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Resumo

Ferreira PAO. MicroRNA como potencial biomarcador progndstico e preditivo de
resposta a quimioterapia baseada em platina em pacientes portadoras de cancer de
ovario: revisdo sistematica da literatura com meta-analise em sobrevida global.
[dissertacdo]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2019.

Introducéo: Os microRNAs (miRNAs) afetam virtualmente afetar todas as funcdes
do ciclo celular incluindo proliferacdo, apoptose, diferenciacdo e tém sido associados
a varios tipos de cancer. No cancer de ovario, varios estudos tém demonstrado que 0s
miRNAs estdo expressos de forma anormal. Desta maneira os miRNAs podem agir
funcionando como supressores tumorais ou oncogenes. Objetivo: Realizar uma
revisao sistematica com meta-analise em sobrevida global sobre o papel do miRNA
no cancer epitelial de ovario como fator prognéstico e preditivo de resposta a
quimioterapia. Métodos: foi pesquisado na base de dados Pubmed as palavras
chaves “microRNA” ¢ “cancer de ovario” ou “miRNA” e “cancer de ovario” e
identificados artigos publicados até 02/02/2019 que tinham como principal assunto
miRNA e cancer de ovario. Foram considerados para inclusdo somente estudos que
relacionaram mMiRNA ao diagnostico, prognéstico e resposta a quimioterapia no
cancer de ovario. Resultados: 1.482 artigos foram encontrados, 497 preencheram os
critérios de inclusdo para revisao sistematica e 350 miRNAs foram identificados. O
status de superexpressdo ou expressdo reduzida foi descrito em tecido/células ou
plasma de cancer de ovario, tecido/célula ou plasma de tumores benignos e
tecido/célula ou plasma de pessoas saudaveis. O status de superexpressao ou
expressao reduzida foi relacionado a fatores diagndsticos, fatores prognosticos
(sobrevida global — SG - e sobrevida livre de progressdo) e fatores preditivos de
resposta como sensibilidade a platina e ao paclitaxel. miRNAs que foram citados trés
ou mais vezes foram selecionados para analise de fatores diagnosticos, prognosticos
e preditivos de resposta. Doze miRNAs preencheram o0s critérios para fatores
progndsticos e foram incluidos na meta-analise de sobrevida global. Os miRNAs
miR-145, miR-148a, miR-335e miR-23b foram classificados como fator de bom
progndstico quando superexpressos, relacionados a maior sobrevida global (SG). Por
outro lado, os miRNAs miR-25, miR200b, miR-200a, miR-429 e miR-373 foram
classificados como fator de mau progndstico, relacionados a menor SG quando
superexpressos. Para 0 miR-200c os resultados foram inconclusivos. miR-200c
estava relacionado ao aumento de sobrevida global em um artigo e, em outros dois
artigos, a reducdo da SG. Em relacdo aos miR-30a e miR-30d, os resultados nédo
permitiram uma conclusdo em termos de SG, com tendéncia a maior SG. Concluséo:
nesta revisdo sistematica foram identificados miRNAs que podem estar relacionados
ao prognostico, diagnostico e sensibilidade a quimioterapia. A analise destes 12
miRNAs relacionados a SG deve ser incluida em estudos prospectivos para
validacao.

Descritores: Neoplasias ovarianas; MicroRNAS; Prognosticos; Sobrevida global.



Abstract

Ferreira PAO. MicroRNA as potential prognostic and predictive platinum based
chemotherapy response biomarker in ovarian cancer patients: A systematic review of
literature and overall survival meta-analysis [dissertation]. Sdo Paulo: “Faculdade de
Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2019.

Introduction: microRNAs (miRNASs) all functions of cell cycle functions, including
cell proliferation, apoptosis and differentiation, and are associated to several cancers.
In ovarian cancer, studies have shown that microRNAs are abnormally expressed and
can act as oncogenes or tumor suppressor genes. Objective: To accomplish a
systematic review of literature with overall survival meta-analysis about the role of
microRNA in epithelial ovarian cancer as prognostic and predictive factor to
chemotherapy response. Methods: It was searched in PubMed database through the
search of keywords “microRNA” and “ovarian cancer” or “miRNA” and “ovarian
cancer”. Originals articles published until 02/02/2019 that had as mainly subject
microRNA (miRNA) and ovarian cancer had been included. We considered for
inclusion only studies that related microRNA to diagnostic, prognostic or response to
chemotherapy in ovarian cancer. Results: 1,482 articles were found, 497 fulfilled
inclusion criteria to systematic review and 350 microRNAs have been identified.
Their status as upregulated or downregulated were described in ovarian cancer
and/or benign tumors and/or healthy tissue/cell or serum. The status of up-
/downregulation of miRNAs had been related to diagnostic, prognostic features
(overall survival — OS - and disease free survival) and response predictive features as
response to platinum and paclitaxel. The miRNAs that have been cited three or more
times have been selected for diagnostic, prognostic and response to chemotherapy
analysis. 12 miRNAs fulfilled the criteria to prognostic features and were included in
the overall survival (OS) meta-analysis. When upregulated, miRNAs miR-145, miR-
148a, miR-335 and miR-23b may be classified as good prognosis factor related to
increased OS. By contrast, miR-25, miR200b, miR-200a, miR-429 and miR-373
when upregulated may be classified as risk factors, related to decreased OS.
Regarding miR-200c, results were inconclusive. miR-200c in one article was related
to increased OS and in other two articles with decreased OS. miR-30a and miR-30d
results do not permit a conclusion in terms of OS, with a trend to increased OS
relationship. Conclusions: In this systematic review we identified miRNAs that may
be related to prognostic, diagnostic and response to chemotherapy. The analysis of
12 miRNAs related to overall survival should be included in prospective trials for
validation.

Descriptors: Ovarian cancer; MicroRNAs; Prognostic factors; Ooverall survival.
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1 INTRODUCAO

1.1 Céancer epitelial de ovario

1.1.1 Epidemiologia

O céancer de ovario é a oitava causa mais comum de cancer no mundo entre as
mulheres e a oitava causa de mortalidade ™. A idade média das pacientes com cancer
de ovario é em torno de 60 anos e a maioria das pacientes apresenta a doenga em
estadio avancado e sdo tratadas com cirurgia seguida de quimioterapia baseada na
associacdo de platinas e taxanos 2.

Aproximadamente 75% das pacientes apresentam doenca avancada (estadios
Il e IV) ao diagnostico. No entanto, apenas 20 a 25% delas estardo vivas em 5

anos M,

1.1.2 Teorias da patogénese

1.1.2.1 Ovulacéo

A ovulacdo esta associada ao dano e subsequente reparo do epitélio ovariano
e pode levar a aquisicdo de defeitos genéticos das células do epitélio ovariano e ao
desenvolvimento de cancer de ovario em pacientes susceptiveis. Esta teoria encontra
suporte em um grande volume de evidéncias epidemioldgicas que relaciona a

ovulacéo ao cancer de ovério. Alteragdes no P53 sdo comuns no cancer de ovario e
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estas alteracOes estdo correlacionadas com o nimero de ovulacdes durante a vida
fértil da mulher. Estas alteracdes do P53 podem levar a defeitos de reparo no DNA e
aumentar a susceptibilidade ao cancer de ovario. No entanto este mecanismo ainda

n3o esta bem definido !,

1.1.2.2 Hipotese da Gonadotrofina

As gonadotrofinas circulantes estimulariam o epitélio ovariano e
promoveriam alteracBes neoplasicas. Experimentos em animais sugerem que 0
excesso de gonadotrofina e a estimulacdo estromal podem resultar do distdrbio da
inibicdo retrograda entre o ovario e a glandula pituitaria ou pela destruicdo dos
foliculos ovarianos que pode ser causada por radiacdo peélvica e exposicdo a

metabolicos toxicos M,

1.1.2.3 Hipotese hormonal
Sugere que hormdnios reprodutivos podem interagir diretamente no epitélio
ovariano para promover (estrogeno e andrdgenos) ou proteger (progestagenos) contra

a carcinogénese 1.

1.1.2.4 Hipotese inflamatoria

Infere que mediadores inflamatorios liberados durante a ovulagdo ou
concomitante a processos inflamatérios como endometriose, doenca pélvica
inflamatoria, exposicéo a talcos e asbesto poderiam causar dano ao epitélio ovariano

e/ou a tuba ovariana .
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1.1.2.5 Hipotese de origem a partir de células da tuba uterina

Todos os meses, colagenases, proteases e prostaglandinas circulam para
quebrar a barreira folicular do ovario durante a ovulacdo. Devido a proximidade da
tuba uterina, a trompa de falopio sofre um dano potencial repetitivo e subsequente
processo de regeneracdo que poderia desencadear a carcinogénese. Estudos in vitro
demonstram que as células tronco presentes na parte distal das tubas uterinas séo
capazes de diferenciagdo multi linhagem e auto renovacdo. Sendo, portanto, um

potencial local para iniciacdo de cancer seroso de ovario [,

1.2 Novos rumos no tratamento do cancer — microRNA (miRNA)

1.2.1 Definicdo de microRNA (miRNA)

MicroRNAs (miRNAs) sdo moléculas pequenas de RNA com uma extensdo
de 20 a 22 nucleotideos que atuam na regulacéo transcripcional e pds transcripcional
da expressdao génica, tendo como alvo sequéncias complementares de RNA
mensageiro . Os miRNAs tém o potencial de afetar todas as funces do ciclo
celular incluindo proliferacdo, apoptose e diferenciacdo e tem sido demonstrado que
estdo associados a varios tipos de cancer. No cancer de ovario, varios estudos
apontam que os MiRNAs estdo expressos de forma anormal . Desta maneira, os

miRNAs podem agir funcionando como supressores tumorais ou oncogenes .
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1.2.2 Sintese e biogénese do microRNAs

) 000000001

miRNA gene

l Transcription
5

)

3 Pri-miRNA i
| @
Pre-miRNA :

Reduced protein synthesis

f

miRNA degradation Reduces miRNAtranslation

RISC with single stranded
miRNA

Qa‘gc
TREP Degradation of passenger

I strand
L

Exportins

Pre-miRNA :

miRNA duplex

Fonte: Adaptado de Phran e cols. 2016 1.

