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feminino. A anélise de enriquecimento revelou perfis funcionais distintos entre os grupos. Con-
clusao: Os achados exploratérios indicam diferencgas relacionadas ao sexo nos perfis de miR-
NAs e em suas associacdes com a sobrevida e vias biolégicas no LUAD, fornecendo subsidios
para futuras investigacoes sobre seu potencial progndstico.
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ANALISE DA EXPRESSAQ DE miRNAS ESTRATIFICADA POR SEXO EM PACIENTES COM ADENOCARCINOMA PULMGONAR

Analysis of miRNA Expression Stratified by Sex
in Patients with Lung Adenocarcinoma

ABSTRACT: Introduction: Sex-related biological differences may contribute to the molecular
heterogeneity of LUAD, including variations in miRNA expression. Objective: To identify sex-
-specific miRNAs associated with LUAD and evaluate their associations with patient survival
and enriched biological pathways. Methods: miRNA expression and clinical data from The
Cancer Genome Atlas were analyzed separately for male and female patients. Differential
expression, survival, and pathway enrichment analyses were performed. Results: A total of
130 differentially expressed miRNAs were identified in males and 208 in females. Two miRNAs
were associated with survival in the male group and eight in the female group. Pathway enri-
chment analysis revealed distinct functional profiles between the groups. Conclusion: These
exploratory findings indicate sexrelated differences in miRNA expression patterns and their
associations with survival and biological pathways in LUAD, providing a basis for future studies
investigating their potential prognostic relevance.

Keywords: Biostatistics; Lung cancer; Survival Analysis; Pathway enrichment; Biomarkers.

Andlisis de la Expresion de MicroARN Estratificada por
Sexo en Pacientes con Adenocarcinoma Pulmonar

RESUMEN: Introduccion: Las diferencias bioldgicas relacionadas con el sexo pueden con-
tribuir a la heterogeneidad molecular del LUAD, incluidas las variaciones en la expresion de
miARN. Objetivo: Identificar miIARN asociados al LUAD segun el sexo y evaluar su asociacién
con la supervivencia de los pacientes y las vias biolégicas enriquecidas. Métodos: Se analiza-
ron por separado datos de expresion de miARN y datos clinicos del The Cancer Genome Atlas
(TCGA) para hombres y mujeres. Se realizaron andlisis de expresién diferencial, supervivencia
y enriquecimiento de vias biolégicas. Resultados: Se identificaron 130 miARN diferencialmen-
te expresados en hombres y 208 en mujeres. Dos miARN se asociaron con la supervivencia
en el grupo masculino y ocho en el grupo femenino. El anélisis de enriquecimiento reveld
perfiles funcionales distintos entre ambos grupos. Conclusidén: Estos hallazgos exploratorios
indican diferencias relacionadas con el sexo en los patrones de expresion de miARN y en sus
asociaciones con la supervivencia y las vias biolégicas en el LUAD, proporcionando una base
para futuras investigaciones sobre su posible relevancia pronéstica.

Palabras clave: Bioestadistica; Cancer de pulmon; Anélisis de supervivencia; Enriqguecimiento
de vias biolégicas; Biomarcadores.
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INTRODUCAO

O adenocarcinoma pulmonar (LUAD) é o subtipo histolégico mais comum do céncer de
pulmao de nao pequenas células (NSCLC), que corresponde a aproximadamente 85% dos casos
de cancer de pulmao, sendo o LUAD responsavel por cerca de 40% de todos os casos dessa ne-
oplasia (Zappa et al., 2016; Myers et al., 2022). Apesar dos avancos no diagndéstico e tratamento,
o LUAD permanece associado a elevada mortalidade, principalmente devido ao diagndstico tardio
decorrente de sintomas inespecificos (Imielinski et al., 2012). Nesse cenério, a identificacdo de
biomarcadores moleculares que reflitam a heterogeneidade tumoral € fundamental para aprimorar
a avaliacao progndstica e o0 manejo personalizado da doenca.

O sexo biolégico representa uma importante fonte de variabilidade no cancer, influenciando
a incidéncia, o progndéstico, 0s mecanismos moleculares e a resposta ao tratamento por meio de
fatores genéticos, epigenéticos, hormonais e imunoldgicos (Lopes-Ramos et al., 2020). No cancer
de pulméao, homens apresentam, em geral, maiores taxas de incidéncia e mortalidade, enquanto
mulheres tendem a exibir progndstico mais favoravel, apesar do aumento recente da incidéncia
nessa populagcao (May et al., 2023; Fu et al., 2023; Poleri, 2022; Ragavan e Patel, 2022; Stabellini
et al., 2022).

