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RESUMO

Introducéo: O cancer de mama, comumente, € um dos mais diagnosticados e de maior
mortalidade da populagcdo feminina mundial. Dentre esses, os tumores de mama
esporadicos, que representam a grande maioria dos casos, ndo estdo relacionados a
mutagdes em genes supressores, sendo definidos, entdo, por fenbmenos epigenéticos, na
expressao do gene. Objetivo: Compilar e discutir as alteracdes epigenéticas associadas a
varios aspectos do cancer de mama, na literatura especializada, em todo o mundo.
Método: Foi realizado um levantamento bibliografico, relacionando aspectos
epigenéticos ao cancer de mama, nas bases de dados: PubMed e Periddicos CAPES,
seguido do agrupamento, analise e interpretacdo dos dados coletados. Resultados:
Diversas alteracdes foram identificadas, porém, a metilagdo do DNA e a desregulacao do
miRNA foram as mais destacadas nos estudos analisados. A metilacdo de DNA, em geral,
estad inversamente associada a capacidade transcricional do gene, especialmente, em
genes supressores tumorais. Os microRNAs tém sido considerados preditores para o
cancer de mama, tendo valores prognostico e terapéutico. Foi observada que uma Unica
alteracdo epigenética pode gerar repercussdo em diferentes campos. Além disso, algumas
alteracdes ndo possuem relacdo com as caracteristicas clinico-patologica dos pacientes.
Conclusdo: O diagnostico de alteragdes epigenéticas se configura como promissor no
manejo das pessoas com cancer de mama e amplia as perspectivas para lidar com outros

tipos de céancer.

Palavras-chave: epigenémica; genética médica; neoplasias da mama.



ABSTRACT

Introduction: Breast cancer is commonly one of the most diagnosed and mortality-
related in the world's female population. Among these, sporadic breast tumors, which
represent most cases, are not related to mutations in suppressor genes, but also defined
by epigenetic phenomenon in gene expression. Objective: Compile and discuss the
epigenetic changes associated with various aspects of breast cancer in worldwide
specialized literature. Method: A bibliographic survey was performed relating epigenetic
aspects to breast cancer through PubMed and CAPES Journals databases, followed by
junction, review and interpretation of the collected data. Results: Several alterations were
identified; however, DNA methylation and miRNA dysregulation were the most common
on the analyzed studies. DNA methylation, in general, is inversely associated with the
transcriptional capacity of the gene, especially in tumor suppressor genes. MicroRNAs
have been considered predictors of breast cancer, having prognostic and therapeutic
values. It was observed that a single epigenetic alteration can generate repercussions in
different fields. Furthermore, some changes are not related to the clinical-pathological
characteristics of patients. Conclusions: The diagnosis of epigenetic alterations sets as
promising in the management of people with breast cancer and broadens perspectives for

dealing with other types of cancer.

Key words: Epigenomics; Genetics, medical; breast neoplasms



RESUMEN

Introduccion: El cancer de mama es comunmente uno de los més diagnosticados y mas
relacionados con la mortalidad en la poblacién femenina del mundo. Entre estos, los
tumores de mama esporadicos, que representan la gran mayoria de los casos, no estan
relacionados con mutaciones en genes supresores, y luego se definen por fendmenos
epigenéticos en la expresion génica. Objetivo: Recopilar y discutir las alteraciones
epigenéticas asociadas a diversos aspectos del cancer de mama, en la literatura
especializada, a nivel mundial. Método: Se realizd una encuesta bibliografica
relacionando aspectos epigenéticos con el cancer de mama a través de las bases de datos:
PubMed y CAPES Journals, seguida de la agrupacion, analisis e interpretacion de los
datos recogidos. Resultados: Se identificaron varias alteraciones, sin embargo, la
metilacion del ADN vy la desregulacion del miRNA fueron las mas destacadas en los
estudios analizados. La metilacion del ADN, en general, esta inversamente asociada con
la capacidad transcripcional del gen, especialmente en los genes supresores de tumores.
Los microARN han sido considerados predictores del cancer de mama, teniendo valores
prondsticos y terapéuticos. Se observo que una sola alteracion epigenética puede generar
repercusion en diferentes campos. Ademas, algunas alteraciones no estan relacionadas
con las caracteristicas clinico-patologicas de los pacientes. Conclusion: El diagnostico
de alteraciones epigenéticas es prometedor en el manejo de las personas con cancer de

mama y amplia perspectivas para hacer frente a otros tipos de cancer.

