 suprimiu
a expressdo da proteina CDK4 e atenuou a viabilidade celular, a proliferagdo e a progressdo
do ciclo celular em celulas de cancer de mama MCF-7 e MDA-MB-435S in vitro. A
superexpressdo de CDK4 resgatou parcialmente o efeito inibitério do miR-124 nas células
do céncer de mama. Além disso, descobrimos que a super expressdo de miR-124
efetivamente reprimiu o crescimento tumoral em experimentos com animais xenoenxertados.

Segundo CAIl WL et al., (2018), regulacdo negativa do miR-124 foi associada a
caracteristicas clinicas agressivas e menor sobrevida livre de metastases 6sseas e sobrevida
global ratificando o estudo realizado por FENG T et al., (2015). A restauragao de miR-124
suprimiu, enquanto a inibicdo de miR-124 promoveu a metastase dssea de células de cancer
de mama in vivo. Assim, a identificacdo de um eixo desregulado miR-124/ IL-11 ajuda a
elucidar os mecanismos das metastases do cancer de mama para 0 0sso, revela novos
marcadores prognosticos e facilita o desenvolvimento de novos alvos terapéuticos para tratar
e até prevenir metastases 0sseas do cancer de mama.

Em seus resultados YU J, SHEN W et al., (2017) indicaram que o miR-182 pode
promover proliferacdo e migracdo celular em cancer de mama triplo negativo (TNBC), via
regulacdo negativa do FOXF2, identificado como um alvo direto do miR-182.0 miR-182
pode servir como um alvo potencial no tratamento com TNBC. A expressao de miR-182 foi
significativamente maior nos tecidos TNBC do que nos tecidos normais combinados, e foi
significativamente maior nas células MDA-MB-231 do que nas células MCF7. O knockdown
miR-182 inibiu a proliferacdo e migracdo de células MDA-MB-231, enquanto a super
expressao de miR-182 promoveu marcadamente a proliferacdo e migracéo de células MCF7.

Em seus achados ZHAN Y, LI X et al., (2017) descreveram o papel do miR-182 na
colonizacdo e macrometastases no cancer de mama pela primeira vez, e prometendo o
diagnostico ou a terapia da metastase do cancer de mama. Eles mostraram que o miR-182
exerceu sua funcgdo através do direcionamento de seu supressor SNAIL. Além disso, maior
nivel de expressdo de miR-182 foi detectado em linfonodos metastaticos, comparado com
tecidos primarios pares de tumores. Além disso, o nivel de expressdo de miR-182 foi
negativamente correlacionado com o nivel de SNAI1 nesses espécimes clinicos.

ZHANG Y et al., (2016) relata que miR-411-5p (anteriormente chamado de miR-
411) lancou luz sobre o mecanismo relacionado ao miR-411-5p na progressdo do cancer de
mama €, 0 eixo miR-411-5p / GRB2 / Ras ¢ potencial para ser alvo molecular para a terapia
do cancer de mama. Pois a expressao de miR-411-5p foi regulada negativamente em tecidos

de cancer de mama em comparacgdo com seus tecidos adjacentes ndo-neoplésicos adjacentes,
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uma vez que foi investigado o alvo e 0 mecanismo do miR-411-5p no cancer de mama usando
mimica e inibidor, e demonstramos o envolvimento da ativacdo de GRB2 e Ras. Expressao
ectopica de miR-411-5p suprimiu a proliferacdo, migracdo e invasao de células de cancer de
mama, enquanto a baixa expressdo de miR-411-5p exibiu o efeito oposto. Além disso,
demonstrou-se que a GRB2 estava significativamente super expressa em tecidos de cancer
de mama em comparacdo com tecidos normais, e a baixa expressdo de GRB2 teve uma
sobrevida global mais longa em comparagdo com a alta expressdao de GRB2 no céncer de
mama.