Essas diferencas também se manifestam no nivel molecular. Alteragdes na expressao géni-
ca, na regulacado imunolégica e em redes regulatérias especificas para cada sexo tém sido descri-
tas no LUAD (Li et al., 2023; Saha et al., 2024). Além disso, modelos transcriptdmicos estratifica-
dos por sexo apresentam desempenho superior as abordagens que analisam homens e mulheres
em conjunto na identificacdo de biomarcadores para o cancer de pulmao em estdgio inicial, suge-
rindo que anélises nao estratificadas podem mascarar assinaturas moleculares relevantes (Liu et
al., 2021).

Os microRNAs (miRNAs) sao pequenas moléculas de RNA (aproximadamente 22 nucleoti-
deos) que regulam a expressao génica e participam de processos fundamentais relacionados ao
cancer, como proliferacdo, metabolismo, diferenciacdo e controle do ciclo celular (Griffiths-Jones,
2004; Jansson et al., 2012). Sua expressao pode variar entre homens e mulheres em funcéo de
interacdes envolvendo cromossomos sexuais, hormoénios e mecanismos epigenéticos (Caserta et
al., 2023). Além disso, padroes de expressao de miRNAs associados ao sexo ja foram descritos
em diferentes tipos de cancer, indicando seu potencial papel nas diferencas biolégicas observadas
entre pacientes do sexo masculino e feminino (Harangus et al., 2022; Caserta et al., 2023).

Embora os miRNAs sejam amplamente investigados como biomarcadores no LUAD, estu-
dos que integrem andlise de expressao diferencial estratificada por sexo, andlise de sobrevida e
enriquecimento de vias bioldgicas ainda sdo limitados. Assim, a investigacao de perfis de miRNAs
especificos para cada sexo pode ampliar a compreensao da heterogeneidade molecular do LUAD
e fornecer subsidios para estudos futuros sobre seu potencial valor prognéstico.

Dessa forma, este estudo exploratério teve como objetivo identificar miRNAs especificos
de cada sexo associados ao adenocarcinoma pulmonar e avaliar suas associacdes com a sobrevida
dos pacientes e com vias bioldgicas enriquecidas. Por meio da integracao das analises de expres-
sao diferencial, sobrevida e enriquecimento funcional, realizadas separadamente em pacientes do
sexo masculino e feminino, buscou-se caracterizar a heterogeneidade molecular relacionada ao
sexo e gerar hipdteses para futuras investigagdes experimentais e clinicas.
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MATERIAIS E METODOS

Estudo e conjunto de dados do TCGA

Este estudo exploratério utilizou dados publicos de expressdao de miRNAs e informacoes
clinicas do projeto The Cancer Genome Atlas — Lung Adenocarcinoma (TCGA-LUAD), obtidos por
meio do Genomic Data Commons (GDC) Data Portal (https://portal.gdc.cancer.gov/; acessado em
junho de 2022) (TCGA, 2018). O conjunto de dados compreendeu 553 pacientes e a expressao
de 709 miRNAs. Foram incluidos pacientes com informagdes sobre o sexo e dados de expressao
de miRNAs, posteriormente estratificados em grupos masculino (LUAD-M; n = 259) e feminino
(LUAD-F; n = 294).

As variaveis clinicas incluiram sexo, tipo de tecido, estagio tumoral, estado vital, etnia, clas-
sificacao histoldgica, tecido ou érgao de origem, idade e tempo de acompanhamento. O estagio
tumoral foi agrupado em inicial (I-11B) e avancado (IIIA-IV), enquanto dados ausentes foram clas-
sificados como “nao informado” Como foram utilizados dados processados disponibilizados pelo
TCGA/GDC, néao foi realizado controle de qualidade adicional das leituras brutas de sequencia-
mento. A consisténcia e a disponibilidade dos dados foram verificadas previamente as analises,
conduzidas no software R (versao 4.1.1).

Andlise de expressao diferencial, enriquecimento
de vias e analise de sobrevida

A andlise de expressao diferencial foi realizada para LUAD-M e LUAD-F por meio da com-
paracao entre tecidos tumorais (T) e tecidos adjacentes histologicamente normais (N), utilizando
o teste de Wilcoxon—-Mann-Whitney implementado pela fungao wilcox.test() do R. Esse teste foi
escolhido por ndo assumir normalidade na distribuicao da expressao dos miRNAs. Para controlar
o problema de multiplas comparacoes, foi aplicada a correcao de Bonferroni (Weisstein, 2004),
adotando-se p < 0.00007 (0.05/709) como limiar de significancia. Os miRNAs que atenderam a
esse critério foram considerados diferencialmente expressos.