Palabras clave: epigendmica; genética médica; neoplasias de la mama.



INTRODUCAO

O cancer de mama, comumente, € um dos mais diagnosticados nas mulheres e de
maior mortalidade!. De acordo com o Instituto Nacional de Cancer (INCA)Z
desconsiderando o cancer de pele ndo melanoma, a neoplasia mamaria € a mais incidente,
nas brasileiras®. O seu desenvolvimento possui multiplos fatores envolvidos, como:
aspectos ambientais, genéticos, hormonais e de estilo de vida, que estardo relacionados,
por meio de diversos mecanismos em comum, e irdo definir o progndstico, o tratamento
e a evolucdo clinica da doenca®.

A neoplasia maméria maligna é uma doenca heterogénea, que pode ser
classificada de diversas formas. Em relacdo ao aspecto histologico, a classificacédo vai
depender do tipo especifico de célula afetada. Os adenocarcinomas sdo 0s mais comuns,
com inicio nas células do ducto mamario ou nos Iébulos. Ja em relagdo a sua capacidade
de disseminacgéo, o cancer de mama pode ser in situ (ou seja, que ndo invadiram o estroma
adjacente) ou infiltrante. Nesse ultimo, o mais frequente é o carcinoma ductal infiltrante
néo especificado, que representa de 70 a 80% de todos os tumores de mama, seguido pelo
carcinoma lobular infiltrante, com cerca de 5 a 15% dos casos, afetando mais as mulheres
idosas®®. Ha também a classificagdo molecular desse cancer, que pode ser realizada no
material histopatoldgico, por analise genética e por imunohistoquimica. Os cinco subtipos
moleculares sdo: luminal A, luminal B, luminal hibrido, receptor do fator de crescimento
epidérmico humano 2 (HER-2) e basal-simile’.

Os tumores de mama esporadicos, que, em geral, ocorrem mais tardiamente,
representam a grande maioria dos casos de cancer de mama e ndo estéo relacionados com
mutacOes em genes supressores. Esses eventos ndo mutacionais referem-se aos
mecanismos epigenéticos®.

Originalmente definido em 1942, como uma causa controversa, para o fenétipo
inexplicavel, induzido por estresse, as alteracdes epigenéeticas sdo definidas como
mudancas estdveis em um fendtipo sem alteragbes do genotipo. Os mecanismos
epigenéticos estdo relacionados a programas de expressdo de gene, sdo tragos herdaveis
e definem programas de expressao especificos do tecido, tudo sem alterar a sequéncia de
DNA subjacente?0.

Além das alteracGes na metilagdo de DNA, das modificacBes pos-traducdo de
histonas, do recrutamento de fatores de remodelagem de cromatina e da expressao de
RNA néo codificador micro (miR) e longo (IncR)?, a epigenética também é responsavel

pela carcinogénese, regulando os genes-chave envolvidos na proliferacdo, antiapoptose,



invasdo e metastase!’. As alteracGes epigenéticas diferem das alteracdes genéticas,
principalmente, porque sdo mais frequentes, podendo ser reversiveis ap6s o uso de
agentes farmacoldgicos e ocorrem em regides definidas em um gene!?. Essas
caracteristicas oferecem, assim, diversas oportunidades para o tratamento de cancer®.