Figural-  miRNA sintese e biogénese. O miRNA primério (pri-miRNA) é
codificado nas células de DNA e transcrito no nucleo pela RNA polimerase Il. O pri-
miRNA contém uma estrutura em hélice que é clivada no nucleo pela endonuclease
Dosha, juntamente a sua proteina de ligacgdo ao RNA, DGCR8. O precursor
resultante miRNA (pré-miRNA) é exportado do nucleo pela exportina-5 e
posteriormente clivado pela endonuclease Dicer junto a sua proteina de liga¢do ao
RNA, TRBP (proteina de ligacdo ao RNA de resposta a transativacdo). Apds a
separacdo das hélices, 0 miRNA maduro € incorporado ao complexo silenciador
RNA induzido (RISC) iniciando ag¢Bes regulatérias dos miRNAs

O miRNA ¢ inicialmente transcrito, no nucleo, pela enzima polimerase 1l em
uma longa molécula precursora denominada miRNA primario. Esta molécula é capaz
de criar estruturas com sequéncias de miRNAs. Essas sequéncias sdo processadas a

seguir pelas enzimas DROSHA e PASCHA em miRNA precursor (pré-miRNA) de

aproximadamente 70 nucleotideos. Este é exportado para o citoplasma e entdo
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clivado pela enzima DICER em uma fita dupla de RNA com 22 nucleotideos. Este
produto é incorporado ao complexo silenciador induzido pelo RNA (RISC) que
media a interface do RNA, uma das fitas é degradada e a outra, que ¢ 0 RNA
maduro, é utilizada para identificar alvos complementares (Figura 1) . Tem sido
demonstrado que o miRNA é capaz de ativar a expressdo génica ao interagir com
regibes complementares encontradas na zona de promocao e codificacdo, bem como

na regido néo traduzida 3’UTR do RNA mensageiro 81,

1.2.3 miRNA e cancer de ovario

1.2.3.1 Estudos com miRNA em cancer de ovario

Em 2007, lorio e cols. foram os primeiros a analisar a expressdo global de
miRNA em cancer de ovario e comparar a diferenca de expressdo em pacientes com
carcinoma de ovario e tecido ovariano sadio . Eles encontraram os miRNAs miR-
141, miR-200a, miR-200b e miR-200c superexpressos em carcinomas e 0S miR-
125b, miR-140, miR-145 e miR-199a com menor expressdo nesses tecidos. miR-140
esta localizado no cromossomo 6922, o qual se encontra frequentemente deletado em
tumores ovarianos, e este miRNA é conhecido de ter como alvo transcritos genéticos
associados com a invasdo . Em 2008, Zhang e cols. investigaram a regulagdo dos
miRNASs no cancer de ovario epitelial comparando a expressao de miRNAs em 18
linhagens celulares derivadas de tecidos com cancer de ovario com 4 linhagens de

[ Foram encontrados 35

tecidos derivados da superficie do epitélio ovariano
miRNAs diferentemente expressos entre 0s dois grupos. Somente quatro destes

estavam superexpressos em linhagens celulares de cancer de ovario (miR-26a, miR-
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26b, miR-182, e miR-103) enquanto os demais estavam suprimidos, incluindo os
supressores tumorais miRNAs let-7d e miR-127 101,

Em 2010, The Cancer Genome Atlas open access database (TCGA) analisou
a expressdo de RNA mensageiro, miRNA, promotor de metilacdo e copia de DNA de
489 tumores serosos de ovario alto grau e adicionalmente sequenciou éxons em 316
destes tumores. Este banco de dados serviu de base para estudos subsequentes, como
o0 de Yang e cols., que identificou oito miRNAs (miR-25, miR-506, miR-29¢, miR-
182, miR-128, miR-101, miR-141, e miR-200a) que juntos sdo capazes de predizer a
regulacdo de 89% da expressdo génica associada a0 miRNA 14,

Desde entdo, em varios estudos tém sido pesquisadas as diferencas de
expressao dos miRNAs entre a superficie do epitélio ovariano normal e os tecidos
com cancer de ovario e seu potencial papel diagnostico, prognostico e preditivo de
resposta ao tratamento . As duas das familias reguladoras de miRNA mais
frequentemente identificadas no cancer de ovario sao as familias: miR-200 e let-7. A
familia miR-200 € formada por 5 miRNAs (miR-200a, miR-200b, miR-200c, miR-
141, e miR-429). Apesar de alguns estudos terem como objetivo mostrar a
importancia progndstica da familia miR-200, os resultados sdo divergentes. A familia
let-7 consiste em 10 sequéncias de miRNA maduros (let-7a, let-7b, let-7c, let-7d, let-
7e, let-7f, let-7g, let-7i, miR-98, e miR-202), que sdo conhecidos por agirem como

supressores em Varios tipos de cancer, incluindo cancer de ovério .

1.2.3.2 miRNA como marcador prognostico e cancer de ovario
Apesar do miRNA ser um atraente potencial biomarcador para cancer, 0s

diferentes estudos sdo divergentes a respeito de qual a real implicagdo na
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identificacdo de miRNAs e como eles se correlacionariam com os desfechos clinicos.
Isto poderia ser explicado pelos diferentes métodos utilizados para analise, diferentes
subtipos de cancer, heterogeneidade tumoral e diferentes coortes analisadas nos
estudos . Os estudos mais importantes, e alguns deles foram citados acima,
identificaram os diversos miRNAs como fatores prognoésticos em cancer de ovario.
Em um estudo com 360 pacientes com cancer de ovario, Zhang e cols. encontraram
miR-205 e let-7f como potenciais biomarcadores de diagnostico precoce. A
combinacdo de elevada expressdo de miR-205, baixa expressdo de let-7f e elevada
dosagem de CA125 aumentaram a acuracia diagnostica para cancer de ovario

estadio 1 1%,

1.2.3.3 miRNA como preditor de sensibilidade a quimioterapia

Um dos maiores desafios no tratamento de cancer é o desenvolvimento de
resisténcia aos quimioterapicos. Um dos primeiros miRNAs identificados como
potenciais supressores da resisténcia a quimioterapicos é a familia do let-7, sendo
posteriormente observado que niveis baixos de let-7 estariam correlacionados com
menor sobrevida (.

Sorrentini e cols. foram pioneiros no estudo de miRNAs alterados em células
tumorais quimioresistentes e identificaram miRNAs (let-7e, miR-30c, miR-125b,
miR-130 e miR-335) que estavam diversamente expressos nas células resistentes 2.
A seguir, Eitan e cols. identificaram miRNAs que prediziam resposta a quimioterapia
baseada em platina e relataram 18 miRNAs que se encontravam diferencialmente
expressos entre estadios | e Il e sete miRNAs que estavam diferencialmente

expressos, de maneira significativa, entre pacientes quimiossensiveis e
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quimiorresistentes: miR-27a, miR-23a, miR-30c, let-7g, miR-199a-3p, miR- 378, e
miR-625. A alta expressdo de cinco miRNAs (miR-27a, miR-23a, miR-449b, miR-
21, miR-24-2) mostrou correlagio com baixa sobrevida ¥, Ja Bagnoli e cols.
identificaram um conjunto de oito miRNAs (miR-506, miR-509-5p, miR-509-3p,
miR-508-3p, MiR-514, miR-507, miR-513a-5p, miR-513b) localizados no locus
chrXq27.3, que estavam suprimidos em pacientes com recidiva precoce, estadio

avancado e também associados & menor sensibilidade a quimioterapia 4!,

1.2.3.4 miRNA circulante e cancer de ovario

Nos dltimos anos, estudos identificaram a presenca de miRNA no sangue
periférico e provaram ser esta uma estrutura estavel por ser constituida por complexo
de proteinas ou por estar incorporada dentro de microvesiculas como os exomas que
sd0 resistentes a degradacdo por RNAses . Em 2008, Taylor e cols. conduziram o
primeiro estudo que identificou miRNAs circulantes no soro de 50 pacientes com
cancer de ovario e comparou com a expressdo de miRNAs de células do tecido de
pacientes com cancer de ovario, com a expressao de miRNAs no soro de pacientes
com doencas benignas e de pessoas sadias ™.

Foram encontrados 218, de 467 miRNAs testados, expressos em ambos
(tecidos de cancer de ovario e nos exomas) avaliados e a maioria deles estava
expressa de maneira semelhante. No mesmo ano, Resnick e cols. compararam 0
perfil de expressdo de miRNA no soro de 28 pacientes com cancer de ovario com o
perfil de 15 pacientes sadios e encontraram cinco MIRNAS que estavam
superexpressos nos pacientes com cancer de ovario (miR-21, miR-92, miR-93, miR-

126 e miR-29a) enquanto trés miRNAs (miR-155, miR-127 e miR-99b) estavam
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suprimidos. No entanto, estes achados devem ser confirmados em estudos

posteriores [

1.2.3.5 miRNA circulante e correlacdo com sobrevida global

miRNAs também tém sido correlacionados com sobrevida global (SG). Em
2013, Hong e cols. identificaram superexpressdao do miR-221em 96 pacientes com
cancer de ovario e comparou com grupo controle (individuos sadios) [
Posteriormente, ele observou que o nivel de miR-221 estava significativamente
relacionado com o estddio FIGO (International Federation of Gynecology and
Obstetrics) e grau histoldgico. miR-221 elevado mostrou ser um fator prognostico
desfavoravel para SG ¢,

Gao e cols. demonstraram que o nivel estava diminuido nos estadios iniciais

qguando comparado aos mais avancados, enquanto os niveis de miR-141 estavam

mais elevados nos estadios iniciais 1.

1.2.3.6 O potencial terapéutico do miRNA circulante

Van Jaarsveld demonstrou em seu estudo, que a superexpressdo do miR141
(da familia do miR-200) aumenta a resisténcia a platinas, possivelmente de modo
direito, através do seu alvo KEAP1 (Kelch-like ECH-associated protein 1) que €
suprimido por esta ligagdo. Adicionalmente, demonstraram que a inibigdo desta via
contribuiria para reverter a resisténcia a platina, o que sugeriria 0 miR141 como um
futuro alvo para tal objetivo. Por outro lado, Liu e cols. demonstraram que o0 miR-
506 ¢ um potencial alvo para aumentar a sensibilidade & quimioterapia ™. Ja, a

expressao elevada de miR-214 tem sido reportada em varios tipos de cancer e tem
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sido associada & quimiorresisténcia e metastase ). miR-214 suprime p53 e aumenta
a sensibilidade a quimioterapia.

Frente ao exposto, concluimos que os miRNAs podem desempenhar um
papel importante na carcinogénese dos tumores epiteliais de ovéario e pretendemos
avaliar prospectivamente a correlacdo entre a expressao de miRNAs e sobrevida livre
de progressdao (SLP), SG, taxa de citorreducdo cirdrgica apés a quimioterapia
neoadjuvante, bem como correlacionar a expressdao de miRNAs e o diagndstico de
recidiva. Para tanto, foi realizada uma revisdo sistematica com meta-analise em SG
incluindo os miRNAs mais relevantes na literatura com o objetivo de identificar os
miRNAs com potencial correlacdo com os desfechos descritos acima para serem

validados em futuro estudo prospectivo.
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo primario

Identificar os microRNAs (miRNAs) no cancer de ovario relacionados a
fatores prognosticos e fatores preditivos de resposta a quimioterapia baseada em

platina.



