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RESUMO

ROSA, MST. Expressado tecidual e sérica de microRNAs associados a
receptores de estrogeno e progesterona em meningiomas grau |, Il e 1ll. 2018.
52f. Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo,
Ribeirao Preto, 2018.

Os meningiomas s&o os tumores primarios do Sistema Nervoso Central (SNC) mais
frequentes e representam 35,5% dos casos considerando-se todas as faixas etarias.
Apesar dos progressos ocorridos nas Uultimas décadas, a tumorigénese dos
meningiomas ainda permanece como um desafio. H4 um consenso da necessidade
de ferramentas moleculares para ajudar tanto no diagnostico quanto no prognaostico
dos meningiomas. Neste contexto, alguns trabalhos demonstram a importancia do
papel dos receptores de estrégeno e progesterona, assim como o entendimento das
alteragdes nos niveis de expressao dos microRNAs (miRNAs) na tumorigénese dos
meningiomas. Alguns estudos demonstram que o perfil de expressédo sérico dos
miRNAs tem correlagdo com a classificagcdo e evolugdo clinica, sendo de grande
interesse 0 uso desse material por se tratar de um procedimento nao-invasivo, ou
seja, como biomarcadores. Objetivos: avaliar o perfil de expresséao tecidual e sérica
de microRNAs associados as vias dos receptores de estrégeno e progesterona em
meningiomas grau |, Il e lll. Pacientes e métodos: foram utilizadas amostras de
tecido e plasma de 40 pacientes com meningiomas grau |, Il e lll. Para a andlise da
expressdo dos miRNAs miR-34a, miR-143, miR-145 e miR-335 foi utillizada a
técnica de PCR em tempo real. Resultados: os miRNAs: miR-34a e miR-145
apresentaram diferenga estatistica significativa nas amostras de tecido tumoral entre
0s grupos estudados com menor expressao nas amostras de meningiomas grau |l
quando comparadas as amostras grau | e lll. Nado observamos diferenca estatistica
estatistica significativa na expressdo dos miRNAs nas amostras de plasma.
Conclusdo: os miRNAs selecionados ndo apresentaram correlagcdo com a
progressao tumoral em meningiomas.

Palavras-chave: Meningiomas, microRNAs, Progressao tumoral, Biomarcadores.



ABSTRACT

ROSA, MST. Tissue and serum expression of microRNAs associated with
estrogen and progesterone receptors in Meningiomas grade |, Il and Ill. 2018.
52f. Medical School of Ribeirdo Preto, University of Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2018.

Meningiomas are the most common primary Central Nervous System (CNS) tumors,
accounting for 35.5% of the cases, considering all age groups. Despite the progress
made in recent decades, the tumorigenesis of meningiomas still remains a challenge.
There is a consensus of the need for molecular tools to assist both diagnosis and
prognosis of meningiomas. In this context, some studies demonstrate the importance
of the role of estrogen and progesterone receptors, as well as the understanding of
alterations in microRNA (miRNAs) expression levels in the tumorigenesis of
meningiomas. Some studies have shown that the serum expression profile of the
miRNAs correlates with the classification and clinical evolution, being of great interest
the use of this material because it is a non-invasive procedure, i.e., as biomarkers.
Objectives: To evaluate the tissue and serum expression profile of microRNAs
associated with the estrogen and progesterone receptor pathways in meningiomas
grade |, Il and Ill. Patients and methods: tissue and blood samples from 40 patients
with grade I, Il and Ill meningiomas were used. For analysis of miRNA expression
miR-34a, miR-143, miR-145 and miR-335 was used the real-time PCR technique.
Results: miRNAs: miR-34a and miR-145 presented a significant statistical difference
in the tumor tissue samples between the groups with lower expression in the
samples of grade Il meningiomas when compared to samples | and Ill. We did not
observe statistically significant statistical difference in miRNA expression in blood
samples. Conclusion: the selected miRNAs showed no correlation with tumor
progression in meningiomas.

Keywords: Meningiomas, microRNAs, tumor progression, biomarkers.
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1 INTRODUGAO

Meningiomas sa&o os tumores cerebrais primarios mais comuns e
representam aproximadamente 36% de todos os tumores primarios do sistema
nervoso central, com taxas de incidéncia anual de aproximadamente 4,4 a cada
100.000 individuos, sendo mais comum em mulheres e apds a quinta década de
(KRAMPLA, et al. 2004, MARCISCANQO, et al. 2015, MAROSI et al., 2008; PHAM et
al,, 2011, WICKREMESEKERA, et al. 2010, YANO, et al. 2006). Meningiomas
também sao os tumores cerebrais primarios mais diagnosticados em adultos, sendo
responsaveis por aproximadamente um ter¢co de todos esses casos (BOSNYAK, et
al. 2015). Aproximadamente 15.000 pacientes serdo diagnosticados com tumores
cerebrais a cada ano nos Estados Unidos e cerca de 15% (= 2250 pacientes) teréo o
diagndstico histolégico de meningioma (HUG, et al. 2000).

Os meningiomas s&o caracterizados como tumores que se originam da célula
neoplasica da aracndide. E um dos tumores mais comuns contabilizando 13 a 20%
dos tumores do Sistema Nervoso Central (DAS et.al., 2003). Tém uma incidéncia
anual de aproximadamente 6 por 100.000 da populacédo (WHITTLE et.al., 2004).

Trata-se da quase totalidade das neoplasias que afetam primariamente as
meninges, embora ocasionalmente outros tipos de tumores primarios também
possam ocorrer (GIROLAMI; FROSCH; ANTHONY, 1999; BALMACEDA; SISTI,
BRUCE, 2002). Os meningiomas sao considerados neoplasias benignas, pois, em
geral, ndo produzem metastases, n&o sdo invasivos e sdo usualmente curados apos
a resseccao cirurgica (PRAMESH et.al., 2003).

Em paises ocidentais, a prevaléncia aumenta de forma significativa quando a
idade se torna mais avangada, com porcentagens mais elevadas de tumores
clinicamente silenciosos entre idosos (KRAMPLA, et al. 2004).

No entanto, esses tumores possuem potencial de se tornarem agressivos e
invadir o cérebro e/ou a calota craniana, ou ainda, de desenvolverem metastase. As
taxas de recorréncia local apés a resseccédo completa variam de 9% a 32%
(PRAMESH et.al., 2003), e infere-se que 1:1.000 dos meningiomas metastatizam
(BALMACEDA,; SISTI; BRUCE, 2002; PRAMESH et.al., 2003).