Em seus estudos ZHANG M et al., (2016) para identificacdo de biomarcadores em
destaque no cancer de mama com microarray de microRNAs, relatou que miR-483-5p miR-
142-3p, e miR-483-3p sdo potenciais fatores-chave para o entendimento do mecanismo
molecular do cancer de mama, afetando a funcdo fisiologica normal da célula.

Na identificagdo de expressdo de miRNA em linfonodos sentinela de pacientes com
cancer de mama via sequenciamento de RNA para acuracia diagnéstica SOL D et al., (2019)
em seus achados sugerem que h& uma associacdo de miRNAs com metastase do linfonodo
sentinela e também que os miRNAs funcionam como biomarcadores no que diz respeito a
escolha da terapia e prognoéstico da doenga. Em seus resultados de RNA-seq revelaram que
miR-1-3p e miR-486-3p foram reprimidos em pacientes com cancer de mama com metastase
SLN.

Em sua conclusdo, MACEDO T et al., (2017) apresentou resultados que suportam a
hipdtese de que miR-183 e miR-494 desempenham um papel fundamental na metastase do
cancer de mama, e 0 miR-183 pode atuar como um oncogene, visando a proteina RB1 nas
células MDA-MB-231. No presente estudo, a expressao de ambos os miRNAs foi avaliada
nas linhagens celulares MDA-MB-231 e MDA-MB-468 BC. Ensaios funcionais revelaram
que a super expressao de miR-183 ou miR-494 modulou a proliferacdo e migracéo de células

in vitro em ambas as linhagens.



29

5. CONCLUSOES

Embora a base GSE46355 referente ao artigo lIdentification and Validation of
Oncologic miRNA Biomarkers for Luminal A-like Breast Cancer (McDermott AM, Miller
N, Wall D, Martyn LM, Ball G, et al. 2014), apresente um baixo volume de dados, seu perfil
e associacdo com parametros clinico patoldégico comuns, permite a obtencdo de resultados
mais solidos quanto a sua eficacia como biomarcadores diagnosticos circulantes no ambiente
clinico.

Como metodologia MCcCDERMOTT (2014) e colaboradores obtiveram seus dados de
20 pacientes, sendo 10 com o diagnostico de cancer de mama tipo Luminal A e 10
participantes de controle saudaveis. O perfil de expressdo de miRNAs circulantes foi
realizado para as 20 amostras, realizaram PCR quantitativo em tempo real para 667 miRNAs,
utilizando cartées microfluidicos A e B, cada um contendo iniciadores e sondas para 381
miRNAs especificos mais 3 controles e termociclados em um instrumento Applied
Biosystems 7900 HT.

A andlise estatistica foi realizada usando o Minitab versdo 16.0 (Minitab Ltd,
Coventry UK). O teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov foi realizado. Os dados
foram transformados em log (log 10 ) para analise quando a distribui¢cdo ndo normal foi
identificada.A significancia e as associacdes dos niveis circulantes de miRNA foram
determinadas usando o teste U de Mann-Whitney, teste t, ANOVA, correlacdo de Spearman'’s
Rho ou Pearson, conforme apropriado. Resultados com valor de p menor que 0,05 foram
considerados significativos. Utilizou-se analise de regressao logistica binaria e geraram-se
curvas ROC de caracteristica de operacdo do receptor para avaliar a capacidade dos miRNAs
escolhidos para distinguir entre casos de cancer e controles. Isso foi realizado
individualmente e para combinacdes de miRNAs.

Os autores, apresentaram 76 miRNAs com expressdo diferencial na circulacdo de
mulheres com cancer de mama tipo Luminal A em comparacdo com aquelas que ndo tém
cancer de mama. Sendo que o perfil de miRNA de trés biomarcadores de miRNA associados
a tumores circulantes ( miR-29a, miR-181a e miR-652) para o cancer de mama, 0s quais, em
combinacéo, fornecem um perfil de sensibilidade e especificidade de 0,80.