De fato, a visdo epigenética do cancer de mama € crucial para explicar sua base
molecular, melhorar estratégias terapéuticas e desenvolver novas ferramentas contra a
doenca. Todos esses fatores contribuem para ir além do arcabouco genético do cancer de
mama, indo em dire¢ao ao seu conceito epigenético, que é apontado como o que esta mais
relacionado a génese da doencal3. Contudo, a descoberta das modificacGes epigenéticas
ainda é recente, configurando-se como uma area em desenvolvimento, na pesquisa
genémical4.

O estudo da epigenética foca na atencdo personalizada e cada vez mais precisa,
para diversas patologias, especialmente, para oncogénese e, consequentemente,
direcionando estratégias adaptadas as expectativas de resposta de cada individuo®. Nesse
sentido, este estudo visa compilar e discutir as alteracGes epigenéticas, descritas na
literatura especializada, associadas aos varios aspectos do cancer de mama, no intuito de

auxiliar na ampliacdo do conhecimento da tematica.

METODOLOGIA

Trata-se de uma revisdo sistematica da literatura, pois a principal fonte de dados
foi baseada em levantamento bibliografico e documental, realizado até margo de 2021.
As publicacdes consultadas se referiam as alteragdes epigenéticas descritas no cancer de
mama.

Os artigos cientificos foram selecionados nas plataformas: PubMed e Periddicos
Capes. Foram utilizados os seguintes descritores em satde: “epigenetics” [title] AND
“breast cancer” [title]. A pesquisa abrangeu os artigos publicados entre 2016 e 2020,
envolvendo seres humanos, nos idiomas inglés e portugués. O universo foi constituido de
51 artigos, sendo 36 artigos selecionados na base de dados Periodicos Capes e 15 na
PubMed. Apo6s a leitura dos titulos e do resumo/abstract, foram excluidos 27 artigos,
dentre eles, aqueles que se apresentavam duplicados ou que o foco principal nao
objetivava descrever os tipos de alterac@es epigenéticas no cancer de mama. Assim, as 24
publicacdes restantes foram lidas na integra e 21 foram consideradas elegiveis para

elaborar esta revisdo, ja que 3 trabalhos apresentavam foco diferente do objetivo



procurado. O fluxograma que descreve a metodologia da pesquisa dos artigos é
apresentado na Figura 1.

O fluxograma que descreve a metodologia da pesquisa dos artigos é apresentado
na Figura 1. O presente trabalho ndo necessitou ser submetido ao Comité de Etica em
Pesquisa (CEP), pois os dados foram provenientes de artigos cientificos e nenhum
paciente foi abordado direta ou indiretamente. Adicionalmente, todo o procedimento
metodologico foi norteado pelo método PRISMA (do inglés, Preferred Reporting Items

for Systematic Reviews and Meta-Analyses) (Anexo 1).
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Figura 1. Descricdo da pesquisa dos artigos nas bases de dados Periodicos Capes
e PubMed.
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RESULTADOS

Foram selecionados 21 artigos para revisdo. Destes, 1 artigo foi de 2015; 5 de
2016; 1 de 2017; 6 de 2018; 7 de 2019 e 1 de 2020.

Diversas alteragcbes foram identificadas na literatura especializada, porém a
metilagdo do DNA e a desregulacdo do miRNA foram as mais destacadas nos estudos
analisados. Na tabela 1, estdo reunidas todas essas alteracdes epigenéticas encontradas.
Em relacdo a metilacdo de DNA, em geral, estd inversamente associada a capacidade
transcricional do gene, especialmente, em genes supressores tumorais!®l’. Isso torna
possivel o uso da avaliagdo da metilagdo em genes-alvo, como biomarcadores
progndsticos do cancer?S.

Estudos mostraram que, nos ultimos anos, os microRNAs tém sido considerados
preditores para o cancer de mama®13, Além de prognostico, tém valor terapéutico, por ser
uma ferramenta adicional na escolha de tratamento, direcionando para uma op¢éo mais
agressiva, como: mastectomia ou radioterapia adjuvante apés cirurgia de conservacao da
mama. Assim, enquanto a desregulacdo de miRNA mostrou-se predominantemente
associada como fator prognostico, a metilacdo de genes, como BRCAL, mostrou-se mais
vinculado no diagnéstico do cancer de mamaZ2.