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) os meningiomas podem
ser classificados em 3 graus com base em critérios histolégicos: Grau | (benigno),

Grau |l (atipico) e Grau Ill (anaplasico); ocorrendo em ordem decrescente de
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frequéncia (YANO, et al. 2006). Cerca de 3% dos meningiomas benignos e 78% dos
tumores atipicos recidivam em cinco anos. Os meningiomas malignos s&o raros,
com incidéncia variando entre 2% a 10% (ADLAKHA et.al.,1999). Em virtude do
crescimento lento dos meningiomas e do bom progndstico apds resseccgédo, a
cirurgia é o tratamento de escolha (PRAMESH et.al., 2003).

Os meningiomas Grau | apresentam comportamento menos agressivo
(MARCISCANO, et al. 2015), porém outros subtipos histolégicos demonstram um
comportamento clinico mais agressivo e, apesar do tratamento cirurgico,
frequentemente ocorre recorréncia local. De acordo com a classificagdo da OMS,
entre 5% e 15% dos meningiomas sdo atipicos (Grau Il), enquanto 1-2% s&o
meningiomas anaplasico (Grau Ill) (JORDI, et al. 2007). Algumas caracteristicas
histolégicas estdo relacionadas com a agressividade bioldégica dos meningiomas,
tais como; pleomorfismo nuclear, densidade celular, nucléolos, mitoses, necrose e
infiltracdo do cérebro (NICOLAS, et al. 2000).

Os meningiomas de grau | s&o caracterizados como de crescimento lento e
com figuras mitéticas ocasionais, embora com ocorréncia de pleomorfismo nuclear.
Os trés padrdes arquiteturais mais comuns s&o o meningotelial, o fibroblastico e o
transicional (WHITTLE et.al., 2004).

Nos meningiomas grau Il sdo reconhecidos dois padrdes arquiteturais, os
meningiomas de células claras e os meningiomas corddides; além de um indice
mitético de 24/10 HPF (campos de grande aumento). Este indice de pelo menos
quatro figuras mitoticas por 10 HPF (campos de grande aumento) € a caracteristica
mais importante, permitindo um diagndstico histologico de atipia na auséncia de
outras caracteristicas como o aumento da celularidade, pequenas células com alto
indice de nucleo no citoplasma, nucléolo proeminente e necrose. Na auséncia do
indice mitotico, pelo menos trés destas cinco caracteristicas devem estar presentes
no diagnostico histoldgico de atipia. Estes tumores tém um alto indice de recorréncia
(29-40%) em comparacéo ao grau | (7-20%), particularmente ap6s uma ressecgao
subtotal (WHITTLE et.al., 2004).

Os meningiomas de grau lll sdo subclassificados no padrédo arquitetural em
papilares e rabdoides. Apresentam maior perda na regulagdo do ciclo celular e na
sua diferenciagao, com achados focais ou difusos de alto indice mitético 20/10HPF
(campos de grande aumento) e/ou livre de anaplasia. Este grau mostra um

comportamento bioldégico mais agressivo e esta clinicamente associado com alto
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risco de recorréncia local além de um prognéstico menos favoravel (PERRY;
GUTMANN; REIFENBERGER, 2004).

Supostos fatores preditivos de recorréncia do tumor e sobrevida global de
meningiomas sao a idade, extensdo da ressecg¢do, grau histolégico e alguns
marcadores. Entre estes, ainda grau histolégico € o fator progndstico mais relevante.
Enquanto a taxa de recorréncia para meningiomas atipicos s&o de aproximadamente
40%, esse numero sobe para 80% para meningiomas anaplasico. Além disso, o grau
histolégico também estd associado com a sobrevivéncia, com uma taxa de
mortalidade de 21% em 5 anos para meningiomas atipicos e um tempo médio de
sobrevivéncia de <2 anos para meningiomas anaplasico. (JORDI, et al. 2007)

Localizagdo do tumor é um fator critico para determinar o progndstico e
opgdes de terapia, especialmente ressecgao cirurgica. A maioria dos meningiomas
sdo encontrados no compartimento supratentorial, mais geralmente ao longo dos
seios venosos durais na convexidade cerebral, e nas regides de asa esfenoidais.
Locais menos comuns da origem supratentorial incluem a bainha do nervo 6ptico, e
plexo coroide (SARAF, et al. 2011).

Estudos sugerem que a suscetibilidade ao desenvolvimento dos meningiomas
esta associada a fatores como historico familiar e alteragdes em vias moleculares,
como por exemplo, genes de reparo no DNA; outro fator de risco estabelecido para
meningiomas, € a exposi¢do a radiagao ionizante em dose elevada, mas doses
menores também podem aumentar o risco(WIEMELS, et al. 2010). Outras fatores de
risco sao discutidos, embora seu impacto real seja controverso, onde incluem-se:
lesdes cerebrais, exposicdo ao chumbo, consumo de alcool, exposicdo campos
eletromagnéticos, habitos alimentares e substituicio de hormdnios femininos
(KRAMPLA, et al. 2004).Estudos também sugerem que além de estudar os fatores
ambientais e genéticos separadamente, € necessario analisar a interagdo entre os
dois (WIEMELS, et al. 2010) .

Estudos citogenéticos demonstram que a perda total ou em partes do
cromossomo 22 € dos principais eventos na tumorigénese dos meningiomas
(DUMANSKI, et al. 1990; NICOLAS, et al. 2000;SEIZINGER, et al. 1987). A perda do
bragco curto do cromossomo 1 representa a segunda anormalidade cromossomal
mais frequente dos meningiomas e esta associada ao desenvolvimento dos
meningiomas atipicos (LOMAS, et al. 2001; LOPEZ-GUINES, et al. 2004; NUNES, et
al. 2005).
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A etiologia dos meningiomas permanece largamente desconhecida, mas
alguns fatores predisponentes para o desenvolvimento podem ser traumas,
neurofibromatose tipo Il, aberragdo no cromossomo 22, infecgdo viral crénica e
horménios femininos. Podem se desenvolver silenciosamente por muitos anos sem
provocar sintomas clinicos e sua frequéncia de ocorréncia pode ser subestimada
principalmente em pessoas idosas assintomaticas (SCHNEIDER et.al., 2005).