3 Materiais e Métodos
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Estratégia de busca

Foi pesquisado na base de dados do PubMed todos os artigos publicados até
02/02/2019 usando as seguintes palavras chave: “microRNA” e “cancer de ovario”
ou “miRNA” e “cancer de ovario” por duas pesquisadoras independentes sem
nenhuma restricdo inicialmente. Os artigos duplicados foram excluidos e,
posteriormente, os artigos foram avaliados de acordo com os critérios de inclusdo e

exclusio.

3.2 Critérios de inclusao

- Estudos que demonstraram relacdo entre aumento ou reducdo da expressdo de

mMiRNA no cancer de ovario e:

Sobrevida global

- Sobrevida livre de progresséo

- Resisténcia a quimioterapia (cisplatina e/ou paclitaxel)

- Sensibilidade a quimioterapia (cisplatina e/ou paclitaxel)
- Proliferacdo celular e/ou migracao

- Diagnostico
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3.3 Critérios de exclusao

- Estudos que avaliaram outros tumores e ndo somente cancer de ovario
- Estudos que avaliaram cancer de ovario ndo epitelial

- Estudos que ndo avaliaram cancer de ovario

- Artigos de revisdo

- Estudos em tecidos animais.

Os artigos foram avaliados por duas pesquisadoras separadamente e as
divergéncias foram analisadas por uma terceira pesquisadora que qualificou os
artigos como apto ou ndo apto para serem incluidos na revisdo sistematica. Os
critéerios PRISMA foram adotados para realizacdo da meta-analise: http://prisma-
statement.org/PRISMAStatement/PRISMAStatement.aspx.

A maioria dos miRNAs encontrados foram citados uma ou duas vezes e foi
considerado como evidéncia insuficiente para a analise. mMiRNAS citados trés ou
mais vezes foram considerados para analise final. Diferentes funcdes e expressdes de
miRNAs foram organizadas em cinco tabelas de acordo com seu propdésito

especifico.

3.4 Andlise estatistica

Para construgdo da meta-andlise que correlaciona expressdo de miRNAs com
sobrevida global foi considerado hazard ratio (HR) como medida de associagdo e o

intervalo de confianca de 95%. O grafico de forest plot foi construido para apresentar


http://prisma-statement.org/PRISMAStatement/PRISMAStatement.aspx
http://prisma-statement.org/PRISMAStatement/PRISMAStatement.aspx
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os dados de hazard ratio e os intervalos de confianca. A heterogeneidade dos estudos
foi avaliada pelo teste 1° sob hipétese nula de ndo heterogeneidade entre os estudos.
A medida de resumo foi calculada por familia considerando o tamanho da amostra
assim como o peso de cada estudo. O grafico de forest plot representa a medida de
associacdo de cada estudo. As analises foram realizadas no programa STATA para

Windows 1.1v.
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4 RESULTADOS

4.1 Resultados gerais

Usando as palavras chaves “cancer de ovario” e “miRNA” ou “cancer de
ovario cancer” e “microRNA”, 1.482 artigos foram encontrados. Apods a exclusdo de
546 artigos duplicados, 936 foram avaliados para os critérios de inclusdo e exclusdo.
Finalmente, 497 artigos foram selecionados para a revisdo sistematica (Figura 2).
Nos 497 artigos selecionados, foram identificados 350 miRNAs (Figura 3).

A maioria dos miRNAs foi citada uma ou duas vezes nos 497 artigos
selecionados. Com o objetivo de selecionar os mais citados na literatura e estudar
estes miRNAs com maior complexidade foi adotada a estratégia de selecionar os
miRNAs que foram citados trés ou mais vezes para a revisdo sistematica da
literatura. Em cada artigo foram encontrados diferentes tipos de informacdes
relacionados aos miRNAs. Foram construidas cinco tabelas que correlacionaram os

miRNAs citados trés ou mais vezes a uma finalidade especifica.
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Estudos identificados no
PubMed
n=1.482
Artigos duplicados excluidos
—_— n =546
Artigos selecionados Critérios de excluso (439)
n= 936 - miRNA ndo era principal
assunto (n= 315)
- Artigos de reviséo (n=72)
_—
- Capitulo de livro (n=2)
- Lingua ndo inglesa (n=14)
Artigos incluidos na revisao - Assunto ndo era cancer de
sistematica ovario (n=30)
n= 497 - Céancer de ovério germinativo
(n=3)
- Céncer de ovério pediatrico
(n=1)
- Tecido de galinha (n=1)
- Retirado posteriormente pelos
autores (n=1)
Figura2-  Fluxograma de identificacdo e selecdo de artigos para reviséo

sistematica da literatura
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miRNAs encontrados em 497
artigos incluidos

n =350

miRNAs citados 3 ou mais
vezes nos artigos selecionados

n= 60

miRNAs excluidos que foram
citados menos de 3 vezes

N= 290

MiRNAS relacionados a
sobrevida global citados 3 ou
mais vezes

n=23

miRNAs excluidos por nédo
reportarem diretamente
sobrevida global

n= 37

miRNAs incluidos na meta-
analise

n=12

miRNAs excluidos por nédo
apresentarem 0s dados
estatisticos necessarios para
realizacdo da meta-analise

n=11

Figura 3 - Fluxograma de selecdo de miRNAs para meta-andlise de sobrevida global
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4.2 Expressdo de miRNAs para analise diagnostica

A expressdo dos miRNAs nas amostras de cancer de ovario foi comparada a
amostras de tecidos de tumores benignos/saudaveis. Os miR-125b, miR-126, miR-
1307, miR-182, miR-23a, miR-27a, miR-200b, miR-200c-3p, miR-205, miR-221,
miR-30d, miR-31, miR-375, miR-429, miR-509-3p ,miR-9, let-7a, let-7d, let-7c e
let-7f estavam super expressos nas amostras de cancer de ovario comparadas as
amostras de tecido de tumores benignos/saudaveis em todos os estudos. Por outro
lado, os miR-139-5p, miR-149, miR-199a-3p, miR23b, miR363, miR-409-3p e miR-
494 apresentaram baixa expressdo nas amostras de cancer de ovario comparadas as
amostras de tumor benigno/saudaveis em todos os estudos. (Tabela 1)

Os miR-106a, miR-145, miR-148a, miR-152, miR-199a, miR-497, miR-93 e
a familia let-7 apresentaram mais de uma divergéncia na sua expressao em amostras
de céncer de ovario quando comparadas as amostras de tecidos tumores
benignos/saudaveis. Foi identificado que os miR-155, miR-200a, miR-200c, miR-
506, miR-130b, miR-133a, miR-137, miR-141, miR-193b, miR-21, miR-22, miR-25,
miR-29b, miR-335 e let-7b estavam superexpressos nas amostras de cancer de
ovario quando comparado a expressdo em amostras de tecidos de tumores
benignos/saudaveis em todos os estudos exceto um, em cada grupo em que estavam

reduzidos. (Tabela 1)
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Tabelal- Expressdo diferencial de miRNAs entre cancer de ovario e tecidos
saudaveis/tumores benignos

Expressao miRNA em cancer

miRNA Tecido* IE:arI]SlzgriT de ovario vs tecido Referéncia
saudavel/tumor benigno***
miR-106a néo sim aumentada [20]
miR-106a sim sim reduzida [21]
miR-106a sim sim aumentada [22]
miR-106a ndo sim aumentada [23]
miR-106a ndo sim reduzida [24]
miR-125b sim sim aumentada [25]
miR-125b ndo sim aumentada [26]
miR-125b sim sim aumentada [27]
miR-125b nédo sim aumentada [28]
miR-125b sim sim aumentada [29]
miR-125b néo sim aumentada [30]
miR-125b néo sim aumentada [31]
miR-126 sim nédo aumentada [32]
miR-130b sim sim reduzida [33]
miR-130b nédo sim aumentada [34]
miR-130b sim sim aumentada [35]
miR-133a nédo sim aumentada [26]
miR-133a sim sim aumentada [36]
miR-133a sim sim reduzida [37]
miR-137 sim sim aumentada [38]
miR-137 sim sim reduzida [39]
miR-137 néo sim aumentada [40]
miR-139-5p sim sim reduzida [41]
miR-139-5p sim sim reduzida [42]
miR-1307 sim sim aumentada [43]
miR-141 ndo sim aumentada [44]
miR-141 nédo sim aumentada [45]
miR-141 sim sim aumentada [46]
miR-141 sim sim aumentada [47]
miR-141 sim sim aumentada [48]
miR-141 nédo sim reduzida [49]
miR-145 sim sim reduzida [46]
miR-145 néo sim aumentada [50]
miR-145 sim sim aumentada [51]
miR-145 sim sim aumentada [52]
miR-145 néo sim aumentada [53]
miR-145 sim sim aumentada [54]
miR-145 sim sim reduzida [55]
miR-145 sim sim aumentada [56]
miR-148a sim sim reduzida [57]
miR-148a sim sim reduzida [58]
miR-148a sim sim aumentada [59]
miR-148a sim sim aumentada [60]
miR-149 sim sim reduzida [61]
miR-152 sim sim reduzida [59]
miR-152 sim sim reduzida [62]
miR-152 ndo sim aumentada [63]
miR-152 ndo sim aumentada [64]
miR-155 néo sim aumentada [65]

continua
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Tabelal- Expressdo diferencial de miRNAs entre cancer de ovario e tecidos
saudaveis/tumores benignos (continuagéo)

Expressdao miRNA em cancer

miRNA Tecido* ELTSIZ%iT de ovario vs tecido Referéncia
saudavel/tumor benigno***
miR-155 néo sim aumentada [66]
miR-155 ndo sim aumentada [67]
miR-155 sim nédo reduzida [68]
miR-182 ndo sim aumentada [69]
miR-182 sim nédo aumentada [70]
miR-182 ndo sim aumentada [71]
miR-182 sim sim aumentada [72]
miR-182 sim sim aumentada [73]
miR-193b néo sim aumentada [74]
miR-193b sim sim reduzida [75]
miR-193b néo sim aumentada [76]
miR-199a sim sim aumentada [31]
miR-199a nédo sim aumentada [77]
miR-199a sim sim aumentada [78]
miR-199a nédo sim reduzida [79]
miR-199a sim sim reduzida [46]
miR199a-3p sim sim reduzida [80]
miR-21 sim nao aumentada [68]
miR-21 sim sim aumentada [81]
miR-21 sim nédo aumentada [82]
miR-21 sim nédo aumentada [83]
miR-21 sim sim reduzida [84]
miR-21 ndo sim aumentada [85]
miR-21 néo sim aumentada [86]
miR-22 nédo sim aumentada [87]
miR-22 sim sim aumentada [88]
miR-22 sim nao reduzida [89]
miR-22 nédo sim aumentada [90]
miR-25 sim sim aumentada [71]
miR-25 sim nédo aumentada [91]
miR-25 sim sim aumentada [92]
miR-25 sim sim reduzida [93]
miR-23ai sim nédo aumentada [94]
miR-23b sim nédo reduzida [94]
miR-23b sim sim reduzida [95]
miR-27a nédo sim aumentada [96]
miR-27a nédo sim aumentada [97]
miR-27a sim nao aumentada [98]
miR-29b sim sim reduzida [99]
miR-29b sim sim aumentada [100]
miR-29b ndo sim aumentada [101]
miR-200a sim sim aumentada [46]
miR-200a sim sim aumentada [47]
miR-200a sim nédo aumentada [102]
miR-200a sim nédo aumentada [103]
miR-200a sim nédo aumentada [104]
miR-200a ndo sim aumentada [105]
miR-200a sim sim aumentada [106]

continua
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Tabelal- Expressdo diferencial de miRNAs entre cancer de ovario e tecidos
saudaveis/tumores benignos (continuagéo)