Foi observado que, em muitos casos, uma unica alteracdo epigenética gerou
repercussao em diferentes campos, como foi o caso da hipermetilagdo do gene RASSF1,
que esteve associado as implicagbes clinicas, ao diagnostico, ao progndéstico e ao
tratamento®®. Contudo, alteragBes de genes, como: FER3L, TRIP10 e ZMYND10 nédo
estiveram relacionadas com caracteristicas clinico-patoldgica dos pacientes, incluindo:

idade, tipo histolégico, tamanho do tumor ou metéastase linfatical”.19.
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4 DISCUSSAO

A metilacdo de DNA é um evento em que ocorre a adi¢do covalente de um
grupamento metil a citosina, geralmente, localizadas a extremidade 5° de uma guanina,
no dinucleotideo CpG, pela atividade de um grupo de enzimas conhecidas como
metiltransferases de DNA (DNMTs)34. Essas DNMTSs trabalham para manter um padréo
de metilacdo saudavel, que permita um controle transcricional equilibrado sobre o
genomals,

Entre as funcdes fisioldgicas da metilacdo de DNA, estdo compreendidos 0s
mecanismos relacionados: a expressdo génica, a integridade cromossémica e a
participacdo de eventos de recombinagdo®. Portanto, o desequilibrio no nivel de
metilagdo contribui para o processo de carcinogénese. A hipermetilagdo contribui com o
silenciamento de genes supressores tumorais, que Sd0 importantes para 0
desenvolvimento e progressdao do ciclo celular, enquanto a hipometilagdo contribui,
ocasionado hiperexpressao de oncogenes3*.

Diante disso, Nair et al.16 identificaram que as ilhas CpG, nas regides promotoras
de: PD-1, CTLA-4 e TIM-3, foram, significativamente, hipometiladas nos tecidos
tumorais, em comparacdo com tecidos normais. 1sso torna possivel o uso da avaliacédo da
metilacdo em genes-alvo, como biomarcadores diagnosticos do cancer. Outro exemplo,
seria a hipermetilacéo do gene supressor tumoral RASSF1A, uma vez que a circulagdo
hipermetilada de RASSF1A pode ser um indicador para a rotatividade celular e/ou morte
celular por apoptose/necrose. A hipermetilacdo desse gene esta associada a alteragfes nas
proteinas: CA 15-3, CEA e TPA, que sdo importantes marcadores tumorais?®.

Johansson et al.2* relataram que essas assinaturas podem ser detectadas, por meio
da coleta de sangue periférico, que € um método acessivel e pouco invasivo. Neste
contexto, amostras de carcinoma in situ podem ser uma boa estratégia para avaliar
alteracGes no gene DFNADS, em biopsias liquidas, fato importante, ja que esse gene possui
grande valor prognostico, estando mais presente em canceres de mama lobulares do que
ductais®t.

Além da metilacio de DNA, a expressdo genética, também, depende de
modificacbes pos-traducionais de histonas (HPTMSs), que ocorrem por meio de:
acetilacdo, metilacdo, fosforilacdo, glicosilagdo e ubiquitanacdo, levando a alteragdo
cromossémical®s36, Entretanto, os estudos analisados abordaram mais a respeito da

acetilacéo.



O perfil de modificacdo de histona, durante o cancer de mama, prevé o prognostico
da doenga, podendo estar relacionado com: o processo metastatico, a progressao celular
(epitelial para mesenquimal) e a regulacdo transcricional®¢. Baixas marcas de acetilacdo
de H3 e H4 indicam pior progndstico, enquanto o0 acimulo de marcas de acetila¢do prevé
melhor prognoéstico tumoralts.