O tratamento inicial inclui a cirurgia, onde a morbidade cirurgica é
consideravelmente maior em pacientes mais velhos com tumores assintomaticos,
com isso, acompanhamento de perto de meningiomas de baixo grau pode ser a
melhor estratégia (YANO, et al. 2006). A ressecc¢ao cirurgica tem sido historicamente
a modalidade de tratamento primario para meningiomas, independentemente de
subtipo. A extensao da ressecgao é um fator determinante do risco de recorréncia e
a necessidade de terapia adjuvante. A radioterapia pds-operatéria € recomendada
na maioria dos casos, mesmo ainda n&o sendo totalemente determinado se a
radioterapia é benéfica. Ko et al (2007) constataram que cirurgia seguida de
radioterapia reduziu a recorréncia local de meningiomas em comparagdo com a
cirurgia sozinha (KO, et al. 2007).

A maioria dos meningiomas podem ser ressecados, muitas vezes fornecendo
alivio imediato de déficits neuroldgicos, convulsdes e outros sintomas. Muitos
estudos demonstram que a extensao da resseccdo € um importante preditor de
recorréncia (SIMON, et al. 2006).

Muitos pesquisadores defendem a radioterapia adjuvante para tratamento dos
meningiomas anaplasicos (Grau lll), independentemente da extensdo da ressecgao
pois estes tumores tem uma taxa extremamente alta de recorréncia local. No
entanto, é dificil de determinar os efeitos da radioterapia em meningiomas atipicos
(Grau 1l). As taxas de recorréncia sao muito elevadas, 38-52% e 50-84%,
respectivamente para meningiomas atipicos e anaplasico/meningiomas malignos
apos cinco anos(KO, et al. 2007; SIMON, et al. 2006).

Técnicas de analises genbmicas como, por exemplo, microarranjos e
metodologias de sequenciamentos do genoma humano tem ajudado com a
descoberta de genes com suscetibilidade ao cancer (FUTREAL, et al. 2004). A
formacédo de tumores cerebrais € um processo complexo que envolve um acumulo
de alteragdes genéticas. Alteracdes especificas em cada tipo de tumor e diferentes

vias genéticas conduzem a diferentes tipos de tumor. Isso significa que informacdes



Introdugéo | 18

genéticas examinadas de tumores em ressecgéo cirurgica podem ter diagnostico
valioso, sendo, portanto, um acréscimo aos tradicionais diagndsticos
histopatolégicos (HASHIMOTO et.al., 2002).

Neste contexto se destacam estudos da expressao dos receptores de
estrogeno e progesterona em meningiomas (ALEXIOU et al., 2010).

Hormbnios como a progesterona e estrogeno apresentam papel na
estimulacao do desenvolvimento do meningioma; os receptores de progesterona
presentes em 76% e receptores de estrogeno em 19%. (SIOKA, 2009) Estes
receptores se apresentaram presentes em maior quantidade em tumores benignos,
ja@ no meningioma mais agressivo, apresenta numeros baixos ou até mesmo
ausentes de receptores de progesterona. (HUISMAN, 1991)

Apds uma série de descobertas, foi sugerido associagao entre os horménios e
o risco do meningioma, com presenga de estrégeno, progesterona e receptores de
andréogeno em alguns meningiomas. (WIEMELS, et al. 2010) Estudos demonstram
gque o meningioma altera seu tamanho durante a fase lutea do ciclo menstrual e
gravidez, e também a regressao de multiplos meningiomas em paciente apds a
interrupcao da terapia agonista. (CLAUS, et al. 2007) (VADIVELU, et al. 2010)

Estudos feitos sobre o risco relativo de meningioma associado com o uso de
hormdnios nas mulheres na pré-menopausa quando comparado com hormdnios na
pds-menopausa € que iniciaram a abordagem sobre o uso de horménios exégenos
(contraceptivos orais e/ou terapia de reposi¢gdao hormonal) associados ao aumento
do risco de meningioma. (WIEMELS, et al. 2010)

Os receptores de progesterona sdo pouco expressos em tecido normal de
aracnéide, enquanto que em meningiomas apresentam aumento de expressao, com
uma maior proporgao de positividade de receptores de progesterona em mulheres,
sendo na maioria dos casos tumores de novo. E consenso na literatura que a
expressao positiva de receptores de progesterona ocorre mais frequentemente em
meningiomas de baixo grau do que em meningiomas malignos, além disso, observa-
se também um menor indice de recorréncia desses tumores (AL-MEFTY et al., 2004;
AL-MEFTY et al., 2006; AL-MEFTY et al., 2007; ALEXIOU et al., 2010; CARVALHO
et al., 2007; CLAUS et al., 2008; CHOY et al., 2011; LUSIS et al., 2004; MAROSI et
al., 2008; MAWRIN et al., 2010).

Os receptores de estrégeno, por sua vez, ndo sao expressos normalmente

em tecidos meningoteliais e quando expressos em meningiomas, estao relacionados
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a um maior potencial de comportamento clinico agressivo e maior indice de
recorréncia, sendo mais frequentes em homens (AL-MEFTY et al., 2004; AL-MEFTY
et al., 2006; AL-MEFTY et al., 2007; CARVALHO et al., 2007; CLAUS et al., 2008;
CHOY et al., 2011; LUSIS et al., 2004; MAROSI et al., 2008; MAWRIN et al., 2010).

Por apresentarem expressao alterada em meningiomas, os receptores de
estrogeno e progesterona podem ser focos de estudos como terapia anti-enddcrina
(GRUNBERG, et al 2001). Estudos também demonstram que os
meningiomasalteram seu tamanho durante a fase lutea do ciclo menstrual e gravidez
(CLAUS, et al. 2007; VADIVELU, et al. 2010).

Estudos demonstram o risco de desenvolvimento de meningiomas associado
com ao uso de horménios em mulheres na pré-menopausa e pos-menopausa.
WIGERTZ et al (2008) relataram aumento o surgimento de meningiomas em
mulheres na pds-menopausa com uso de terapia de reposi¢ao hormonal. Mulheres
que utilizaram anticoncepcionais hormonais por longo periodo também obtiveram
aumento do risco de meningioma (WIGERTZ, et al. 2008; WIEMELS, et al. 2010).