Expressdao miRNA em cancer

miRNA Tecido* ELTSIZ%iT de ovario vs tecido Referéncia
saudavel/tumor benigno***

miR-200a sim nédo reduzida [107]
miR-200a ndo sim aumentada [108]
miR-200a sim nédo aumentada [95]
miR-200b sim nédo aumentada [102]
miR-200b sim nédo aumentada [103]
miR-200b sim nédo aumentada [104]
miR-200b néo sim aumentada [105]
miR-200b sim nédo aumentada [109]
miR-200c sim nédo aumentada [102]
miR-200c sim nédo aumentada [103]
miR-200c sim nédo aumentada [104]
miR-200c sim nédo aumentada [110]
miR-200c nédo sim reduzida [111]
miR-200c sim sim aumentada [112]
miR-200c nédo sim aumentada [113]
miR-200c nédo sim aumentada [114]
miR-200c sim sim aumentada [115]
miR-200c nédo sim aumentada [45]
miR-200c sim sim aumentada [46]
miR-200c-3p néo sim aumentada [116]
miR-200c-3p sim nédo aumentada [117]
miR-200c-3p néo sim aumentada [45]
miR-205 sim sim aumentada [118]
miR-205 sim nédo aumentada [119]
miR-205 nédo sim aumentada [120]
miR-221 sim nao aumentada [121]
miR-30d sim sim aumentada [122]
miR-30d nédo sim aumentada [123]
miR-30d nédo sim aumentada [124]
miR-31 sim sim aumentada [115]
miR-31 néo sim aumentada [125]
miR-31 néo sim aumentada [126]
miR-335 néo sim aumentada [127]
miR-335 sim nédo reduzida [128]
miR-335 sim sim aumentada [129]
miR-363 sim sim reduzida [130]
miR-375 sim sim aumentada [43]
miR-375 nédo sim aumentada [131]
miR-409-3p sim nédo reduzida [132]
miR-409-3p néo sim reduzida [133
miR-429 sim nédo aumentada [117]
miR-429 sim sim aumentada [134]
miR-429 ndo sim aumentada [135]
miR-429 ndo sim aumentada [136]
miR-429 sim sim aumentada [71]
miR-494 ndo sim reduzida [133]
miR-494 sim sim reduzida [137]
miR-497 sim sim reduzida [138]

continua
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Tabelal- Expressdo diferencial de miRNAs entre cancer de ovario e tecidos
saudaveis/tumores benignos (concluséo)

. Expressao miRNA em cancer
Linhagem

miRNA Tecido* celular de ovario vs tecido Referéncia
saudavel/tumor benigno***
miR-497 sim sim aumentada [139]
miR-497 sim sim reduzida [140]
miR-497 sim sim aumentada [141]
miR-506 sim sim aumentada [142]
miR-506 sim nédo aumentada [143]
miR-506 sim sim aumentada [144]
miR-506 néo sim reduzida [145]
miR-509-3p néo sim aumentada [146]
miR-509-3p sim sim aumentada [147]
miR-509-3p sim nédo aumentada [117]
miR-9 néo sim aumentada [148]
miR-9 sim sim aumentada [149]
miR-9 sim nao aumentada [150]
miR-9 sim sim aumentada [151]
miR-9 sim nao aumentada [152]
miR-93 sim sim reduzida [134]
miR-93 sim nao aumentada [153]
miR-93 sim sim aumentada [154]
miR-93 sim sim reduzida [71]
Familia let 7 néo sim aumentada [148]
Familia let 7 sim sim reduzida [155]
let7b sim sim aumentada [156]
Familia let 7 ndo sim reduzida [157]
let 7d sim sim reduzida [158]
Familia let 7 sim sim aumentada [159]
Familia let 7 nédo sim aumentada [160]
let7 a sim nao reduzida [161]
let 7¢ nédo sim reduzida [162]
let 7b sim sim reduzida [163]
let 7f sim ndo reduzida [119]
let 7i ndo sim aumentada [164]

* Foi avaliado em tecido humano

** Foi avaliado em linhagem celular

*** Foi realizada comparagdo da expressdo de microRNA entre tecido/plasma/célula de tumor de ovario e
tecido/plasma/linhagem celular de pacientes saudaveis e/ou tumores benignos

miRNA (microRNA)
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4.3 Expressdo de miRNAs para andlise de proliferacdo celular

miRNAs relacionados a proliferacdo celular foram avaliados e 0os miR-106a,
miR-182, miR-25, miR-200a, miR-200c-3p, miR-203, miR-205, miR-221, miR-30d
e miR-603, quando aumentados, estavam relacionados ao aumento da proliferacédo
celular. Por outro lado, os miR-125b, miR-130b, miR-133a, miR-137, miR-145,
miR-148a ,miR-149, miR-152 miR-199a, miR-22, miR-23b, miR-29b, miR-200c ,
miR215, miR-34a, miR-34c, miR-363, miR-429, miR-494, miR-497, miR-506, miR-
509-3p, MiR-9 e let-7b estdo associados a reducdo da proliferacdo celular quando
aumentados. A reducdo dos miR-193b e miR-199a-3p esta relacionada ao aumento

da proliferacéo celular. (Tabela 2)
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Tabela2 -  microRNAs relacionados a proliferacdo celular/migracéao e invasdo
. . Linhagem  Expressao de x
* **k*k
MiRNA Tecido celular* MIRNA %% Alvo Acéo Ref
miR-106a 33 CEOSAG e 6 tecidos benignos sim aumentado reduz BCL10 e caspase-7 aumenta proliferacéo celular [21]
. . . . . aumenta proliferacdo
miR-106a 15 CEO e tecido adjacentes normais sim aumentado aumenta PTEN S x [22]
celular/migracdo e invasdo
miR-125b 55 CEO e tecidos adjacentes normais sim aumentado reduz SET reduz TEM, migracéo e invaséo [25]
miR-125b 20 CEO e 7 tecidos benignos sim aumentado reduz EIF4AEBP1 reduz invasdo e migragao [27]
miR-125b 28 EOC e 11 tecidos normais sim aumentado reduz BCL2 St pro';:\?/;i%? CEUEre [28]
miR-125b 20 CEOSAG e 10 tecidos normais sim aumentado reduz BLC3 reduz proliferacéo celular [29]
miR-125b 33 CEOSAG e 7 tecidos normais sim aumentado reduz HIF-1a/VEGF reduz angiogénese [31]
miR-130b 100 CEO e 20 tecidos normais sim aumentado reduz RUNX3 reduz migracédo e invasdo [35]
miR-133a 16 CEOQ e 8 tecidos normais sim aumentado reduz IGF1R-3'UTR reduz proliferacéo celular [36]
miR-133a 70 CEO e 26 tecidos normais sim aumentado ND reduz crescn;]sg;(t)ozeelular ¢ induz [37]
miR-137 30 CEO e 30 tecidos normais sim aumentado reduz MMP-2 e MMP-9 TRl crescm?ﬁ\r;;zécglular, TEMe [38]
miR-137 50 CEQ e 50 tecidos adjacentes sim reduzido aumenta SNAIL aumenta TEM e crescimento [39]
normais celular

miR-137 20 CEO e 10 tecidos normais sim aumentado reduz AEG-1 reduz TEM e crescimento celular [40]
miR-145 ﬁgrcmig € 50 tecidos adjacentes sim aumentado reduz -MYC reduz proliferacéo celular [51]
miR-145 38 CEO e 6 tecidos normais sim aumentado reduz TRIM2 reduz proliferacéo celular [52]
miR-145 gée(():ldos normais 12 CEO e 12 soro sim aumentado reduz P70S6K1 e MUC1  reduz proliferacéo celular/invaséo [54]
miR-145 76 CEOSAG sim aumentado reduz MTDH reduz crescimento celular/invaséo [53]
miR-148a 78 e 17 tecidos normais sim aumentado ND reduz proliferacéo celular [57]
miR-148a 20 CEO e 20 tecidos adjacentes sim aumentado reduz S1PR1 reduz proliferacéo celular [59]
miR-148a 102 CEO plasma e 70 plasmas sim reduzido ND aumenta proliferacéo celular, [58]

normais

migracéo e invasdo

continua
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Tabela2 -  microRNAs relacionados a proliferacdo celular/migracéao e invasdo (continuacédo)
. . Linhagem  Expressdo de x
* **k*%k
miRNA Tecido celular* MIRNA %% Alvo Acéo Ref
miR-149 58 CEO e tecidos adjacentes normais sim aumentado bloquelaéﬂiﬁﬁl)’ 23 reduz proliferacdo celular [61]
. . . reduz proliferagéo celular,
miR-152 sem tecido sim aumentado ND migracio e invasio [165]
miR-152 78 CEO e 17 tecidos normais sim aumentado ND reduz proliferacéo celular [59]
. . . . aumenta crescimento
miR-182 13 CEO e 2 tecidos normais sim aumentado reduz PDCD4 celular/migragio [72]
. . . . aumenta HMGAZ2, reduz aumenta invaséo e proliferagdo
miR-182 56 CEOSAG e 21 tecidos normais sim aumentado MTSS1 e BROAL celular [73]
miR-193b 7 CEO_SAG e 7 tecidos adjacentes sim reduzido aumenta UPA aumenta prgllferggao celular e [75]
normais invasdo
. . . . inibe P70S6K1 e VEGF, reduz angiogénese e proliferagdo
miR-199a 33 CEO e 7 tecidos normais sim aumentado reduz HER? e HER3 celular [23]
. . reduz proliferacdo celular, invaséo
miR-199a 9 CEO sim aumentado reduz CD44 e ABCG2 e metastases [78]
. 115 CEO e tecidos normais q q aumenta DDR1 e reduz c- L
miR-199a-3p adjacentes sim reduzido Met aumenta agressividade tumoral [137]
. . . . aumenta proliferagdo celular,
miR-199a-3p  sem tecido sim reduzido ND invasio e migracio [166]
31 CEO plasma, 23 plasmas de
miR-22 tumores benignos e 8 plasmas sim aumentado reduz EZRIN reduz metastases [88]
normais
miR-23b 116 CEO e 5 tecidos normais sim reduzido reduz RUNX2 aumenta proliferagdo celular [95]
miR-23b sem tecido sim aumentado aumenta RUNX2 reduz_cresglmepto ce~lular, [121]
migragdo e invasao
miR-25 18 CEO e tecidos adjacentes normais sim aumentado inibe LATS2 aumenta proliferacao celular e [92]