Ademais, HPTMs tém impacto no tratamento da neoplasia mamaria. Liu et al.®
mostraram que a acetilacdo de H4K12 (H4K12ac) e H3K27 (H3K27ac) tem o potencial
para se tornar uma estratégia terapéutica promissora. Eles avaliaram, por meio de
experimentos baseados na técnica FLIM-FRET (do inglés, Fluorescence Lifetime
Imaging Microscopy Forster Resonance Energy Transfer), que a inibicdo de
acetiltransferase de histonas, nesses alvos, em combinacdo de tamoxifen e acido
anacarico (AA), resulta em supressdo significativa do tumor invitro e in vivo.

O cancer de mama pode ser caracterizado, em relacdo aos receptores hormonais,
por meio de avaliacdo imuno-histoquimica, para: receptor de estrogeno (RE), receptor de
progesterona (RP) e receptor de fator de crescimento epidermal humano (HER2). Em
geral, a auséncia desses trés caracteriza um subtipo de tumor agressivo e de grande
importancia para a satde clinica, denominado cancer de mama triplo negativo (TN)?’.

Como o estrogénio desempenha papel fundamental no cancer de mama, os estudos
mostraram que alteracGes epigenéticas e seus desfechos vao depender do status de RE 2428,
A metilacdo de promotor de DFNAS é mais acentuada em adenocarcinomas RE+, bem
como de promotor de receptor de glicocorticoide (RG)3133, Nos tumores RE+, a expressao
de 1D4 ¢, significantemente, mais baixa, se comparada aos tumores RE-, sendo que a
expressao aumentada de 1D4 esta associada com maior sobrevivéncia. O 1D4, necessario
para a funcdo mamaria normal, € silenciado em tumores mamarios, por meio da metilagao
promotora a medida que os tumores se tornam RE+32. Callahan et al.?” mostraram que a
positividade do RE e do RP, também, estiveram associados ao aumento da metilacéo do
gene SCGB3AL, o que indica reducédo do risco de morte, por cancer, entre 0s casos de
mulheres em prémenopausa. Apesar dos estudos apontarem associacdo de RE com o
processo de metilacdo de promotores de genes, Johansson et al.?* ndo encontraram
associacgdo entre a hipermetilacéo e a exposi¢ao ao estrogénio ao longo da vida.

Como mecanismo epigenético, também, tém-se os RNAs ndo-codificantes ou
MicroRNAs (miRNAs). Ao longo das ultimas décadas, véarios estudos reconheceram o
envolvimento de numerosos miRNAs com o tumor, promovendo ou suprimindo papéis,
no cancer de mama, o que tém encorajado numerosas pesquisas para avaliar a utilidade

clinica dos miRNAs, como potenciais biomarcadores?.



Os miRNAs sdo pequenos RNAs ndo codificados (20 a 22 nucleotideos de
comprimento) que sdo extirpadas de um RNA precursor (60 a 110 nucleotideos) mais
longo e atuam em diferentes funcdes bioldgicas, incluindo: desenvolvimento,
proliferagdo, diferenciagdo e morte celular. Muitos estudos indicam que essa
desregulagdo esta associada a varias etapas da inicia¢ao e progressao do cancer de mama.
Em comparagdo com outras abordagens direcionadas a genes unicos, eles sdo, certamente,
mais estaveis, gracas ao seu tamanho reduzido e, portanto, sdo capazes de discriminar
diferentes subtipos do cancer de mama; como € o caso de Lowery et al. (2009 apud Cava,
Bertoli, Castiglioni, 2015)12 e Mattie et al. (2006 apud Cava, Bertoli, Castiglioni, 2015)12,
que identificaram miRNAs capazes de classificar o status do receptor em: ER, PR e
HERZ2, respectivamente.