Mesmo as taxas de terapia de reposi¢cédo hormonal (TRH) terem diminuido nos
ultimos anos, o uso de contraceptivos orais permanecem com grande uso, O
medicamento mais usado entre as mulheres. Se tornando um questionamento
comum sobre a conveniéncia do uso desses medicamentos entre os neurocirurgides
e neuro-oncologistas, avaliando também sobre os riscos para a saude global, como
o risco de cancer de mama e endométrio, como risco também de doencga cardio e
cerebrovascular. (CLAUS, et al. 2007) Existem observagées sobre a TRH, que pode
ser um fator de risco para o0 meningioma, onde essa terapia também apresenta
aumento do risco do cancer de mama, doencga cardiaca coronariana, acidente
vascular cerebral isquémico e trombose venosa; isso com o uso prolongado de TRH.
(BLITSHTEYN, et al. 2008)

Estudos moleculares e imunohistoquimicos confirmam que o meningioma é
um tumor horménio sensivel, aproximadamente 70% dos meningiomas expressam
os receptores de progesterona e 30% expressam receptores de estrégeno.
(BLITSHTEYN, et al. 2008)

Portanto, entender a iniciagdo e o crescimento dos meningiomas a nivel
molecular pode ajudar a definir alvos de terapia molecular (CLAUS et al.,2008).
Neste contexto, estudos recentes demonstram que pequenas moléculas de RNA

proteina ndo codificantes, chamadas de microRNAs (miRNAs ou miRs), funcionam
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como supressores tumorais e oncogenes. Os miRNAs controlam o crescimento
celular, diferenciacdo e apoptose, e a desregulacdo em sua expressdo esta
relacionada a tumorigénese em varios tipos de tumores (KERSCHER e SLACK,
2006). Os miRNAs estao envolvidos no desenvolvimento e progressao dos tumores
cerebrais e atuam como reguladores importantes em algumas vias da tumorigénese
desses tumores (TURNER, et al. 2010).

MicroRNAs sao pequenas moléculas de RNA, contendo de 18-24
nucleotideos que regulam a estabilidade ou a eficiéncia de transcricdo do RNA
mensageiro (MRNA) (MENDELL, 2005). Aproximadamente 40% a 50% dos mRNA
dos mamiferos podem ser regulados a nivel de transcrigdo por microRNAs. Nos
mamiferos, microRNAs especificos controlam o desenvolvimento, destino das
células neuronais e apoptose (JEYASEELAN et al.,2009).

Os primeiros membros descobertos desta familia foram lin-4 e let-7, que
surgiram durante os anos 1990 a partir de estudos genéticos de nematdides
mutantes. (LAIl, 2003) Quando associados com suas proteinas, formam um dos
complexos de ribonucleoproteina mais abundantes na célula, logo a bioinformatica
foi desenvolvida para complementar as abordagens experimentais na identificagéo
dos genes. (BARTEL, 2004)

O processo de formacgao e atividade do microRNA inicia-se através da enzima
RNA polimerase |l que ird gerar um longo transcrito de microRNA primario (pri-
miRNA) que, posteriormente, é clivado pela Drosha e, no citoplasma, é processado
pela Dicer (PORKKA et al.,2007). O microRNA primario é processado através de um
mecanismo conservador para produzir a maturacado do microRNA. Os microRNAs
sdo processados por um alto regulador, a fim de controlar a quantidade de
microRNA ativo nas células. (LAWLER ; CHIOCCA, 2009).

A biogénese do microRNA (Figura 1), inicia-se com a transcrigdo do gene
pelo RNA polimerase Il, ao longo da sua transcricdo. Durante essa transcrigao, é
gerado um microRNA primario (pri-miRNA), que sera clivado ainda no nucleo da
célula pela Drosha e seu cofator, gerando um microRNA maduro (pré-miRNA) com
aproximadamente, 70 nucleotideos .Rapidamente ,esse pré-miRNA sera enviado
para o citoplasma da células, através da exportina 5 e seu cofator, onde ele vai ser
processado pela Dicer gerando um microRNA, de fita dupla de, aproximadamente,

22 nucleotideos. O microRNA ¢é enviado para dentro do complexo RISC; apenas
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uma fita duplex permanece no complexo pra controlar expressao pos transcricional e
gene alvo (FILHO E KIMURA, 2006).

Figura 1. Biogénese dos microRNAs (Kimura e Ricarte Filho, 2006).
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Saydan et al. (2009), utilizaram microarrays para detectar 407 microRNAs, em
14 meningiomas. Os resultados demonstraram que 43 microRNAs estavam
desregulados na maioria das amostras de meningiomas. Houve alteragbes na de

expressao de 20 microRNAs; esses foram validados por qRT-PCR, sendo que 17
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estavam altamente expressos e 3 apresentaram-se hipoexpressos em dois ensaios
independentes. Os microRNAs que foram confirmados como hiperexpressos pela
técnica de qRT-PCR foram miR-19b, let7d, let7g, miR-100, miR-125a, miR-103, miR-
370, miR-106b, miR-106a, miR-125b, let7b, miR-26a, miR-23b, e miR-29a. Os trés
microRNAshipoexpressos, ou seja, que apresentaram uma diminuicdo acentuada
nos niveis de expressdo foram miR-200a, miR- 373 e miR-575. Em seguida, em
outro ensaio foi observado que o miR-200a demonstrou um papel fundamental no
crescimento dos meningiomas. A redugdo do nivel do miR-200a contribui para
tumorigénese, através de dois caminhos convergentes, mediadas por uma alta
regulacéo de trés alvos deste microRNA.

Em estudo recente, Katar et al (2017) observaram um aumento da expressao
do miR-21 e, inversamente, diminuicdo da expressao de miR-107 de acordo com o
grau histopatolégico.

Zhi e colaboradores (2016) constataram aumento nos niveis séricos dos
microRNAs: miR-106a-5p, miR-219-5p, miR-375 e miR-409-3p enquanto que os
mMiRNAs: miR-197 e miR-224 apresentamram-se hipoexpressos. Também constaram
que a alta expressao de miR-409-3p e baixa expressdao de miR-224 foram
significativamente correlacionadas com maiores taxas de recorréncia.

Evidéncias substanciais sugerem o envolvimento de algumas vias
moleculares na tumorigénese dos meningiomas, entre elas destacam-se as vias dos
receptores hormonais. Também, sabe-se que os microRNAs atuam como
moduladores tumorais em varios tipos de neoplasias, inclusive nos tumores do
Sistema Nervoso. Portanto, a identificagdo dos microRNAs que possam regular a
expressdo dos receptores de estrégeno e progesterona podera contribuir
futuramente na classificagdo molecular, diagnéstico, progndstico e tratamento mais
eficazes dos meningiomas, assim como elucidar se essas importantes vias estao

associados a progresséo tumoral.
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2 HIPOTESE

Nossa hipétese € que alguns microRNAs, que tem como alvo receptores de
estrébgeno e progesterona, possam estar associados com o mecanismo de

progress&o tumoral em meningiomas.



OBJETIVOS




Objetivos | 26

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Analisar a expressao de microRNAs, que tem como alvos receptores de
estrogeno e progesterona, em amostras de tecido tumoral e plasma de pacientes
com diagnéstico de meningiomas, assim o papel desses miRNAs como possiveis

biomarcadores associados a progressao tumoral.