A analise de enriguecimento funcional foi realizada com a ferramenta miEAA 2.1 (Aparicio-
-Puerta et al., 2023). As vias do KEGG com p < 0.05 foram consideradas para interpretagao explo-
ratdria, sem correcao adicional para multiplos testes.

A analise de sobrevida utilizou o tempo de acompanhamento (dias) e o estado vital dos
pacientes. Para cada DE-miRNA, os pacientes foram dicotomizados em grupos de alta e baixa ex-
pressao utilizando a mediana da expressao especifica para cada sexo como ponto de corte explo-
ratdrio, uma vez que nao existe um limiar clinicamente estabelecido. As curvas de Kaplan—-Meier
(Kaplan and Meier, 1958) foram comparadas pelo teste de log-rank (Mantel, 1966), considerando p
< 0.05. Devido ao caréater exploratério do estudo, as associacdes significativas foram interpretadas
como potenciais marcadores prognoésticos, e ndo como biomarcadores clinicamente validados.

As analises foram realizadas no R (v. 4.1.1) utilizando os pacotes survival (Therneau, 2022),
survminer (Kassambara et al., 2021), stringi (Gagolewski, 2022) e ggplot? (Wickham, 2009).

J. Interdiscip. Lifestyle Stud. | Engenheiro Coelho, SP, Brasil | v. 14, 02198, 2026 4
https://doi.org/10.19141/jils.v14ilifestyle.2198



ANALISE DA EXPRESSAQ DE miRNAS ESTRATIFICADA POR SEXO EM PACIENTES COM ADENOCARCINOMA PULMGONAR '!’

RESULTADOS E DISCUSSOES

Caracteristicas clinicas

A coorte TCGA-LUAD foi composta por 553 pacientes, sendo 294 do sexo feminino e 259 do
sexo masculino. A maioria das amostras correspondeu a tecido tumoral, e a doenca em estégio
inicial predominou em ambos os conjuntos de dados estratificados por sexo. A idade média foi se-
melhante entre mulheres (65,48 = 10,23 anos) e homens (65,15 + 9,74 anos), com tempos media-
nos de acompanhamento de 652 e 620,5 dias, respectivamente. Associacoes significativas com o
tipo de tecido foram observadas para etnia em ambos os conjuntos de dados (LUAD-F, p < 0,001;
LUAD-M, p = 0,047) e para estado vital em LUAD-F (p < 0,001), enquanto nao foram observadas
associagoes significativas para 6rgao de origem, estagio tumoral ou subtipo histoldgico (Tabela 1).

Tabela 1. Associacdes entre as caracteristicas clinicas e o tipo de tecido nos conjuntos de dados TCGA-LUAD
estratificados por sexo.

Variavel LUAD-F valor de p LUAD-M valor de p
Estado vital <0,001 0,780
Etnia < 0,001 0,047
Orgao de origem 0,956 0,770
Estagio Tumoral 0,566 0,700
Subtipo histoldgico 0,305 0,680

Teste do qui-quadrado de Pearson; o teste exato de Fisher foi aplicado quando apropriado.

Analises de miRNA estratificadas por sexo

A andlise de expressao diferencial identificou 130 DE-miRNAs em LUAD-M, incluindo 100
MiRNAs superexpressos e 30 subexpressos, e 208 DE-miRNAs em LUAD-F, incluindo 191 miR-
NAs superexpressos e 17 subexpressos. Dentre esses, 98 DE-miRNAs foram compartilhados en-
tre os sexos, enquanto 32 foram exclusivos de LUAD-M e 110 exclusivos de LUAD-F (Figura 1A).

Entre os dez DE-miRNAs com os menores valores de p em cada conjunto de dados, cinco
foram compartilhados entre os sexos (miR-21-5p, miR-21-3p, MiR-210-3p, MiR-301a-5p e miR-
409-5p), enquanto cinco foram especificos de cada sexo (Figura 1B e Tabela 2). A maioria dos DE-
-miRNAs mais significativamente associados apresentou superexpressao no tecido tumoral; miR-
490-3p e miR-144-5p foram os Unicos MiRNAs subexpressos entre os dez principais em LUAD-M.
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Tabela 2. Dez miRNAs diferencialmente expressos mais significativos, de acordo com a significancia estatistica, em
LUAD-M e LUAD-F.