motilidade

continua
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Tabela2 -  microRNAs relacionados a proliferacdo celular/migracao e invasdo (continuacéo)
. . Linhagem  Expressdo de ~
* *k*k

mMiRNA Tecido celular* MIRNA %% Alvo Acéo Ref
miR-25 6 CEO e 6 tecidos normais adjacentes sim reduzido NA 23 prollfe;sgg(t)ozzlular O [93]
miR-29b 2&;%2,{:330 tecidos normais sim aumentado reduz AKT2 e AKT3 reduz progressao celular [100]
miR-200a 55 CEO e tecido adjacente sim aumentado reduz PTEN aumenta invasdo e migracéo [95]
miR-200a 32 CEO e tecido adjacente sim aumentado reduz PTEN aumenta proliferagdo celular [167]
miR-200c 48 CEO e 30 tecidos normais sim aumentado reduz ZEB2 reduz invaséo e migracdo [112]
miR-200c-3p 54 CEO e 9 tecidos normais nao aumentado reduz ZEB1 e ZEB2 aumenta metastases [168]
miR-203 sem tecido sim aumentado reduz BIRC5 aumenta crr(re]sizlrr;;anoto SEIETE [169]
miR-205 110 CEO e 20 tecidos normais sim aumentado reduz ZEB1 aumenta migracdo [118]
miR-205 gg?milizso EE QAN RIS sim aumentado reduz ZEB1 e ZEB2 aumenta migracéo e invaséo [119]
miR-215 48 CEO e tecidos normais adjacentes sim aumentado reduz RUNX2 reduz proliferacdo celular [170]
miR-221 30 CEO e tecidos normais adjacentes sim reduzido ND reduz proliferacéo celular [171]
miR-30d 330 CEO sim aumentado aumenta CASP3 aumenta proliferagdo celular [122]
miR-34a sem tecido sim aumentado aumenta BMF reduz proliferacéo celular [172]
miR-34a sem tecido sim aumentado reduz HDAC1 reduz proliferacéo celular [173]
miR-34c sem tecido sim aumentado reduz AXL iEeln promg:zggg el [174]
miR-363 50 CEO e tecidos normais sim aumentado reduz CDK6 e CDC25A reduz migracdo e invasao [130]
miR-429 180 CEO e 66 tecidos normais sim aumentado reduz ZEB1, ZEB2 reduz proliferacdo celular [134]
miR-494 25 CEO e tecidos normais adjacentes sim aumentado reduz NOB1 reduz proliferacdo celular [175]
miR-494 96 CEO e tecidos normais adjacentes sim aumentado reduz FGFR2 reduz proliferacdo celular [137]
miR-497 26 CEO e 26 tecidos normais sim aumentado aumenta PAX2 reduz proliferacdo celular [141]

adjacentes

continua
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Tabela2 -  microRNAs relacionados a proliferacao celular/migracao e invasdo (concluséo)

. . Linhagem  Expressdo de x

* **k*%k

mMiRNA Tecido celular* MIRNA %% Alvo Acéo Ref
miR-497 30 CEO e 30 tecidos normais sim reduzido aumenta SMURF1 aumenta invasdo e migracgéo [138]

. . . . reduz . x
miR-497 96 CEO e 30 tecidos normais sim aumentado VEGERA e SMURF1 reduz proliferagdo celular e TEM [139]
miR-506 468 CEO sim aumentado reduz RAD51 reduz proliferacéo celular [143]
miR-506 240 CEO sim aumentado reduz SNAI2 reduz pro"fer;"}zfgg%‘i)'“'ar’ TEMe 11441
miR-509-3p 157 HGSOC sim aumentado reduz YAP1 reduz migracéo e invasdo [147]
miR-508-3p 999 CEO sim aumentado aumenta SIRT1 induz TEM [176]
miR-603 30 CEO e tecidos normais sim aumentado ND aumenta prrg:gggggo CEEre [177]
miR-9 4 CEO e 4 tecidos adjacentes normais sim aumentado reduz NF-Kappaf1 reduz cr:rsct):llir;;e;ggc;gelular € [149]
let7b 110 CEO retirados do TGCA sim aumentado TR [ IEA, 1L, reduz proliferacéo celular [156]

CCND1 e LIN28B

* Foi avaliado em tecidos humanos
** Foi avaliado em linhagens celulares

*** Foi correlacionado a expressdo de microRNA, proliferagdo celular, migracéo, invasdo e crescimento celular
miRNA= microRNA; ND= ndo disponivel; CEO= cancer epitelial de ovario; CEOSAG= cancer epitelial de ovario seroso de alto grau; TGCA= The Cancer Genome Atlas open access

database; TEM= transicao epitélio mesénquima; Ref= referéncia
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4.4 Expressdo de miRNAs para analise de sobrevida global (SG)

miRNAs relacionados a SG foram analisados: a reducdo de SG estava
associada a reducdo da expressdo dos miR-106a, miR-139, miR-145, miR-148a,
miR-182, miR-22, miR-23b, miR-29b, miR-30a, miR-335, miR-497 e ao aumento da
expressao dos miR-141, miR-149, miR-20a, miR-21 miR-23a, miR-25, miR-27a,
miR-200b, miR-203 , miR-221, miR-30d e miR-363 em todos os estudos. Houve
uma relacdo entre maior SG e aumento da expressao dos miR-506 e miR-9 e reducéo
da expressao dos miRNAs let-7a e let-7d em todos os estudos. Foram identificadas
divergéncias entre o status de expressdo aumentada ou reduzida para os miR-200a,

miR200c, miR-200c-3p, miR-30d, miR-429 e miR-509-3p e SG. (Tabela 3)
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Tabela 3 — miRNAs relacionados a sobrevida global

Expressao de

1 1 * 1 * 1 *k%

mMiRNA Tecido Linhagem celular MIRNA %+ Alvo Sobrevida Ref

miR-106a 33 CEO seroso e 6 tumores sim reduzida reduz BCL10 e caspase-  reduz SG [21]
serosos benignos 7

miR-139-5p 46 CEO e 46 tecidos normais  sim reduzida aumenta ROCK2 reduz SG [41]

miR-141 894 pacientes (3 coortes) sim aumentada ND reduz SG [117]

miR-141 203 CEO ndo aumentada ND reduz SG [178]

miR-145 5 CEO seroso alto grau e 5 sim reduzida aumenta metadrina reduz SG [53]
tecidos tuba adjacente. (MTDH)

miR-145 74 CEO seroso alto grau, 10 sim reduzida aumenta HMGA2 reduz SG [56]
tecidos tumores benignos

miR-148a 102 CEO plasma e 70 sim reduzida aumenta S1PR1/G, reduz SG [58]
plasmas normais reduz XIAP

miR-149 58 CEO e 58 tecidos normais  sim aumentada ND aumenta SG [61]

miR-182 47 CEO e 26 tecidos normais  néo reduzida reduz MICA/B reduz SG [179]

miR-20a 34 CEO e 20 tecidos normais  sim aumentada ND reduz SG [180]

miR-21 43 CEO e 43 tecidos nao aumentada aumenta proteina HE4 reduz SG [82]
adjacentes

miR-21 94 plasmas CEO e 40 ndo aumentada ND reduz SG [83]
plasmas normais

miR-22 109 CEO e tecidos normais nao reduzida aumenta ERa reduz SG [89]
adjacentes

miR-23a 50 CEO e tecidos normais nao aumentada ND reduz SG [94]

miR-23b 50 CEO e tecidos normais néo reduzida ND reduz SG [94]

miR-23b 116 CEO e 5 tecidos normais  ndo reduzida aumenta RUNX2 reduz SG [95]

continua
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Tabela 3 — miRNAs relacionados a sobrevida global (continuacéo)

Expressao de

1 1 * i * 1 **k*k

mMiRNA Tecido Linhagem celular MIRNA %+ Alvo Sobrevida Ref

miR-25 86 CEO e tecidos normais ndo aumentada ND reduz SG [91]
adjacentes

miR-27a 57 CEO endometrioides e ndo aumentada aumenta glicoproteina P reduz SG [98]
Serosos resistentes vs. e MDR1
sensiveis a CDDP

miR-29b 160 CEO e 30 tecidos sim reduzida aumenta MAPK10, reduz SG [99]
normais ATGY9A, MCL1

miR-200a 100 CEO e 50 tecidos ndo aumentada ND reduz SG [102]
normais / doenca benigna

miR-200a 70 CEO e 70 tecidos normais  nédo aumentada reduz ZEB1, ZEB2 e reduz SLP [104]

TGFp2; supressor de E-
caderina

miR-200a 55 CEO sim aumentada ND aumenta SG [181]

miR-200b 100 CEO e 50 tecidos ndo aumentada ND reduz SG [102]
normais / doenca benigna

miR-200b 163 CEO exossomas e 20 ndo aumentada reduz ZEB e ZEB2 reduz SG [103]
tumores benignos

miR-200b 51 CEO, 25 tecidos normais  ndo aumentada ND reduz SLP [109]
e 25 tumores benignos

miR-200b 144 CEO nao aumentada ND reduz SG [182]

miR-200c 144 CEO ndo aumentada ND reduz SG [182]

miR-200c 100 CEO e 50 tecidos nao aumentada ND reduz SG [102]

normais / tumores benignos

continua
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Tabela 3 — miRNAs relacionados a sobrevida global (continuacéo)