3.2 Objetivos especificos

- Quantificar a expressédo de microRNAs associados as vias dos receptores
de estrogeno e progesterona: miR-34, miR-143, miR-145 e miR-335 em amostras
teciduais de pacientes com diagnostico de meningiomas grau |, Il e llI;

- Quantificar a expressao de microRNAs associados as vias dos receptores
de estrégeno e progesterona: miR-34, miR-143, miR-145 e miR-335 em amostras de

plasma e de pacientes com diagndstico de meningiomas grau |, Il e llI;
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4 PACIENTES E METODOS

4.1 Pacientes

Serdo utilizadas 40 amostras de meningiomas, sendo 16 meningiomas grau |,
16 meningiomas grau |l, 8 meningiomas grau |ll e 10 amostras controle de
aracndide. As amostras tumorais foram obtidas de cirurgias realizadas pela equipe
médica de Neurocirurgia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo e encontram-se armazenadas em
Biorrepositorio da Divisdo de Neurocirurgia do Departamento de Cirurgia e Anatomia
da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da USP. O diagndstico clinico e
histopatolégico foi realizado conforme critérios descritos pela OMS.

Todos os pacientes envolvidos na pesquisa foram abordados no pré-
operatério para a obtencdo de assinatura de Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido. E importante salientar que todos os investigadores envolvidos neste
projeto, bem como os pacientes, foram informados sobre os objetivos do estudo e
assinaram um acordo formal, antes da coleta. As amostras ja existentes pertencem a
um banco de tumores aprovado pela Comissdo de Etica do HCFMRP/USP. O
presente estudo também foi aprovado pelo CEP em processo HCRP n° 5940/2016.

Os microRNAs estudados miR-34a, miR-143, miR-145 e miR-335 foram
selecionados pela literatura em artigos cientificos que comprovaram que 0s mesmos

regulam a expresséo dos receptores de estrogeno e progesterona.

4.2 Métodos

4.2.1 Extragcao de RNA das amostras de tecido tumoral

As amostras foram adicionados 250ul de PBS (phosphate-buffered saline) e
750ul de Trizol® (Invitrogen, EUA). Ap6s permanéncia em temperatura ambiente por
5 minutos, foram acrescentados 200pl de cloroférmio, agitando-se vigorosamente
por 15 segundos. A solugao final foi centrifugada a 4°C por 15 minutos a 14.000 rpm,
e a fase aquosa (superior) de cada frasco foi transferida para novos tubos. O RNA
foi precipitado com 500ul de alcool isopropilico 100% e permaneceu a -20°C por

pelo menos 12 horas.
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No dia seguinte, a amostra foi centrifugada a 4°C por 15 minutos a 14.000
rom, desprezando-se o sobrenadante a seguir. Acrescentou-se, entdo, 1000ul de
etanol 75% seguido novamente de centrifugagdo refrigerada por 15 minutos, a
14.000 rpm. A fase superior foi desprezada e o precipitado seco dissolvido com agua
tratada com DEPC (dimetil pirocarbonato) por pelo menos 15 minutos. Esse material
foi, em seguida, identificado e armazenado a “ 80°C.

Para verificagdo da integridade do RNA obtido, cada amostra foi, ao final da
etapa descrita acima, submetida a eletroforese em gel de agarose a 1% para RNA.
Também utilizamos um equipamento chamado Thermo Scientific NanoDrop 2000,
um espectrofotdmetro que fornece a concentracdo de RNA em uma amostra de 1 a
2ul. Além da concentragdo, este aparelho nos fornece valores de uma razéo
referentes a integridade das amostras (razdo 260/280). Para valores menores do
que 1,6 considera-se que o material esteja degradado, e para valores maiores do
que 2,0 pode ter havido interferéncia do cloroformio. A faixa ideal a ser obtida é de

1,7 a 1,9, porém consideramos uma amostra boa na faixa de 1,61 a 1,99.

4.2.2 Extragcao do RNA do plasma

A extracdo do RNA sera realizada utilizando o RNeasy Mini Kit (QIAGEN),
com protocolo adaptado a partir das orientagées do fabricante. Em um tubo falcon
estéril e livre de RNase de 15mL, adiciona-se 4mL de Trizol LS Reagent®
(Invitrogen, EUA) a 400uL de plasma, homogeneiza e deixe o material de repouso
por 5 min em temperatura ambiente. Adiciona-se 800ul de cloroférmio (proporg¢ao
1:5 com a quantidade de Trizol® inicial), misturando vigorosamente por 30
segundos. Deixe o material em repouso por 3 minutos em temperatura ambiente e
posteriormente centrifuga-se por 15 minutos a 12.000g a 4°C. Ao final da
centrifugagcdo havera um sistema de 3 fases: incolor=RNA, branco=DNA,
vermelho=proteina. A fase incolor sera transferida para outro falcon de 15 ml,
adiciona-se 1,5 vezes o volume conseguido da fase incolor de etanol 100% e agite
vigorosamente a amostra. Em seguida, adiciona-se 700ul dessa solu¢do na coluna
RNeasy MinElute Spin®, centrifugando a > 8000g por ao menos 15 seg. O liquido
resultante sera descartado e repetido o passo anterior com o resto da solugéo até o
final da mesma, sempre descartando o liquido resultante. Posteriormente, sera
adicionado 700ul de Tampado RWT (Buffer RWT do Kit) em cada coluna,
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centrifugando também a > 8000g por ao menos 15 seg, sempre descartando o
liquido resultante. Sera adicionado 500ul de Tampéo RPE (Buffer RPE do Kit) em
cada coluna, centrifugando também a > 8000g por ao menos 15 seg, e descartando
o liquido resultante. Sera adicionado 500ul de Tampao RPE (Buffer RPE do Kit) em
cada coluna, centrifugando também a > 8000g, desta vez por 2 minutos,
descartando, o liquido resultante. Sera centrifugado com o maximo da centrifuga por
1 minuto, descartando liquido resultante. Sera trocado o coletor da coluna e sera
adicionado 30ul de agua RNA-free. Sera centrifugado a > 8000g por 1 minuto e sera
transferido para um Eppendorf o liquido resultante, congelando-o a -80°C
imediatamente. Para a verificagao da integridade do RNA obtido, as amostras serao
analisadas em Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies) com RNA 6000 Pico chip.
Também utilizaremos um equipamento chamado Thermo Scientific NanoDrop 2000,
um espectrofotdmetro que fornece a concentracdo de RNA em uma amostra de 1 a
2ul. Além da concentragdo, este aparelho nos fornece valores de uma razéo
referentes a pureza das amostras (razdo 260/280). A faixa ideal a ser obtida para

essa razao é de 1,70 a 2,00.
4.2.3 Sintese de DNA complementar (cDNA) dos microRNAs