LUAD-M LUAD-F
Medianas Medianas
DE-miRNAs " T DE-miRNAs " T
miR-210-3p?t 68868 167346 miR-21-5p1 492287 746722
miR-21-5p1 21.3 740498 miR-183-5p1 346410 632521
miR-1287-3p1 15 41604 miR-21-3p1 189753 375476
miR-301a-5p71 1 36243 miR-210-3p?1 51215 170472
miR-21-3p1 214660 386108 miR-182-5p1 327483 581772
miR-409-5p1 2 38986 miR-301a-5p71 1 3713
miR-3607-3p1 17630 119669 miR-33b-5p1 1 37114
miR-616-5pt 1 32540 miR-183-3p1 0 19932
miR-490-3p| 17628 0 miR-29b-1-5p1 4 66913
miR-144-5p| 242166 101718 miR-409-5p1 1 36236
1 e | representam superexpressao e subexpresséo, respectivamente.
& LUAD-M LUAD-F - LUAD-F LUAD-M

110

(45.8%)

Figura 1. Comparacao dos miRNAs diferencialmente expressos entre LUAD-M e LUAD-F. (A) Diagrama de Venn
mostrando a sobreposi¢do dos DE-miRNAs identificados em LUAD-M e LUAD-F. (B) Diagrama de Venn mostrando a
sobreposicdo entre os dez DE-miRNAs com os menores valores de p em cada conjunto de dados estratificado por sexo.

A analise de enriquecimento de vias identificou 14 vias enriquecidas em LUAD-M e 26 em
LUAD-F. Apesar de 98 DE-miRNAs serem compartilhados entre os conjuntos de dados estratifica-
dos por sexo, nenhuma via do KEGG enriquecida foi comum a ambos os grupos, indicando perfis
funcionais distintos.

Entre as vias enriquecidas, as principais vias relacionadas ao cancer foram resumidas de
acordo com sua relevancia bioldgica para o LUAD e os principais processos funcionais identifi-
cados em cada conjunto de dados estratificado por sexo (Tabela 3). Os resultados completos do
enriqguecimento sdo apresentados nas Tabelas Suplementares S1 e S2.
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Em LUAD-M, as principais vias incluiram glicélise/gliconeogénese, via das pentoses fosfa-
to, proteoglicanos no cancer e sinalizacdo por HIF-1, destacando processos associados a adap-
tacao metabdlica, a regulagao da matriz extracelular e a hipoxia. Em LUAD-F, as principais vias
incluiram sinalizacao Whnt, protedlise mediada por ubiquitina, adesao focal e sinalizacdo por NF-
-kappa B, envolvendo sinalizacdo celular, regulacao proteica, interacoes célula-matriz e respos-
tas inflamatérias.

Tabela 3. Resumo das principais vias enriquecidas identificadas em LUAD-M e LUAD-F.

Conjunto de dados

estratificado por  Via enriquecida representativa LS oy

Principal processo hioldgico

sexo observados dep
LUAD-M Glicolise / Gliconeogénese 48 0,012 Metabolismo tumoral
LUAD-M Via das pemtoses fosfato 24 0,018 Adaptacdo metabdlica
LUAD-M Proteoglicanos no cancer 95 0,020 Matriz extracelular
LUAD-M Via de sinalizagdo HIF-1 86 0,032 Hipéxia e angiogénese
LUAD-F Via de sinalizagao Wnt 148 0,007 Crescimento e sinalizacdo celular
LUAD-F Protedlise mediada por ubiquitina 141 0.0Mm Regulagdo proteica
LUAD-F Adeséo focal 163 0,037 Interacdo célula-matriz
LUAD-F Via de sinalizagdo NF-kappa B 124 0,047 Inflamacdo e sobrevivéncia

A anélise de sobrevida identificou diferentes DE-miRNAs associados aos desfechos dos
pacientes nos conjuntos de dados estratificados por sexo (Tabela 4). Em LUAD-M, miR-30a-3p
(p = 0,023) e miR-429 (p = 0,011) apresentaram diferencas significativas entre os grupos de ex-
pressao (Figura 2A). Maior expressao de miR-30a-3p foi associada a uma probabilidade de sobrevi-
da ligeiramente maior, enquanto menor expressao de miR-429 foi associada a maior probabilidade
de sobrevida.