Ja 0 Modelo de Regressdo Logistica Modificada utilizado, apresentou excelente
desempenho na tarefa de classificagcdo. Todas as combinagdes possiveis de dados foram

exploradas e 0 novo modelo proposto foi capaz de classificar todas as amostras em todos 0s
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conjuntos de dados, considerando todas as possiveis combinacGes de dados, com bom
desempenho. Para avaliar o poder discriminatério do método proposto, também realizamos
andlise de sensibilidade e especificidade. Para todas as combinagdes possiveis de dados
explorados, a faixa de valores de sensibilidade e especificidade é de 0,9, superior ao
apresentado pelo autor oriundo os dados.

Apoés anélise na literatura referente aos miRNAs com valores de alfas negativos,
constatamos que todos estdo relacionados a capacidade de inibicdo da proliferacdo da
doenca, alguns por regulacdo negativa (diminuicdo da expressdo). Observamos também que
todos desempenham tal papel pois estdo envolvidos na inibi¢do de algum fator essencial para
a via de sinalizacdo, regulacdo dos fatores de crescimento, atividade ou expressdo de seus
constituintes proteicos.

Ja no que se refere aos miIRNAs com valores de alfas positivos, o Unico
comportamento analogo entre eles que foi identificado foi a sua super expresséo em todos 0s
estudos realizados e assim como os de valores negativos todos desempenham tal papel pois
estdo envolvidos na inibicdo de algum fator essencial para alguma via seja de sinalizagéo,
regulacdo dos fatores de crescimento, atividade ou expressdo de seus constituintes proteicos
Os miR-139-3p e miR-628-5p ndo foram encontrados na literatura relacionando-os a cancer
de mama.

Os achados suportam a hipotese de que os perfis de expressao de miRNA circulante
ndo podem atuar como uma janela direta sobre a atividade tumoral e nos leva a questionar o
mecanismo pelo qual eles entram na corrente sanguinea, além de seu papel funcional, se
algum, na circulacdo periférica. Esses processos permanecem pouco entendidos. MiRNAs
podem entrar na circulacdo periférica apds secrecdo seletiva de células tumorais ou
microvesiculas circulantes (MITCHELL et al., 2008). Outras células no microambiente
tumoral também podem secretar miRNAS. Enquanto isso, outra escola de pensamento sugere
que os MiRNAs possam ser detectaveis na circulacdo como consequéncia do vazamento
passivo de células apoptoticas e necréticas (OGAWA et al., 2010). Na realidade, é provavel
gue ambas as teorias sejam verdadeiras, com evidéncias acumuladas para apoiar ambas as
propostas.

N&o obstante o trabalho de Alysson dos Santos ndo tenha tido como objetivo
explicitos estudar aspectos particulares para biomarcadores, ele foi capaz de diferenciar
tecidos saudaveis de tecidos tumorais obtendo seu melhor resultado quando utilizando o
modelo ALR com alta sensibilidade e especificidade. Ele também utilizou um algoritmo

ingénuo para selecionar um conjunto de 20 miRNAs dentre os quais 10 miRNAs com o
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maior e os 10 miRNAs com menores valores de a (SANTOS, 2015). Apos essa sele¢do, foi
realizada uma busca na literatura sobre a relagdo desses miRNAs com o cancer de mama. A
busca ndo trouxe relacédo significativa dos miRNAs em questdo com o cancer de mama. Um
dos aspectos que deve ser levado em consideracédo é o perfil da base utilizada.

Posto que nosso objetivo fosse ndo descortinar o processo do cancer. Seria
significativo em uma nova etapa agregar os resultados obtidos anteriormente juntamente com
0s nossos em analises futuras de bases com o intuito de obter um kit diagndstico para
detecc¢do precoce da doenga (fase assintomatica). Importante conjugar os diferentes dados de
miRNAs de diferentes técnicas e os resultados mais recentes.
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