Para a sintese do DNA complementar (cDNA) do microRNA, a transcrigao
reversa foi feita utilizando o kit comercial High Capacity cDNA Reverse Transcription
(Applied Biosystems). Para cada 5ng de RNA, foram adicionados 0,75ul de RT
Buffer, seguido de 0,075ul de dNTP’s, 1,5ul de primers especificos (MiRNAs e
controles enddgenos), e 0,5ul da enzima MultiScribe™, 0,094pl de RNase out
(1.9U), completando com agua DEPC o volume final de 7,5ul, e sendo as amostras
incubadas no termociclador por 30 mina 16 °C, 30 min a42°C,5mina85°C e, em
seguida, a 4°C. Para o PCR em tempo real, foram utilizados 4,5uL do cDNA das

amostras diluido 1:4 em um volume final de reag¢ao de 10uL.
4.2.4 RQ microRNAs: miR-34a, miR-143, miR-145 e miR-335
O método de PCR em tempo real é utilizado para a confirmagao da expressao

diferencial de microRNAs. A partir do cDNA obtido das amostras, é realizada a

amplificagdo por Reacdo em Cadeia de Polimerase, traducéo literal de Polymerase
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Chain Reaction (PCR), quantitativa em tempo real (RQ-PCR), com a utilizagdo do
reagente TagMan Master Mix (Applied Biosystems).

Para a analise quantitativa da expressdao de microRNAS, sao utilizados os
sistemas disponiveis comercialmente TagMan Assay-on-demand, compostos por
oligonucleotideos e sondas (Applied Biosystems).

Considerando-se as diferencas causadas por quantidades distintas de cDNA
utilizadas nas reagoes, os valores de CT determinados para as diferentes amostras,
sdo normatizados. O CT determinado para uma amostra (para um determinado
microRNA) é subtraido do CT determinado para um gene house-keeping (neste
caso, a média do U6) na mesma amostra, originando o chamado ACT. Os valores de
ACT podem, para um mesmo gene, ser comparados de maneira diferente, obtendo-
se uma quantificagao relativa da expressao deste gene em diferentes amostras. A
cada ciclo, o numero de copias em uma reag¢ao de PCR duplica. Assim, o numero de
ciclos que separa o ACT de uma amostra do ACT do calibrador, neste caso,
utilizamos a média das amostras do grupo controle, tendo como resultado AACT.
Esta diferenca, em termos de nivel de expressédo génica relativa, é obtida de forma
aproximada, aplicando a férmula 22°°T,

Realizamos a quantificacdo relativa dos microRNAs miR-34a, miR-134, miR-
145 e miR-335, nas quais as reacdes de PCR em tempo real foram realizadas em
duplicata, utilizando o reagente Tagman Master Mix (Applied Biosystems, EUA). A
amplificagdo foi feita em um volume final de 10ul, utilizando 5ul do reagente
especifico Tagman Master Mix, 0,5ul de cada sonda especifica e 4,5ul de cDNA.
Utilizou-se um aparelho de deteccdo de PCR em tempo real 7500 Real Time PCR
System (Applied Biosystems), juntamente com o software Sequence Detection
System para a obtencao dos valores de CT. Os dados foram, entado, exportados para
planilhas do software Excel para calculo dos valores de ACT. O software GraphPad
Prism 5.0 (GraphPad Prism, Inc, San Diego, CA, EUA), foi utilizado para gerar os
graficos e calcular a significancia estatistica.

As condigbes padrdao de amplificagdo foram 95°C por 10 minutos, seguidos
por 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto (anelamento e extensao
simultanea). Todas as reacbes foram realizadas em duplicata e analisadas no
aparelho 7500 Sequence Detection System (Applied Biosystems). Os dados foram
constantemente coletados durante o PCR e analisados em ABI-7500 SDS “software

package”.
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4.2.5 Analise estatistica

Para a analise da expressao génica pelo método quantitativo de PCR em
tempo real foram calculados os coeficientes de regressdo; uma transformagéo log
sera aplicada para os valores de expressdo dos genes para estabilizagdo da
variancia. Também foram calculados intervalos de confianga de 95% (IC). O
software GraphPad Prism® versao 5.00 para Windows e o teste Two-Way ANOVA
foram usados para analisar as diferengas na expressao dos microRNAs estudados
(GraphPad Software, San Diego, California USA, www.graphpad.com). O teste
Oneway ANOVA foi usado para analisar as diferengas na expressao dos genes
estudados. Os valores de p foram considerados significativos quando inferiores a
0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 miRNA-34a no Tecido Tumoral

Grafico 1. Representagdo da média dos valores (+ erro padrao) da expressdo do microRNA-34a
entre os grupos estudados. Houve diferenga significativa entre os grupos de meningioma grau |,
meningioma grau Il e meningioma grau lll (p = 0,0201, Kruskall Wallis test).
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Fonte: Elaboragao propria (software GraphPad Prism® versao 5.00).

5.2 miRNA-34a no Plasma

Grafico 2. Representacdo da média dos valores (+ erro padrao) da expressdo do microRNA-34a
entre os grupos estudados. Nao houve diferenga significativa entre os grupos de meningioma grau |,
meningioma grau |l e meningioma grau lll (p = 0,6753, Kruskall Wallis test).
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Fonte: Elaboragao propria (software GraphPad Prism® verséo 5.00).
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5.3 miRNA-143 no Tecido Tumoral

Grafico 3. Representacdo da média dos valores (+ erro padrao) da expressdo do microRNA-143
entre os grupos estudados. Ndo houve diferenga significativa entre os grupos de meningioma grau |,
meningioma grau Il e meningioma grau lll (p = 0,0591, Kruskall Wallis test).
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Fonte: Elaboragao propria (software GraphPad Prism® verséo 5.00).

5.4 miRNA-143 no Plasma

Grafico 4. Representacdo da média dos valores (+ erro padrao) da expressdo do microRNA-143
entre os grupos estudados. Nao houve diferenga significativa entre os grupos de meningioma grau |,
meningioma grau |l e meningioma grau Il (p = 0,5590, Kruskall Wallis test).
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Fonte: Elaboragéo propria (software GraphPad Prism® verséo 5.00).
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5.5 miRNA-145 no Tecido Tumoral

Grafico 5. Representacdo da média dos valores (+ erro padrao) da expressdo do microRNA-145
entre os grupos estudados. Houve diferenga significativa entre os grupos de meningioma grau Il e
meningioma grau Il (p = 0,0379, Kruskall Wallis test).
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Fonte: Elaboragao propria (software GraphPad Prism® verséo 5.00).