Em LUAD-F, oito DE-miRNAs apresentaram associagcao significativa com a sobrevida: let-
7a-2-3p (p = 0.045), miR-19b-1-5p (p = 0.037), MiR-154-3p (p = 0.020), MiR-218-1-5p (p = 0.033),
mMiR-3136-5p (p = 0.029), MmiR-503-5p (p = 0.024), miR-425-5p (p = 0.037) e miR-671-5p (p = 0.047)
(Figura 2B). Maiores probabilidades de sobrevida foram observadas nos grupos de baixa expres-
sao para sete dos oito miRNAs, enquanto miR-19b-1-5p apresentou o padrao oposto.
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Tabela 4. DE-miRNAs significativamente associados aos desfechos de sobrevida de acordo com o sexo.

Grupo de expressao com maior

Conjunto de dados miRNA Valor de p (log-rank) probabilidade de sobrevida
LUAD-M miR-30a-3p 0,023 Alta expressao
LUAD-M miR-429 0,011 Baixa expressdo
LUAD-F let-7a-2-3p 0,045 Baixa expressao
LUAD-F miR-19b-1-5p 0,037 Alta expressao
LUAD-F miR-154-3p 0,020 Baixa expressao
LUAD-F miR-218-1-5p 0,033 Baixa expressao
LUAD-F miR-3136-5p 0,029 Baixa expressao
LUAD-F miR-503-5p 0,024 Baixa expressao
LUAD-F miR-425-5p 0,037 Baixa expressdo
LUAD-F miR-671-5p 0,047 Baixa expressao

A. LUAD-M

B. LUAD-F

Gnga = lal fa2ip=0 B Lot 7azlp=t Gus - mR 150 1570 S miR 15 1661 T e Grupa = mAI1 =0 S mR2IE1 el

Surivel probabiity

Survivel probability
Survival probabity

000 000
0 2000 4000 2000 [l 2000 4000 6000 0 2000 4000 6000 0 2000 000 5000
Time Time Time Time

CGrupo =+ mR.31365p=0 == miR.3136.5p=1 Grupe = miR.503.6p=0 == miR £03.5p=1 Grupe == miRA428.5p=0 o= miRA425.5p=1 Grupo == mRET1.5p=0 == miR&71.5p=1
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Figura 2. Curvas de Kaplan—Meier mostrando os DE-miRNAs especificos de cada sexo significativamente associados a
sobrevida em LUAD-M (A) e LUAD-F (B). Fonte: Elaborada pelos autores (2026).

o
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=

DISCUSSAO

Este estudo exploratério demonstrou que anélises estratificadas por sexo revelam padroes
moleculares distintos no LUAD. Embora diversos miRNAs diferencialmente expressos tenham
sido compartilhados entre pacientes do sexo masculino e feminino, os miRNAs associados a
sobrevida e as vias biolégicas enriquecidas diferiram substancialmente entre os grupos. Esses
achados reforcam a importéancia de considerar o sexo bioldgico na identificacao de biomarcadores
moleculares e estdo de acordo com evidéncias que descrevem diferencas relacionadas ao sexo
envolvendo alteracdes genéticas, expressao génica, caracteristicas imunoldgicas e redes regula-
torias no LUAD (Li et al., 2023; Saha et al., 2024). Além disso, modelos transcriptdémicos especifi-
Cos para cada sexo apresentaram desempenho superior as abordagens independentes do sexo na
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identificacdo de biomarcadores para o cancer de pulmao em estagio inicial (Liu et al., 2021). Por
tanto, o maior nimero de DE-miRNAs especificos do sexo feminino identificado neste estudo nao
deve ser interpretado como evidéncia de maior complexidade molecular, mas como um indicativo
de diferencgas nos padroes regulatérios relacionados ao sexo, conforme sintetizado na Figura 3.
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Figura. Resumo gréfico dos perfis de miRNAs estratificados por sexo no adenocarcinoma pulmonar (LUAD).
So apresentados os miRNAs diferencialmente expressos (DE-miRNAs), os miRNAs associados & sobrevida
© a5 principais vias biclégicas enriquecidas identificadas em pacientes do sexo masculine (LUAD-M) e feminine (LUAD-F).

Figura 3. Resumo grafico dos perfis de miRNAs estratificados por sexo no adenocarcinoma pulmonar. Sdo apresentados
os miRNAs diferencialmente expressos, os miRNAs associados a sobrevida e as principais vias biolégicas enriquecidas
para LUAD-M e LUAD-F. Fonte: Elaborada pelos autores com o auxilio do ChatGPT (OpenAl) para a elaboragéo da
ilustracao grafica.