Além disso, a desregulagdo do miRNA esta associada ao avanco do cancer de
mama, independentemente, do estagio, comegcando com a tumorigénese, progredindo
para metastase, por meio da proliferacdo e da progressdo. Porém, estudos recentes,
também, demonstraram que miRNAs podem prever a resposta do cancer de mama a
tratamentos sistémicos, como, por exemplo, o status de expressao de miRNA-342-3p e
miRNA-187-3p, que estava ligado ao sucesso desse tratamento. Por fim, essas alteracdes
podem ser utilizadas, diretamente, no tratamento. Ja que 0s miRNAs estdo envolvidos na
iniciacdo do cancer de mama, bem como na progressao metastatica, essas moleculas
podem ser usadas como alvos ideais para o desenvolvimento de novas terapias, contra o
cancer de mama?L.

Nesse cenario, como outra possibilidade de alteragdo epigenética, tem-se a
remodelacdo da cromatina, que nos eucariontes, € um mecanismo essencial para regular
processos dependentes do DNA. Esta funcéo requer o papel de complexos multiproteinas
modificadoras de cromatina, que incluem complexos de remodelagcdo de nucleossomos,
dependentes de ATP, e enzimas cromatinmodificantes (por exemplo, histona
acetiltransferase e histona deacetilase)®. Juntamente com a metilacdo de DNA, ha,
atualmente, um conjunto de evidéncias que sugerem que a remodelacdo da cromatina
desempenha papel fundamental, desde os estagios iniciais na cancerogénese da mama2°.
Embora sejam observacdes, que precisem ser validadas em uma coorte maior de
pacientes, em relacdo as pesquisas ja feitas, dados sugerem a remodelacéo epigenética da
cromatina como um passo critico na transicdo para a doenca invasivaZ®.

RNAs de ndo codificacdo longas (LNCRNAS) podem interagir com proteinas
vinculantes de RNA, em complexos de remodelacdo de cromatina, o que fez com que

emergissem como potenciais reguladores-chave da expressdo genética. Alem disso, a



transativacdo, por horménios esteroides, envolve a remodelacdo da cromatina mediada
por receptores glicocorticoides, como: 0 BRG1, antes do recrutamento de FOXAL e
GATAS3. O GATAS3 é um fator-chave de transcricdo da diferenciacéo das células epiteliais
mamarias e foi implicado na reprogramacdo da cromatina, durante a transicao
mesenquimal-epitelial. Nesse processo, 0 GATAS se liga a cromatina e recruta cofatores
(como o BRG1) e o complexo de remodelagdo de cromatina SWI/SNF, que resulta na
saida do nucleossomo e modificagdes de histonas°.

E importante enfatizar que esse estudo apresenta algumas limitacbes. Foram
utilizadas as bases de dados: Periddicos Capes e PubMed, que englobavam a grande
maioria dos trabalhos, na area da epigenética relacionada ao cancer, entretanto, outras
bases de dados poderiam ter sido consultadas. Ademais, a restricdo na selecédo dos artigos,
para aqueles publicados nos Gltimos 5 anos, também, se tornou um fator limitante,
contudo, como a epigenética relacionada ao cancer de mama € uma ciéncia muito recente,
a restricdo gerou a exclusdo pouco consideravel e serviu para selecionar estudos com

informagdes mais atuais.

CONCLUSAO

Os fenbmenos epigenéticos, como: a metilacdo de DNA, a modificagdo de
histonas e a regulacdo de miRNA, tém relevante papel na alteragdo do curso do cancer de
mama. Assim, 0S eventos epigenéticos sdo importantes ferramentas, como
biomarcadores, para auxiliar: na identificagdo da doenca, na definicdo do prognostico e
na escolha do melhor tratamento. Neste contexto, as alteragbes epigenéticas se
configuram promissoras no manejo da pessoa com cancer de mama e amplia as
perspectivas para lidar com outros tipos de cancer. O campo de pesquisa do presente
artigo é importante na revolugdo, ndo apenas da &rea oncoldgica, trazendo novas
ferramentas para combater as diferentes neoplasias, mas das diversas areas médicas,

ajudando a compreender a resposta de cada individuo frente a uma enfermidade.
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ANEXO 1. Protocolo PRISMA