5.6 miRNA-145 no Plasma

Grafico 6. Representacdo da média dos valores (+ erro padrao) da expressdo do microRNA-145
entre os grupos estudados. Nao houve diferenga significativa entre os grupos de meningioma grau |,
meningioma grau Il e meningioma grau lll (p = 0,1939, Kruskall Wallis test).
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Fonte: Elaboragao propria (software GraphPad Prism® verséo 5.00).
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5.7 miRNA-335 no Tecido Tumoral

Grafico 7. Representacdo da média dos valores (+ erro padrao) da expressdo do microRNA-335
entre os grupos estudados. Ndo houve diferenga significativa entre os grupos de meningioma grau |,
meningioma grau |l e meningioma grau Il (p = 0,1522, Kruskall Wallis test).
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Fonte: Elaboragao propria (software GraphPad Prism® verséo 5.00).

5.8 miRNA-335 no Plasma

Grafico 8. Representacdo da média dos valores (+ erro padrao) da expressdo do microRNA-335
entre os grupos estudados. Nao houve diferenga significativa entre os grupos de meningioma grau |,
meningioma grau |l e meningioma grau lll (p = 0,1719, Kruskall Wallis test).
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Fonte: Elaboragéo propria (software GraphPad Prism® verséo 5.00).
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6 DISCUSSAO

Estudos tem investigado a relevancia dos receptores de estrogénio e
progesterona no prognostico de pacientes com diagnéstico de meningioma, sendo
relatado maior crescimento tumoral de meningiomas em mulheres durante a
gravidez ou que fazem uso de terapia hormonal apdés a menopausa (HUA et al.,
2017). Dessa forma, tem sido observado que esses horménios aceleram o
crescimento das células tumorais em meningiomas, ocorrendo uma maior
predisposicdo de meningiomas benignos no sexo feminino e de meningiomas grau
[l no sexo masculino (HUA et al., 2017).

Ledes et al. (2010) ao analisarem a expressao dos receptores de estrogenos
(ER) em amostras de 126 pacientes com diagndstico de meningioma e de 19
individuos normais (controle), observaram a expressdo de ER em 24,6% dos
pacientes com meningioma e 0% dos individuos normais (controle) (LEAES et al.,
2010). Diferentes pesquisas tém estabelecido também uma ligagdo do meningioma
e esterdides sexuais, sendo observada a presenca de predominancia de receptores
de progesterona com menor numero de receptores de estrogeno em tumores de
grau |. Ja os tumores de graus, Il e Ill tem demonstrado quantidade menor de
receptores de progesterona (HARLAND et al., 2017).

Estudos moleculares sobre meningiomas benignos de crescimento lento
podem adicionar conhecimentos importantes sobre fatores subjacentes a formagao
de tumores, bem como fatores que impegcam tumores benignos de progredirem para
malignidade. Atualmente, pesquisas que visam o esclarecimento da tumorigénese
baseiam-se principalmente no estudo de tumores malignos, sendo a biologia das
neoplasias benignas raramente é investigada. Portanto, estudos com o objetivo de
associar uma possivel integracdo entre as vias moleculares dos receptores
hormonais com as vias de progresséo tumoral podem contribuir para o entendimento
da tumorigénese dos meningiomas assim como identificacdo de miRNAs que
regulem essas vias sera uma avango no desenvolvendo de novas ferramentas para
o diagnastico, prognostico e tratamento desses tumores. Nesse contexto, em nosso
estudo, identificamos miRNAs previamente caracterizados com reguladores dos
receptores de estrogeno e progesterona e avaliamos a expressdo dos mesmos nos

diferentes graus de meningiomas.
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El-Gewely et al. (2016), ao realizarem estudo utilizando 22 amostras das
quais 15 eram amostras de meningiomas de grau | e Il e 6 amostras eram de
controle (aracnoide e dura-matér), observaram uma hiporexpressdo do miR-34a em
meningiomas de grau | e Il em comparagao com tecido normal da dura-mater. No
entanto, nenhuma diferengca de expressdo desse miRNA foi observada entre os
tecidos tumorais de grau | e Il (EL-GEWELY et al., 2016).

Gao et al. (2013) ao avaliarem a expressao do miR-34a em amostras de
pacientes com glioma, observaram uma baixa expressdo desse miRNA quando
comparada a amostras de tecido cerebral normal. Além disso, amostras de glioma
que apresentaram alta expressdo do miR-34a demonstraram niveis de expressao
reduzido de Bcl-2 quando comparados aos tecidos com baixa expressdo do miR-
34a. Portanto, esses achados indicam que o papel do miR-34a na progressao
tumoral esta inversamente correlacionado com a expressao de Bcl-2, apresentando
assim evidéncias desse mMiRNA como novo biomarcador com potencial para
detecgdo e prognostico de gliomas (Gao et al., 2013).

Wang et al., 2017 demonstraram em células de cancer de mama a expressao
diminuida do miR-34a em relacdo a ceélulas epiteliais da mama. Evidenciaram
também a diminuicdo dos niveis de expressao de miR-34a nas linhagens celulares
de cancer de mama triplo-negativo, ER e HER-2, quando comparadas com células
epiteliais da mama controle, ndo sendo observada diferenca do miR-34a entre os
tumores de mama PR-positivo e PR-negativo. Esses achados demonstram um
importante papel do miRNA-34a na tumorigénese do cancer de mama (WANG et al.,
2017).

Em nosso estudo, as anadlises das amostras teciduais de meningiomas
demonstraram diminuicdo nos niveis do miR-34a nas amostras de grau Il quando
comparadas aos graus | e lll, assim como discreto aumento na expressao desse
miRNA nas amostras de tumores grau lll em relagdo aos tumores graus | e Il. Nas
amostras de plasma nao foram observadas diferengas estatisticas significativas
quando comparados os diferentes graus tumorais. Portanto, apesar das diferengas
previamente descritas nao foi observada correlacdo entre a expressdo do miR-34a
com a progressao tumoral .