Entre os DE-miRNAs com menores valores de p, miR-21-5p, miR-21-3p, miR-210-3p, MiR-301a-
5p e miR-409-5p foram compartilhados entre LUAD-M e LUAD-F, sugerindo a participacédo de me-
canismos regulatérios comuns na biologia do LUAD. No presente estudo, miR-21-5p e miR-21-3p
apresentaram superexpressao em ambos 0s sexos. Evidéncias anteriores demonstram que o miR-
21 promove a progressao do NSCLC por meio da regulacédo de genes como PTEN e SMAD7 e esta
associado a pior sobrevida em LUAD, reforcando sua plausibilidade biolégica como uma importante
biomarcador molecular candidato (Zhang et al., 2010; Tang et al., 2021; Qin e Zhang, 2025).

Apesar da sobreposicao de DE-miRNAs individuais, nenhuma via enriquecida do KEGG foi co-
mum entre LUAD-M e LUAD-F. Esse resultado é biologicamente plausivel, uma vez que um mesmo
miRNA pode regular multiplos genes-alvo e participar de diferentes contextos regulatérios. Assim, a
sobreposicao parcial na expressao dos miRNAs nao implica necessariamente consequéncias funcio-
nais equivalentes. Estudos recentes também sugerem que diferencas relacionadas ao sexo no LUAD
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emergem principalmente no nivel das redes regulatérias (Saha et al., 2024). Da mesma forma, Patel
et al. (2024) identificaram padroes de metilacdo do DNA especificos para cada sexo associados a
expressao génica e a biomarcadores imunoldgicos em tumores pulmonares do TCGA, sustentando o
conceito de arquiteturas regulatérias distintas.

Em LUAD-M, as vias enriquecidas incluiram glicélise/gliconeogénese, via das pentoses fosfato,
proteoglicanos no cancer e sinalizacao por HIF1. Em conjunto, essas vias estédo relacionadas a repro-
gramacao metabdlica, adaptacao a hipdxia e interacdes entre o tumor € o microambiente tumoral,
processos amplamente reconhecidos na progressao do cancer (Pezzuto and Carico, 2018; lozzo and
Sanderson, 2011). Entretanto, como a anélise de enriquecimento indica apenas sobrerrepresentacao
estatistica, essas interpretacdes devem ser consideradas geradoras de hipdteses.

Em LUAD-F, observou-se enriquecimento de vias relacionadas a sinalizacao Wnt, protedlise me-
diada por ubiquitina, adesao focal e sinalizagao por NFkappa B. Essas vias estdo envolvidas em pro-
cessos como proliferacao celular, regulacao proteica, respostas inflamatérias e interacao entre células
e matriz extracelular (Teo and Kahn, 2010; Provenzano and Keely, 2009; Hayden et al., 2006). Esses
resultados sugerem um perfil regulatério distinto no conjunto feminino, sem indicar que tais vias este-
jam exclusivamente ativas nesse grupo.

A andlise de sobrevida estratificada por sexo revelou perfis distintos. Em LUAD-M, miR-30a-3p
e miR-429 apresentaram associacao significativa com a sobrevida. Evidéncias experimentais sugerem
que o miR-30a-3p suprime a progressao do cancer de pulméao por meio da regulacdo de DNMT3A e da
via p38 MAPK (Wei et al., 2019). No presente estudo, maior expressao desse miRNA esteve associada
a maior probabilidade de sobrevida, resultado compativel com um possivel papel supressor tumoral.
Entretanto, essa associacao foi baseada em analises de Kaplan—-Meier e teste de log-rank, ndo deven-
do ser interpretada como evidéncia de efeito progndstico independente.

Para o miR-429, menor expressao esteve associada a maior probabilidade de sobrevida em LU-
AD-M. Xie et al. (2015) demonstraram que variantes genéticas envolvendo o agrupamento miR-200b/
miR-200a/miR-429 estavam associadas ao risco de NSCLC. Embora variantes genéticas e expressao
de miRNAs representem niveis biolégicos distintos, esses achados fornecem suporte adicional para
a investigacdo desse agrupamento no cancer de pulmao. Os resultados do presente estudo ampliam
essas evidéncias ao sugerirem uma associacao estratificada por sexo com a sobrevida.