. . Linhagem Expresséo de .
* **k*k
mMiRNA Tecido celular* MIRNA %% Alvo Sobrevida Ref
miR-200c 163 exossomas CEO e 20 tecidos benignos  ndo aumentada reduz ZEB e ZEB2 reduz SG [103]
miR-200c 70 CEO e 70 tecidos normais néo aumentada reduz ZEB1, ZEB2 e TGFf2 reduz SLP [104]
supressor de E-caderina
miR-200c 74 CEO ,19 borderline e 50 tecidos nao aumentada ND aumenta SG [110]
normais
miR-200c-3p  estudo de coorte com 894 pacientes (3 ndo aumentada reduz ZEB1 e ZEB2 aumenta SG [117]
coortes)
miR-200c-3p 35 CEO seroso alto grau, 9 células clarase  ndo aumentada reduz ZEB1, ZEB2 e aumenta E-  reduz SG e SLP [168]
9 tecidos normais caderina
miR-203 156 CEO e tecidos normais adjacentes nao aumentada ND reduz SG [183]
miR-221 63 CEO sim aumentada ND reduz SG [172]
miR-221 96 CEO e 35 tecidos normais adjacentes sim aumentada ND reduz SG [184]
miR-30d 330 CEO sim aumentada CASP3 reduz SG [122]
miR-30d 36 CEO sim aumentada ND reduz SG [185]
miR-30d 144 CEO néo reduzida ND reduz SG [186]
miR-30d 109 CEO, 22 tecidos normais, 17 sim aumentada ND reduz SG [187]
benignos, 23 borderline
miR-30a 144 CEO néo reduzida ND reduz SG [186]
miR-30a 112 CEO sim reduzida ND reduz SG [188]
miR-335 55 CEO (38 serosos, 9 mucinosos,4 células néo reduzida aumenta Bcl-w reduz SLP [128]
claras, 3 endometridides, 1 indiferenciado
e 17 tecidos normais)
miR-363 50 CEO e 50 tecidos normais adjacentes sim aumentada reduz NOB1 reduz SG [130]

continua
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Tabela 3 — miRNAs relacionados a sobrevida global (concluséo)

mMiRNA Tecido * IC‘;RJ r;:?f m ri):grl\?fiig ¢ Alvo Sobrevida*** Ref
miR-429 estudo de coorte com 894 pacientes (3 ~ nédo aumentada reduz ZEB1 e ZEB2 aumenta SG [117]
coortes)
miR-429 180 CEO e 66 tecidos normais sim aumentada reduz ZEB1 e ZEB2 reduz SG [134]
miR-497 19 CEO seroso alto grau, 11 serosos de  sim reduzida aumenta SMURF1 reduz SG [138]
baixo grau e 30 tecidos normais
miR-506 468 CEO estadio Il a IV retirados do sim aumentada reduz RAD51 aumenta SG e [142]
TCGA SLP
miR-506 240 CEO sim aumentada reduz SNAI2 vimetinae N-Cade  aumenta SG e [144]
aumenta E-caderina SLP
miR-509-3p 157 CEO seroso alto grau sim aumentada reduz YAP1 aumenta SG e [147]
SLP
miR-509-3p  estudo de coorte com 894 pacientes (3 ~ ndo reduzida ND aumenta SG [117]
coortes)
miR-9 58 CEO resistentes e sensiveis a CDDP  sim aumentada inibe BRCA1 aumenta SLP [151]
let-7a 178 CEO com resposta a CDDP + ndo reduzida ND aumenta SG [161]
paclitaxel (75) e (103) sem resposta
let-7d 20 CEO ap0s cirurgia e apds sim reduzida aumenta IMP-1 reduz SLP [158]

recorréncia

* Foi realizado em tecidos ovarianos sem doenca,
** Foi realizado em linhagem celular/cultura celular
miRNA (microRNA)

*** Foi relacionada a expressdo de microRNA com sobrevida global e/ou sobrevida livre de progresséo

SG= sobrevida global; SLP = sobrevida livre de progressdo; CEO= cancer epitelial de ovario; TGCA: The Cancer Genome Atlas open access database; CDDP= cisplatina; ERo=
receptor de estrogénio o
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4.5 Expressdo de miRNAs para andlise de resisténcia ao paclitaxel

Em termos de resisténcia ao paclitaxel, o aumento da resisténcia esteve
associado ao aumento da expressao dos miR-106a, miR-182, miR-1307, miR-21,
miR-27a, miR-30a e miR-490-3p e a reducdo da expressdo dos miR-141, miR-145,
miR-148a ,miR-149 e miR-200c. Menor resisténcia ao paclitaxel estava associada ao
aumento da expressao dos miR-29b, let-7i, miR-199a, miR-200a, miR-200c e miR-
215. Houve divergéncia em termos de aumento de sensibilidade ao paclitaxel e

expressao do miR-130b. (Tabela 4)
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Tablela4 — miRNAs relacionados a resisténcia ao paclitaxel
. . Linhagem Expresséo Resisténcia ao
*
MIRNA Tecido celular* MIRNA *** Alvo paclitaxel *** Ref
miR-106a sim sim aumentada reduz BCL10e  aumentada [21]
caspase-7
miR-130b sim sim reduzida aumenta CSF-1  aumentada [33]
miR-130b nao sim aumentada reduz MDR1, aumentada [34]
GST-m, P-gp,
GST-n
miR-141 nao sim reduzida reduz ZEB1, aumentada [49]
ZEB2,SNAI2 e
E-caderina e
aumenta
fibronectina e
vimetina
miR-145 sim sim reduzida aumenta Sple aumentada [55]
Cdké
miR-148a sim sim aumentada aumenta PDIA3  aumentada [60]
miR-149 ndo sim reduzida aumenta BCL2 aumentada [189]
e reduz BAX
miR-182 sim sim aumentada reduz PDCD4 aumentada [72]
miR-199a sim sim aumentada reduz CD44 e reduzida [78]
ABCG2
miR-1307 ndo sim aumentada reduz ING5 aumentada [190]
miR-1307 nao sim aumentada reduz DAPK3 aumentada [191]
miR-21 sim sim aumentada reduz APAF1 aumentada [81]
miR-27a nao sim aumentada aumenta MDR-1 aumentada [96]
e P-gp proteina
e reduz HIPK2
miR-29b nao sim aumentada reduz PTEN, reduzida [101]
MAPK 4 e IGF1
miR-200a ndo sim aumentada ND reduzida [108]
miR-200c nao sim reduzida aumenta ZEB2 e aumentada [111]
reduz E-
caderina
miR-200c nao sim aumentada reduz TUBB3 aumentada [113]
miR-200c ndo sim aumentada reduz TUBB3 reduzida [192]
miR-215 nao sim aumentada ND reduzida [193]
miR-30a-5p néo sim aumentada ND aumentada [194]
miR-30a-5p  néo sim aumentada ND aumentada [182]
miR-490-3p  ndo sim aumentada aumenta aumentada [195]
MDR1/P-gp
let 7i nao sim aumentada reduz PGRMC1 reduzida [164]

* Foi avaliado em tecidos humanos ,

** Foi avaliado em linhagens celulares

*** Foi correlacionado a expressdo do microRNA com a resisténcia ao paclitaxel
miRNA (microRNA); ND= nao disponivel
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4.6 Expressdo de miRNAs para andlise de resisténcia a cisplatina

Em termos de resisténcia a cisplatina, 0 aumento da expressao dos miR-125b,
miR-133a, miR-141, miR-182, miR-193b, miR-1307, miR-20a ,miR-21, miR-27a,
miR-215, miR-30a-5p, miR-31, mMiR-93 e mMiR-509-3p estavam associados ao
aumento da resisténcia e a reducdo da expressdo dos miR-152, miR-199a e let-7¢c
estavam relacionados ao aumento da resisténcia a cisplatina também. Ja a reducdo da
resisténcia a platina esta relacionada ao aumento dos miR-149, miR-155, miR152,
miR-199a, miR200b, miR-200c, miR-30d, miR-34c, miR-363, miR-497, miR-506,
miR-9 e let-7i e a reducdo da expressdo dos miR-23a e miR-603. Houve divergéncias
com 0s miR-106a, miR-130b e miR-34a em termos de aumento ou reducdo da

resisténcia a cisplatina quanto ao aumento ou reducéo de sua expressdo. (Tabela 5)
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Tabela 5 — miRNAs relacionados a resisténcia a platina
mMiRNA Tecido*  Linhagem celular *  Expressdo de miRNA *** Alvo Resisténcia a cisplatina *** Ref.

miR-106a nao sim aumentada reduz PDCD4 aumentada [23]
miR-106a ndo sim reduzida aumenta mcl-1 aumentada [24]
miR-125b ndo sim aumentada ND aumentada [196]
miR-133a nao sim aumentada reduz SUMO1 mRNA e aumentada [196]
miR-130b sim sim reduzida aumenta CSF-1 aumentada [33]
miR-130b nao sim aumentada reduz MDR1 and P-gp aumentada [34]
miR-141 sim sim aumentada reduz KEAP aumentada [48]
miR-141 nao sim aumentada reduz EPHAY e P115 aumentada [44]
miR-149 sim sim aumentada reduz XIAP reduzida [61]
miR-152 sim sim reduzida aumenta ATG14 aumentada [62]
miR-152 nao sim aumentada reduz DNMT1 reduzida [63]
miR-155 ndo sim aumentada reduz XIAP reduzida [67]
miR-182 sim sim aumentada reduz PDCD4 aumentada [72]
miR-193b ndo sim aumentada ND aumentada [74]
miR-193b ndo sim aumentada reduz MAPK aumentada [76]
miR-199a nao sim aumentada reduz mTOR reduzida [77]
miR-199a sim sim aumentada reduz CD44 e ABCG2 reduzida [78]
miR-199a-3p  néo sim reduzida ND aumentada [197]
miR-199a-3p  ndo sim aumentada reduz ITGB8 reduzida [198]
miR-199a-3p  sim sim reduzida aumenta DDR1 aumentada [199]
miR-1307 sim sim aumentada reduz DAPK3 aumentada [200]
miR-200b sim sim aumentada reduz DNMT reduzida [201]
miR-200c sim sim aumentada reduz DNMT aumentada [201]
miR-215 ndo sim aumentada ND aumentada [221]

continua



Resultados 41
Tabela 5 — miRNAs relacionados a resisténcia a platina
mMiRNA Tecido*  Linhagemcelular *  Expressdo de miRNA *** Alvo Resisténcia a cisplatina *** Ref.

miR-20a nao sim aumentada ND aumentada [202]
miR-21 nao sim aumentada reduz PDCD4 aumentada [87]
miR-21 ndo sim aumentada reduz PTEN aumentada [203]
miR-23a ndo sim reduzida reduz P-gp reduzida [204]
miR-23a nao sim reduzida reduz P-gp reduzida [205]
miR-27a sim sim aumentada aumenta glicoproteina P e MDR1 aumentada [98]
miR-30a5p ndo sim aumentada ND aumentada [206]
miR-30d ndo sim aumentada reduz ABCD2 reduzida [207]
miR-31 nao sim aumentada reduz KCNMA1 aumentada [126]
miR-34a nao sim aumentada ND aumentada [208]
miR-34a ndo sim aumentada reduz HDAC1 reduzida [172]
miR-34c sim sim aumentada reduz SOX9, B-catenina, c-Myc reduzida [209]
miR-363 nao sim aumentada reduz SNAIL reduzida [210]
miR-409-3p  sim sim reduzida ND aumentada [211]
miR-429 sim sim reduzida aumenta ZEB1 aumentada [212]
miR-497 sim sim aumentada mTOR/P70S6K1 reduzida [140]
miR-506 sim sim aumentada reduz RAD51 reduzida [142]
miR-509-3p nao sim aumentada reduz XIAP reduzida [146]
miR-603 ndo sim reduzida ND reduzida [213]
miR-9 sim sim aumentada reduz BRCA1 aumentada [151]
miR-9 sim néo aumentada ND reduzida [150]
miR-93 sim sim aumentada reduz PTEN-AKT aumentada [154]
let-7c nao sim reduzida ND aumentada [162]
let-7i ndo sim aumentada reprime PGRMC1 reduzida [164]