O miRNA-143 ainda é pouco estudado na literatura, o estudo de Chang et al.
(2015) avaliaram o perfil de expressao global de miRNAs por microarray em 24

amostras de cancer de mama triplo negativo, identificando 25 miRNAs que estavam
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desregulados em pacientes portadoras de cancer de mama. Em seguida para validar
os resultados, foram selecionados randomicamente 7 desses miRNAs para serem
quantificados em amostras de cancer de mama por PCR-RT. Os miRNAs: miR-143-
5p, miR-145-3p, mMiR-145-5p e mIiR-143-145 demonstraram baixos niveis de
expressdo em pacientes diagnosticadas com céncer de mama triplo negativo
quando comparados amostras de tecido adjacentes de mama normal, sugerindo
assim o miR-143 como potencial biomarcador para a detecg¢ao precoce do cancer de
mama triplo negativo (Chang et al., 2015).

Kodahl et al., 2014, analisaram a expressao diferencial de 174 miRNAs em
amostras de soro de pacientes pds-menopausa com receptor de estrégeno positivo
no estagio inicial de cancer de mama através da técnica microRNA PCR array,
sendo identificados 9 mMiRNAs diferencialmente expressos. Para que fossem
validados os resultados, foram utilizadas 60 amostras de soro de pacientes pos-
menopausa com receptor de estrégeno positivo no estagio inicial do cancer de
mama por PCR-RT. Dentre os 9 miRNAs validados, os miRNAs miR-133a, miRNA-
139-5p, mMiRNA-143, miR-145 e miR-365 se apresentaram hipoexpressos em
amostras de cancer de mama receptor de estrégeno positivo, enquanto que os
miRNAs- 15a, miRNA-18a, mIRNA-107 e miRNA-425 demonstraram-se
hiperexpressos nas amostras de cancer de mama receptor de estrogeno positivo.
Esses achados demonstram que alguns miRNAs também estdo envolvidos na
tumorigénese do cancer de mama, sugerindo que o0 miRNA-143 pode futuramente
ser utilizado como biomarcador para detec¢ao e avaliacdo da eficacia do tratamento
de pacientes portadores de cancer de mama (Kodahl et al., 2014). Em nosso
trabalho, ndo observamos diferenga estatistica significativa nas amostras de tecido
tumoral entre os diferentes graus. Também n&o constatamos diferengas nas
amostras de plasma entre os tumores grau |, Il e lll. O que pode demonstrar que o
miR-143 ndo tem envolvimento na progressdo dos meningiomas e que 0 mesmo nao
tem potencial como biomarcador para esse tipo de tumor cerebral.

Alguns estudos da literatura também sugerem o miR-145 como supressor do
crescimento e a migragéo celular em amostras de cancer de mama em relagédo ao
tecido normal da mama (PIPERIGKOU, et al, 2017). Chang et al. (2015)
demonstraram que o miR-143-5p e o0 miR-145-5p estavam hipoexpressos em 24
amostras de cancer de mama triplo quando comparado a 14 amostras de tecido
normal adjacente (CHANG et al, 2015).
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O miR-145 tem sido descrito na literatura como o primeiro miRNA associado a
meningiomas de alto grau, sendo responsavel pelo crescimento proliferativo de
meningiomas invasivos. Todavia, os mecanismos moleculares responsaveis pela
reducao da expressao de miR-145 em meningiomas atipicos e anaplasicos nao
foram elucidados. Kliese et al., 2013 observaram em cultura de células que a
diminuicdo dos niveis de expressdo do miR-145 em meningiomas agressivos esta
associada a maior motilidade e invasao tumoral (KLIESE, et al 2013).

Dados da literatura tem descrito a expressao do miR-145 em diferentes tipos
de tumores. Em glioblastoma, a hiperexpressdo do miR-145 tem sido relacionada a
invasao tumoral, enquanto que no cancer gastrico tem sido associado a inibicao da
invasao e metastase. Sabe-se, também, que esse miRNA é negativamente regulado
pela metilagdo do DNA no cancer de prostata (KLIESE, et al 2013). Em nosso
estudo, o miR-145 apresentou diminuigdo nos niveis nas amostras de grau Il
quando comparadas aos graus | e Ill, assim como discreto aumento na expresséo
nos tumores grau | em relagao aos graus Il e lll. Nas amostras de plasma nao foram
observadas diferengas estatisticas significativas quando comparados os diferentes
graus tumorais.

Estudos demonstram que o miR-335 apresenta niveis de expressao
desregulado em varios tipos de tumores, sugerindo dessa forma um importante
papel desse miRNA na tumorigénese. Shi et al., 2012, ao utilizarem 10 amostras de
meningioma grau |, 05 amostras de meningioma grau |l e 10 amostras de
meningioma grau lll, observaram a hiperexpressdo do miR-335 nas amostras
teciduais dos meningiomas, principalmente em amostras de meningiomas de grau
Il quando comparado com o tecido controle da aracnoide. Os autores descrevem o
papel do miR-335 como um potencial oncogene, uma vez que, a sua supressao em
ensaios com ceélulas tumorais de meningiomas ocasionaram uma inibigdo da
proliferacao celular e a parada GO/G1 do ciclo celular. Esses achados demonstram o
envolvimento do miRNA-335 na tumorigénese dos meningiomas, sugerindo que o
mMiRNA-335 pode futuramente ser utilizado como biomarcador para deteccdo e
avaliacdo da eficacia do tratamento de pacientes portadores de meningiomas (SHiI,
et al, 2012). Em nosso estudo ndo observamos diferencas estatisticas entre os
diferentes graus histopatoldgicos tanto nas amostras de tecido tumoral quanto nas
amostras de plasma, o que nos permiti sugerir que talvez ocorra uma especificidade

nas vias moleculares envolvidas no desenvolvimento e progressdo dos meningiomas
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associadas a etnia dos pacientes. Entretanto, mais estudos sdo necessarios para
melhor compreensdo da tumorigénese e progressao dos meningiomas, e assim
consequentemente, a identificagdo de biomarcadores que auxiliem no diagndstico,

progndstico e tratamento desses tumores.
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7 CONCLUSOES

Os microRNAs analisados, que tem como alvo receptores de estrogeno e
progesterona, ndo apresentaram-se como possiveis biomarcadores associados a
progresséo tumoral dos meningiomas.

Os miRNAs miR-34a e miR-145 apresentaram baixos niveis de expressao
nas amostras teciduais de pacientes com diagndstico de meningiomas grau |l
quando comparados as amostras teciduais de pacientes com diagnostico de
meningiomas grau | e llI;

Os miRNAs miR-34a, miR-134, miR-145 e miR-335 apresentaram
hipoexpressos nas amostras de plasma de pacientes com diagndstico de

meningiomas grau |, Il e lll.
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