Em LUAD-F, oito miRNAs foram associados a sobrevida: let-7a-2-3p, miR-19b-1-5p, miR-154-3p,
miR-218-1-bp, MiR-3136-5p, MiR-503-5p, miR-425-5p e miR-671-5p. Para sete deles, menor expressao
esteve associada a maior probabilidade de sobrevida, enquanto miR-19b-1-5p apresentou o padrao
oposto. A familia let-7 esta entre as mais bem estabelecidas no cancer de pulméao e participa da re-
gulacdo de importantes vias oncogénicas (Yanaihara et al., 2006), reforcando a relevancia biolégica da
associacao observada para let-7a-2-3p.

A identificacdo do miR-3136-bp também merece destaque. Estudos anteriores associaram esse
mMIiRNA a sobrevida em LUAD e sugeriram sua participacdo no crescimento tumoral. No presente
estudo, menor expressao esteve associada a maior probabilidade de sobrevida em pacientes do sexo
feminino. Esse resultado reforca que a funcédo biolégica dos miRNAs depende do contexto molecu-
lar, incluindo tecido, disponibilidade de genes-alvo e, potencialmente, mecanismos regulatérios re-
lacionados ao sexo, devendo ser interpretado como uma associacdo € ndo como demonstracdo de
causalidade.
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Uma observacédo importante foi o desequilibrio entre o nimero de miRNAs associados a sobre-
vida em LUAD-M (dois) e LUAD-F (oito). Essa diferenca pode refletir estruturas regulatérias distintas,
mas também pode decorrer de diferencas na frequéncia de eventos, tempo de acompanhamento,
heterogeneidade clinica ou poder estatistico entre os grupos. Portanto, esse resultado reforga a impor
tancia de delineamentos analiticos estratificados por sexo e da validacao independente dos achados.

De forma integrada, os resultados sugerem que a heterogeneidade relacionada ao sexo no
LUAD envolve tanto miRNAs compartilhados entre homens e mulheres quanto diferentes contextos
regulatorios. A superexpressao compartilhada de miRNAs como miR-21-5p e miR-210-3p pode refletir
mecanismos comuns da biologia tumoral, enquanto os distintos perfis de enriquecimento funcional
e os diferentes miRNAs associados a sobrevida sugerem que seus efeitos bioldgicos podem variar
entre os sexos. Essa interpretacao é consistente com estudos que descrevem diferengas genéticas,
transcriptomicas, imunolégicas e de redes regulatérias relacionadas ao sexo no LUAD (Li et al., 2023;
Saha et al., 2024).

As possiveis implicagoes clinicas desses achados devem ser interpretadas com cautela. Os miR-
NAs identificados nao constituem biomarcadores clinicamente validados; entretanto, os resultados
sugerem que analises realizadas em populacdes combinadas podem deixar de identificar associagcoes
especificas de cada sexo. Apds validagcdo em coortes independentes, perfis de miRNAs estratificados
por sexo poderdo ser investigados como caracteristicas moleculares complementares em estudos
prognosticos. De forma semelhante, as diferentes vias enriquecidas podem orientar futuros estudos
mecanisticos destinados a investigar como diferencas regulatérias relacionadas ao sexo contribuem
para a heterogeneidade do LUAD.

Diversas limitacoes devem ser consideradas. Este estudo retrospectivo e exploratério foi ba-
seado exclusivamente em dados do TCGA-LUAD, sem validacdo em coorte externa. Foram utilizados
dados processados do TCGA/GDC, sem controle adicional das leituras brutas ou corregao para possi-
veis efeitos de lote. As andlises de sobrevida utilizaram a mediana da expressdo como ponto de corte
e basearam-se em curvas de Kaplan—Meier e teste de log-rank, ndo estabelecendo valor prognéstico
independente. Além disso, potenciais fatores de confusao clinicos ndo foram incorporados a mode-
los multivariados de Cox. A utilizacdo de uma Unica coorte e a auséncia de corregao para multiplas
comparacoes nas analises exploratérias de sobrevida podem aumentar a probabilidade de resultados
falso-positivos. Finalmente, o enriquecimento funcional indica apenas sobrerrepresentacao estatistica
de vias biolégicas, nao demonstrando sua ativacao direta, e nao foi realizada validacao experimental
dos miRNAs identificados.

Estudos futuros deverao validar esses resultados em coortes independentes, preferencialmente
multicéntricas, mantendo a estratificacdo por sexo. Modelos multivariados de Cox, validacdo externa
dos pontos de corte e andlises integrativas envolvendo mRNAs, alteragcbes genémicas, metilacao do
DNA, perfis imunolégicos e fatores hormonais poderao esclarecer melhor os mecanismos regulaté-
rios relacionados ao sexo. Além disso, experimentos funcionais deverao investigar especialmente os
papéis de miR-30a-3p, MiR-429 e dos MiRNAs associados a sobrevida em LUAD-F Estudos recentes
que combinam abordagens moleculares, clinicas e de célula Unica ilustram a importancia dessa vali-
dacao em multiplos niveis.