* Foi avaliada em tecidos humanos
** Foi avaliada em linhagem celular
miRNA (microRNA)** Foi correlacionado a expressdo do microRNA com a resisténcia a platinas
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4.7 Resultados para meta-analise em sobrevida global

Para construcdo da meta-analise de SG foram selecionados miRNASs citados
trés ou mais vezes. 290 miRNAs foram excluidos e 60 miRNAs foram avaliados para
esta analise. 37 foram excluidos por ndo estarem diretamente relacionados a SG
resultando em 23 miRNAs. Destes 23 miRNAs, onze ndo apresentaram todos 0s
dados necessarios para a construcdo do grafico de forest plot, como hazard ratio
ajustada, ndo apresentaram quantificacdo dos miRNAs em expressao reduzida versus
aumentada ou aumentada versus reduzida, tinham somente disponiveis a curva de
Kaplan Meyer e o log-rank ou ndo forneceram o intervalo de confianca de 95%.
Finalmente, 12 miRNAs foram incluidos no grafico de forest plot, expressdo miRNA
reduzida versus aumentada (Figura 4). Quando aumentados, 0s miRNAs: miR-145,
miR-148a, miR-335 e miR-23b podem ser classificados como fatores de bom
prognostico e relacionados a maior SG. Ao contrario, 0s miR-25, miR200b, miR-
200a, miR-429 e miR-373, quando aumentados, podem ser classificados como fator
de risco e relacionados a menor SG. Em relacdo ao miR-200c ,os resultados foram
inconclusivos; miR-200c em um artigo estava relacionado ao aumento de SG e em
outros dois com reducdo da SG. Em relacdo aos miR-30a e miR-30d, os resultados
ndo permitiram chegar a uma conclusdo em termos de SG, com uma tendéncia a

aumento de SG. (Figuras 4, 5 e 6). Para a analise foi utilizado o modelo de efeitos
aleatdrios, considerando como peso dos estudos o tamanho de amostra. Foi

utilizado o teste de heterogeneidade: x*= 60.74 p<0.001.1°=72.0%.
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Study %
ID ES (95% CI) Weight
miRNA 23b
miRNA 23b (Li et al., 2014) L g 0.11 (0.05, 0.73) 10.62
Subtotal (I-squared =.%, p =.) [] 0.11 (-0.23, 0.45) 10.62
[|
miRNA 25
mMiRNA 25 (Wang et al., 2014) * 2.12 (1.57,3.22) 6.30
Subtotal (I-squared =.%, p =) |O 2.12 (1.29, 2.95) 6.30
]
miRNA 30a ’
miRNA 30a (Marchini et al., 2011) - 0.50 (0.11, 2.23) 479
miRNA 30a (Lee et al., 2012) L J 0.48 (0.19, 1.18) 9.19
Subtotal (I-squared = 0.0%, p = 0.973) [} 0.48 (0.04, 0.93) 13.99
[
miRNA 30d
miRNA 30d (Marchini et al., 2011) > 0.64 (0.19, 2.18) 5.14
miRNA 30d (Lee et al., 2012) L 4 0.25 (0.07, 0.82) 10.32
Subtotal (I-squared = 0.0%, p = 0.474) ] 0.30 (-0.05, 0.65) 15.46
miRNA 145
mMiRNA 145 (Kim et al., 2014) ) 0.12 (0.01, 0.90) 9.69
Subtotal (I-squared =.%, p=.) [} 0.12 (-0.33, 0.56) 9.69
miRNA 148a
miRNA 148a (Gong et al., 2016) . 0.59 (0.41, 0.85) 11.57
Subtotal (I-squared =.%, p =.) ] 0.59 (0.37, 0.81) 11.57
miRNA 200a |
miRNA 200a (Cao Q et al., 2014) + 17.26 (1.36,36.98)  0.03
Subtotal (I-squared =.%, p=.) 17.26 (-0.55, 35.07)  0.03
|
miRNA 200b L
miRNA 200b (Marchini et al., 2011) >~ 2.05 (0.64, 6.57) 0.92
miRNA 200b (Cao Q et al., 2014) } * 15.41(1.13,31.36)  0.04
miRNA 200b (Meng et al., 2016) '— 2.80 (1.10, 6.80) 0.99
Subtotal (I-squared = 31.1%, p = 0.234) p 2.85(0.10, 5.61) 1.95
miRNA 200c
miRNA 200c (Marchini et al., 2011) ® 0.24 (0.08, 0.79) 10.51
miRNA 200c (Cao Q et al., 2014) g 16.22 (1.27,33.81)  0.03
miRNA 200c (Meng et al., 2016) - 2.50 (1.10, 6.10) 1.26
Subtotal (I-squared = 70.4%, p = 0.034) d 1.64 (-1.27,4.54) 11.80
miRNA 335
miRNA 335 (Cao J et al., 2014) L J 0.13 (0.03, 0.54) 11.34
Subtotal (I-squared =.%, p=".) { ] 0.13 (-0.12, 0.39) 11.34
i
miRNA 373 I
miRNA 373 (Meng et al., 2016) |e— 2.90 (1.30, 6.80) 1.06
Subtotal (I-squared =.%, p =.) P 2.90 (0.15, 5.65) 1.06
miRNA 429
miRNA 429 (Meng et al., 2015) . 1.78 (1.13, 2.81) 6.20
Subtotal (I-squared =.%, p=".) [ 1.78 (0.94, 2.62) 6.20
|
Overall (I-squared = 72.0%, p = 0.000) 0.63 (0.33,0.92) 100.00

I
0 5 10 20 30 40

Forest plot para representacdo da relacdo da SG com a expressdo reduzida versus aumentada do
miRNA,; overall survival= SG.

Figura4-  Meta-andlise de sobrevida global (expressdo reduzida versus
aumentada do miRNA)
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Study %

ID ES (95% CI) Weight
miRNA 30a

miRNA 30a (Marchini et al., 2011) 0.50 (0.11, 2.23) 6.83

miRNA 30a (Lee et al., 2012) — 0.48 (0.19, 1.18) 31.18
Subtotal (I-squared = 0.0%, p = 0.973) 0.48 (0.04, 0.93) 38.01
miRNA 30d

miRNA 30d (Lee et al., 2012) 0.25(0.07, 0.82) 54.33
Subtotal (I-squared = 0.0%, p = 0.474)

0.30 (-0.05, 0.65) 61.99

Overall (I-squared = 0.0%, p = 0.820) 0.37(0.09, 0.65) 100.00

1
1
1
i
——
1
1
1
1
1
1
1
1
:
1
miRNA 30d (Marchini et al., 2011) —_—— 0.64 (0.19, 2.18) 7.66
1
-
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

Forest plot para representacdo da relacdo da SG com a expressdo reduzida versus aumentada da
familia miRNA-30; overall survival= SG.

Figura5-  Meta-analise de sobrevida global (Familia miR-30)
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“Study %
ID ES (95% CI) Weight
MIRNA 200a '
1

mIRNA 200a (Cao Q et al., 2014) : 17.26 (1.36,36.98) 1.47
Subtotal (I-squared = .%, p =) ='<> 17.26 (-0.55, 35.07) 1.47
MIRNA 200b

miRNA 200b (Marchini et al., 2011) 2.05(0.64,6.57)  20.16
MIRNA 200b (Cao Q et al., 2014) 15.41 (1.13, 31.36) 2.00
mIiRNA 200b (Meng et al., 2016) 2.80(1.10,6.80)  20.73
Subtotal (I-squared = 31.1%, p = 0.234) 2.85(0.10,5.61)  42.89
MIRNA 200c

mIRNA 200c (Marchini et al., 2011) 0.24(0.08,0.79)  31.37
mIRNA 200c (Cao Q et al., 2014) 16.22 (1.27,33.81) 1.74
mIRNA 200c (Meng et al., 2016) 250(1.10,6.10)  22.52
Subtotal (I-squared = 70.4%, p = 0.034) 1.64 (-1.27,4.54)  55.64
Overall (I-squared = 67.0%, p = 0.006) 2.48 (0.27, 4.69) 100.00

40

Forest plot para representacdo da relacdo da SG com a expressdo reduzida versus aumentada da
familia miRNA-30; overall survival (SG).

Figura6-  Meta-analise de sobrevida global (Familia miR-200)
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5 DISCUSSAO

Tem sido demonstrado que os miRNAs sdo capazes de afetar virtualmente
todas as funcBes celulares, incluindo proliferacdo, apoptose e diferenciacdo [©,
atuando ora como oncogenes ora como genes supressores de tumor. O perfil de
expressao de miRNA em diferentes tecidos e plasma tem sido bem avaliado e sédo
potenciais biomarcadores de progndstico e resposta. Taylor e cols. (2008) avaliaram
a expressdao de miRNA no soro e exossomas dos mesmos pacientes e identificou oito
mMiRNAs (miR-21, miR141, miR-200a, miR200b, miR-200c, miR-203, miR-205 e
miR-214) com expressdo similar no tecido e nos exossomas ). miRNAs circulantes
sdo potenciais marcadores diagndstico e prognostico, com a vantagem de
constituirem procedimentos ndo invasivos, com um numero crescente de pesquisas

141 Entretanto, os estudos com mMiRNAs tém

no assunto nos ultimos anos
demonstrado discordancias entre os seus resultados para alguns miRNAs. Esta
revisao sistematica tem o objetivo de identificar os miRNAs mais citados na
literatura para uma finalidade especifica, mostrando as concordancias e discordancias
entres os estudos quando encontrada entre eles. A discussdo desta revisdo sistematica

tera como foco as duas principais familias de miRNAs estudadas em céancer de

ovario, as familias miR-200 e let-7.
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5.1 miRNAs como biomarcador diagnostico

O diagndstico precoce de cancer de ovario € pouco usual e é de extrema
importancia para melhores resultados no tratamento das pacientes com cancer de
ovario. Biomarcadores de alta sensibilidade e especificidade para diagndstico e
prognostico sdo de urgente e fundamental importancia. lorio e cols. (2007) relataram
diferentes perfis de expressdo de miRNA que poderiam diferenciar o cancer de
ovario de tecido saudavel através do aumento da expressdo dos miR-145, miR-125b,
miR-140, miR-199a, e 25 outros miR reduzidos associados ao aumento expressivos
dos miR-200c ,miR-200b, miR-200a e miR-141 °!. Chen e cols. (2013), através de
uma revisdo sistematica, concluiram que o aumento dos miR-200a, miR-200b, miR-
200c, miR-141 e a reducdo do miR-100 constituem promissores biomarcadores para
diagnéstico do cancer epitelial de ovario **®. A familia miR-200 consiste em 5
miRNAs: miR-200a, miR-200b, miR-200c, miR-141 e miR-429 que estdo arranjados
em dois grupos no genoma humano. miR-200a, miR-200b e mMiR-429 estdo
localizados no cromossomo 1, enquanto miR-200c e miR-141 estdo no cromossomo
12 281 - orio e cols. (2007) demonstraram que a familia miR-200 esta entre os mais
importantes miRNAs superexpressos no cancer epitelial de ovario ©!. A expressio do
miR-200a e miR-200c estava aumentada em trés tipos de cancer de ovario: seroso,
endometridide e células claras. Entretanto, miR-200b e miR-141 estavam
aumentados nos subtipos endometridide e seroso .