PRISMA-P (Preferred Reporting Items for Systematic review and Meta-Analysis

Protocols) 2015 checklist: recommended items to address in a systematic review

protocol*

Section and topic

Iltem

No

Checklist item

ADMINISTRATIVE INFORMATION

Title:
Identification la Identify the report as a protocol of a systematic review
Update 1b  If the protocol is for an update of a previous systematic review, identify as
such
Registration 2 If registered, provide the name of the registry (such as PROSPERO) and
registration number
Authors:
Contact 3a Provide name, institutional affiliation, e-mail address of all protocol
authors; provide physical mailing address of corresponding author
Contributions 3b  Describe contributions of protocol authors and identify the guarantor of the
review
Amendments 4 If the protocol represents an amendment of a previously completed or
published protocol, identify as such and list changes; otherwise, state plan
for documenting important protocol amendments
Support:
Sources 5a Indicate sources of financial or other support for the review
Sponsor 5b  Provide name for the review funder and/or sponsor
Role of sponsor ~ 5¢  Describe roles of funder(s), sponsor(s), and/or institution(s), if any, in
or funder developing the protocol
INTRODUCTION
Rationale 6  Describe the rationale for the review in the context of what is already known
Objectives 7 Provide an explicit statement of the question(s) the review will address with
reference to participants, interventions, comparators, and outcomes (PICO)
METHODS
Eligibility criteria 8  Specify the study characteristics (such as PICO, study design, setting, time
frame) and report characteristics (such as years considered, language,
publication status) to be used as criteria for eligibility for the review
Information sources 9  Describe all intended information sources (such as electronic databases,
contact with study authors, trial registers or other grey literature sources)
with planned dates of coverage
Search strategy 10 Present draft of search strategy to be used for at least one electronic
database, including planned limits, such that it could be repeated
Study records:
Data 11a Describe the mechanism(s) that will be used to manage records and data
management throughout the review
Selection 11b State the process that will be used for selecting studies (such as two
process independent reviewers) through each phase of the review (that is, screening,
eligibility and inclusion in meta-analysis)
Data collection ~ 11c Describe planned method of extracting data from reports (such as piloting

process

forms, done independently, in duplicate), any processes for obtaining and
confirming data from investigators



Data items 12 List and define all variables for which data will be sought (such as PICO
items, funding sources), any pre-planned data assumptions and
simplifications

Outcomes and 13 List and define all outcomes for which data will be sought, including

prioritization prioritization of main and additional outcomes, with rationale

Risk of biasin 14  Describe anticipated methods for assessing risk of bias of individual studies,

individual studies including whether this will be done at the outcome or study level, or both;
state how this information will be used in data synthesis

Data synthesis 15a Describe criteria under which study data will be quantitatively synthesised

15b If data are appropriate for quantitative synthesis, describe planned summary
measures, methods of handling data and methods of combining data from
studies, including any planned exploration of consistency (such as 12,
Kendall’s 1)

15c¢ Describe any proposed additional analyses (such as sensitivity or subgroup
analyses, meta-regression)

15d If quantitative synthesis is not appropriate, describe the type of summary
planned

Meta-bias(es) 16  Specify any planned assessment of meta-bias(es) (such as publication bias
across studies, selective reporting within studies)

Confidence in 17  Describe how the strength of the body of evidence will be assessed (such as

cumulative evidence

GRADE)

* It is strongly recommended that this checklist be read in conjunction with the PRISMA-P
Explanation and Elaboration (cite when available) for important clarification on the items.
Amendments to a review protocol should be tracked and dated. The copyright for PRISMA-P
(including checklist) is held by the PRISMA-P Group and is distributed under a Creative Commons
Attribution Licence 4.0.

From: Shamseer L, Moher D, Clarke M, Ghersi D, Liberati A, Petticrew M, Shekelle P, Stewart L, PRISMA-
P Group. Preferred reporting items for systematic review and meta-analysis protocols (PRISMA-P) 2015:
elaboration and explanation. BMJ. 2015 Jan 2;349(jan02 1):g7647.
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