Em sintese, este estudo identificou diferencas estratificadas por sexo na expressao de miRNAs,
nas associacdes com a sobrevida e nas vias bioldgicas enriquecidas em LUAD. Os resultados sugerem
a coexisténcia de miRNAs associados ao tumor compartilhados entre os sexos e de perfis regulatérios
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distintos relacionados ao sexo. Embora nao estabelecam biomarcadores clinicamente aplicaveis, es-
ses achados fornecem uma base para a geracao de hipéteses em futuras investigacoes sobre o papel
do sexo biolégico como variavel relevante em pesquisas sobre LUAD baseadas em miRNAs.

CONCLUSAO

Este estudo exploratério demonstrou que anélises estratificadas por sexo revelam perfis dis-
tintos de expressao de miRNAs, miRNAs associados a sobrevida e vias biolégicas enriquecidas no
adenocarcinoma pulmonar. Embora diversos miRNAs tenham sido compartilhados entre pacientes do
sexo masculino e feminino, as diferencas observadas nas associacdes com a sobrevida e no enriqueci-
mento funcional sugerem que o sexo biolégico influencia o panorama molecular do LUAD. Esses acha-
dos reforcam a importancia da inclusao do sexo como uma variavel bioldgica relevante em estudos
baseados em miRNAs e fornecem uma base para a geracdo de hipdteses em futuras investigacgoes.
A validacao em coortes independentes, a realizacao de analises progndésticas multivariadas e estudos
experimentais serao essenciais para determinar a relevancia bioldgica e clinica dos miRNAs e das vias
identificadas.
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ANALISE DA EXPRESSAQ DE miRNAS ESTRATIFICADA POR SEXO EM PACIENTES COM ADENOCARCINOMA PULMGONAR

Tabela Suplementar S1. Lista completa das vias do KEGG enriquecidas em LUAD-M.

'/

KEGG pathway Observed* p-value
Glycolysis / Gluconeogenesis 48 0.012
Other types of O-glycan hiosynthesis 34 0.014
Pentose phosphate pathway 24 0.018
Proteoglycans in cancer 95 0.020
Apelin signaling pathway 82 0.024
Protein processing in the endoplasmic reticulum 97 0.026
Pathways in cancer 17 0.029
B cell receptor signaling pathway 65 0.031
HIF-1 signaling pathway 86 0.032
Pyruvate metabolism 39 0.032
Cytokine—cytokine receptor interaction 88 0.039
Colorectal cancer 88 0.041
Valine, leucine and isoleucine biosynthesis 3 0.047
Primary immunodeficiency 22 0.048

*Observed: Number of miRNAs enriched in the pathway.
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ANALISE DA EXPRESSAQ DE miRNAS ESTRATIFICADA POR SEXO EM PACIENTES COM ADENOCARCINOMA PULMGONAR

Tabela Suplementar S2. Lista completa das vias do KEGG enriquecidas em LUAD-F.

'/

KEGG pathways Observed* p-value
Basal cell carcinoma 102 0.002
Axon guidance 149 0.006
Whnt signaling pathway 148 0.007
Alcoholic liver disease 137 0.007
Ubiquitin-mediated proteolysis 141 0.011
Tight junction 142 0.012
Virion — Adenoavirus 8 0.015
Pancreatic cancer 150 0.020
Basic transcription factors 48 0.023
Inositol phosphate metabolismo 97 0.026
Cushing syndrome 154 0.027
Neomycin, kanamycin and gentamicin biosynthesis 6 0.028
Gastric cancer 157 0.028
Translation of flavor 38 0.033
Taurine and hypotaurine metabolismo 8 0.034
Focal adhesion 163 0.037
Virion — Lyssavirus 7 0.038
Longevity regulating pathway — multiple species 136 0.038
Thyroid hormone synthesis 90 0.038
Sulfur relay system 18 0.040
C-type lectin receptor signaling pathway 128 0.041
Signaling pathways regulating pluripotency of stem cells 151 0.043
NF-kappa B signaling pathway 124 0.047
Insulin resistance 142 0.047
Alcoholism 145 0.048
Glycosaminoglycan degradation 28 0.049

*Number of miRNAs enriched in the pathway
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