O papel da familia miR-200 no cancer de ovario apresenta inumeras
discordancias. Enquanto, os membros da familia miR-200 sdo considerados

supressores tumorais, a maioria dos estudos realizados relacionaram a
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superexpressdo com o cancer de ovério "), Entretanto, alguns estudos relataram os
membros da familia miR-200 como reduzidos ! ou sequer alterados no cancer de
ovério 1. Estes resultados opostos podem ser devidos a diferentes controles ou
inclusdo de células de estroma com falta de expressdo de miRNAs. Os dois alvos
proeminentes da familia miR-200 sdo dois fatores de transcricdo ZEB1 e ZEB2,
reguladores chaves de uma complexa rede de repressores transcripcionais da
regulacio da expressdo da E-caderina e polaridade epitelial ***. ZEB1 e ZEB2 estdo
envolvidos na mediacdo da transicao epitélio — mesenquimal (TEM), podendo inibir
a expressdo dos membros da familia miR-200 ao se ligar ao promotor de ambos 0s
grupos de miR-200, com isso bloqueando a transcricio ?*°!. Leva Di G. (2013)
demonstrou que células de céancer, ap0s serem acionadas através de sinalizacdo
molecular como TGF-beta ou PDGF-D, aumentam seus niveis de ZEB1/2 os quais
reduzem a expressdo de miR-200 e induzem a TEM (22,

Por outro lado, a superexpressao dos membros da familia miR-200 reprime 0s
niveis de ZEB1/2 e promovem niveis aumentados de E-caderina e o fendtipo
epitelial ?°. De fato, Park e cols. (2008) demonstraram uma correlacdo positiva da
expressao de E-caderina com a expressdo do miR-200c em tecido de cancer de
ovario. A baixa expressdo da familia let-7 também tem sido identificada como
potencial marcador para o diagnéstico precoce 2% A familia let-7 em humanos

s [231]

consiste em 13 miRNAs localizados em 9 cromossomos diferente . Em varios

tipos de cancer, a expressao da familia let-7 esta significativamente baixa.
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5.2 miRNA como biomarcador prognostico

Baixa expressao da familia let-7 também foi associada a menor SG em varios
estudos 1?2, A maioria dos membros da familia let-7 foram identificados como
supressores tumorais . let -7 suprime multiplos oncogenes no cancer de ovario
incluindo KRAS, HRAS, ¢c-MYC e HMGA-2 # Além disso, também inibe
reguladores do ciclo celular como CDC25, CDK6, bem como as ciclinas A, D1, D2 e
D3 2281 Cao e cols. (2014) concluiram que pacientes com alta expressdo de miR-
200a, miR-200b, mi-R200c apresentam menor SG que 0S respectivos controles
(todos p <0.001) %1 Nam e cols. (2008) também associaram maior expressdo dos
niveis da familia miR-200 com menor sobrevida livre de progressdo e menor SG em
pacientes com cancer de ovério %%, Entretanto, Eitan e cols. (2009) relataram que a
expressao reduzida dos niveis de miR-200a e miR-200b podem estar presente em
estadio mais avancado do que o estadio I, apesar de um alto nivel de expressdo de
miR-200a, em estadios mais avancados, poder estar relacionado a piores resultados

no cancer de ovario %,

5.3 miRNA como preditor de resposta a quimioterapia

Estudos recentes tém demonstrado correlagdo entre reducdo de let-7 e
resisténcia & quimioterapia 2%, Leskeld e cols. (2014) demonstraram que a familia
miR-200 (miR-141, miR-200a, miR-200b, miR-200c e miR-429) esta relacionada a

resposta ao tratamento com paclitaxel e SLP via regulacdo da via beta-tubulina Il1.
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Em particular, miR-200c esta significativamente associado a recorréncia do cancer
de ovario e miR-429 esta associado a SLP e SG 1. A reducdo da expressio da
familia miR-200 causa aumento da expressdo da beta-tubulina Ill, que conduz ao
desenvolvimento da quimiorresisténcia em pacientes com cancer de ovario "), Cao
e cols. (2014) concluiram que pacientes com elevada expressdo de miR-200a, miR-
200b, mi-R200c apresentam menor SG que 0s respectivos controles (todos p <0.001)
(1031 por outro lado, Pal e cols. (2015) mostraram que a expressao reduzida de miR-
200c estd associada com recorréncia no cancer de ovério 2. Além disso, a
superexpressdo do miR-200 também inibe a invasdo das células do cancer e
metastases ao reduzir a expresséo de MMP3, possivelmente atraves de

ZEB1/pSMAD3 232

5.4 Meta-analise em sobrevida global

Nesta revisdo sistematica foram encontradas 72 revisfes de artigo e somente
4 revisbes sistematicas com meta-analise. Sun e cols. (2016) avaliaram o valor
prognostico do miR-9 em diferentes tipos de carcinomas. O estudo avaliou 16 artigos
e somente trés incluiam cancer de ovario. Eles encontraram a associacdo entre a
reducdo da expressdo do miR-9 e pior SG e SLP no cancer de ovario. Os outros tipos
de cancer apresentaram resultados opostos: pior prognéstico associado a aumento da
expressdo do miR-9 ! Liang e cols. (2015) realizaram uma meta-anélise que
avaliou miR-145 como um novo biomarcador no cancer de ovario. Inicialmente, o

estudo comparou a expressdao do miR-145 entre 135 controles saudaveis, 84 cancer
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de ovario e 51 tumores benignos de ovario **®\. Os resultados mostraram que a
expressao sérica do miR-145 estava significativamente reduzida em pacientes com
cancer de ovario e tumores benignos em relagdo aos controles sem doenca (p<0,01).
Desta maneira, 0 nivel sérico do miR-145 poderia discriminar pacientes com cancer
de ovario em relacdo aos pacientes sem doenca com um AUC de 0,82(1C 95% +0,77-
0,88) 1221 Além disso, pacientes com baixa expressdo de miR-145 apresentaram uma
menor SG mediana. No mesmo estudo, Liang e cols. (2015) realizaram uma meta-
analise com a finalidade de avaliar a correlacdo do miR-145 e SG em diferentes tipos
de cancer. Quinze estudos foram incluidos na meta-analise e os carcinomas incluidos
foram bexiga, trato biliar, prostata, colorretal, mama, pulmao e mesotelioma. Devido
a heterogeneidade entre os estudos foi realizado uma andlise baseada na etnia e
comparado com a populacdo asidtica, e a expressao de miR-145 demonstrou estar
associada com maior SG na populacdo caucasiana ??®). Wang e cols. (2014)
avaliaram a contradicdo da expressdao do miR-200c e sobrevida nos tumores solidos.
Foram incluidos na meta-andlise de SG cinco estudos que avaliaram cancer gastrico,
endometrial, pancreético, colorretal e ovario. Para construcdo do grafico de forest
plot os miRNAs foram divididos em R-200c sérico (dois estudos) e sua expressao foi
correlacionada com SG #?). Os resultados mostraram um aumento na mortalidade
em paciente com maior expressao de miR-200c no soro. O contrario foi visto para a
expressdo do miR-200c no tecido: menor expressdo do miR-200c foi relacionada a
menor SG (pooled HR [95%CI] 0,62 [0,42-0,91; p= 0,01] #*].

Shi e cols. (2018) conduziram a primeira meta-analise somente com cancer de
ovario e o objetivo do estudo era avaliar uma assinatura molecular progndstica das

familias miR-200 e miR-30. 15 estudos que avaliaram as a familias miR-200 e miR-
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30 foram incluidos pois estes miRNAs foram os miRNAs mais citados em suas
pesquisas. O autor concluiu que a maior expressdo do miR-200c no tecido estava
significativamente associado a melhor SG (HR 0,44, 95% CI 0,27-0,73), apesar da
expressao aumentada do miR-200 no sangue estar relacionada a pior SG (HR 1,97,
95% CI 1,42 — 2,73). A meta-analise para a familia miR-30 mostrou que a maior
expressao dos miR-30a e miR-30d estava associada & maior SG ??®!. Em nossa meta-
analise, 0 miR-200c, em um artigo, foi associado a bom prognéstico e nos outros
dois a pior prognostico sendo considerado fator de risco. Em relacdo aos miR-30a e
miR-30d, os resultados foram inconclusivos com uma tendéncia a maior SG,
funcionado como fator de bom prognostico.

Hu e cols. (2009) avaliaram o valor prognoéstico da expressdo de miRNAs em
55 pacientes com cancer de ovario. Neste estudo, miR-200a mostrou significativa
associacdo com sobrevida e a superexpressdo do miR-200a estava associada a

resultado favoravel entre 96 miRNAs analisados %%

. No entanto, Nam e cols.
(2008), em outro estudo, demonstraram que a superexpressdo do miR-200a estava
associada a pior prognéstico ?*%. Em nossa meta-analise, os resultados, na maioria
dos estudos, referentes a familia miR-200, mostraram pior progndstico quando 0s
miR-200a, miR-200b e miR-429 estavam aumentados. Em relacdo ao miR-200c, foi
encontrada uma tendéncia a pior SG quando miR-200c estava superexpresso. Em
relacdo a familia let-7, os estudos ndo apresentaram todos os dados estatisticos
necessarios para serem incluidos no grafico de forest plot.

A meta-andlise apresentou algumas limitagfes. Os estudos demonstraram

significativa heterogeneidade, diferentes tamanhos das amostras, diferentes tempos

de seguimento e diferentes metodologias para identificagdo dos miRNAs. Apesar
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destas diferencas, a intencdo desta revisdo sistematica é identificar os miRNAs mais
citados na literatura relacionados a fatores diagnosticos e prognosticos. A meta-
analise em SG identificou 12 miRNAs fortes marcadores progndsticos e preditivos

de resposta que devem ser estudados em estudos prospectivos.
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6 CONCLUSAO

Os miRNAs tém demonstrado ser uma ferramenta promissora para o
diagnostico, definicdo de progndstico e de estratégias de tratamento do cancer. Desde
a sua descoberta, em 1997, miRNAs tém sido estudados como biomarcadores
prognosticos, diagnosticos e preditivos de resposta. Esta revisdo sistematica
possibilitou a identificacdo de miRNAs que podem ser utilizados como preditores de
resposta a quimioterapia e marcadores prognosticos em cancer de ovario. Estes
miRNAs possibilitam o diagnostico precoce no cancer de ovario, podem predizer
resposta a quimioterapia e fornecer um forte marcador progndéstico. Os resultados

necessitam ser validados em estudos prospectivos randomizados.
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