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RESUMO

INTRODUCAO: Os gliomas s3o os tumores primarios do Sistema Nervoso Central (SNC) de
maior mortalidade, cujo diagnostico € baseado principalmente em estudos de imagem. Quando
se faz necessario um diagndstico mais preciso, biopsias sdo realizadas, fato que representa risco
ao paciente, especialmente quando os gliomas estdo localizados em zonas de dificil acesso.
Nesse sentido, o uso de biomarcadores circulantes surge como um meio de complementar as
tradicionais biopsias, auxiliando o diagndstico, com a vantagem de ser um método
minimamente invasivo. Entre os biomarcadores em estudo, a deteccdo e quantificagdo de
microRNAs circulantes tém se mostrado bastante promissoras. OBJETIVO: O objetivo deste
estudo foi identificar, por meio de revisdo sistemdtica da literatura, os principais microRNAs
circulantes capazes de auxiliar no diagnoéstico dos gliomas. METODOLOGIA: Utilizando as
bases de dados Pubmed e Web of Science, foram selecionados estudos publicados em inglés,
que avaliaram microRNAs circulantes associados ao diagnoéstico de gliomas. O protocolo da
revisdo sistematica foi publicado no PROSPERO e o estudo seguiu diretrizes metodoldgicas
do Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA). Todos os
estudos incluidos usaram qRT-PCR ou Microarray para analise da expressdao dos microRNAs
circulantes. Um total de 220 artigos foram filtrados, sendo 41 artigos selecionados de acordo
com os critérios de inclusdo. RESULTADOS: Os estudos incluidos investigaram a expressao
de 68 microRNAs circulantes associados ao diagndstico de gliomas. Os microRNAs
circulantes mais frequentes investigados foram os 21, 128, 210, 221, 222 ¢ 320. Os microRNAs
circulantes 21, 221, 222 e 210 estavam hiperexpressos e os microRNA 128 hipoexpresso no
sangue de pacientes com gliomas comparados a individuos sauddveis. CONCLUSAO: Os
microRNAs circulantes se mostraram como excelentes biomarcadores no diagndstico de
gliomas, com resultados significativos nos diferentes estudos incluidos. Nota-se, entretanto, a
necessidade do desenvolvimento de estudos mais amplos e multicéntricos para validar esses

biomarcadores e disponibilizé-los clinicamente.

PALAVRAS-CHAVE: MicroRNA Circulante; Glioma; Diagndstico; Biomarcador.



INTRODUCAO

O termo glioma refere-se a tumores que apresentam caracteristicas histologicas
semelhantes as células gliais normais (ou seja, astrocitos, oligodendrocitos e células
ependimadrias). Dentre os tumores do Sistema Nervoso Central (SNC), os gliomas compdem a
grande maioria dos casos, sendo que nos Estados Unidos incidéncia desses tumores ¢ de 30 a
cada 100.000 pessoas [1]. No Brasil, as estimativas de novos casos de cancer de SNC sao de
5.870 casos em homens, com um risco estimado de 5,61 casos novos a cada 100 mil homens,
e 5.220 casos em mulheres, com um risco estimado de 4,85 casos novos a cada 100 mil
mulheres, para cada ano do triénio 2020 — 2022 [2]. Além disso, os gliomas sdo os tumores do

SNC primarios com a maior mortalidade [3].

Os sinais e sintomas dos gliomas dependem principalmente do tamanho, da
classificag@o histopatoldgica e molecular, e da localizag¢ao anatdomica onde o tumor se encontra.
Os sintomas possuem interferéncia direta das diferentes fases da doenca, sendo mais
prevalentes as convulsdes, déficits cognitivos, sonoléncia, disfagia, cefaleia, afasia, déficits
motores, fadiga e dispneia [4]. O pronto reconhecimento dos sintomas e o diagndstico precoce
sdo muito importantes, pois correlacionam com um melhor progndstico, maior efetividade do

tratamento ¢ menor morbidade associada a doenga [5].

Atualmente, o diagnostico tumores do SNC ¢ baseado em estudos de imagem e, para
um diagndstico mais preciso, ¢ requerida amostra do tecido tumoral para a analise
histopatologica e molecular, realizada através de bidpsias, fato que representa um risco ao
paciente, quando os gliomas estdo localizados em zonas de dificil acesso [6]. Nesse sentido,
sujeitar os doentes a uma série de bidpsias invasivas €, na maioria das vezes, impraticavel, pode

ser doloroso, estressante e em alguns casos, anatomicamente desafiador e arriscado.

Os biomarcadores circulantes surgem, assim, como uma ferramenta complementar as
tradicionais andlises feitas por meio de bidpsia. Captados através de um teste de sangue

minimamente invasivo e prontamente disponiveis para amostragem sérica, biomarcadores



circulantes apresentam a capacidade de informar acerca da heterogeneidade do tumor e da sua

evolucdo, embora ainda ndo seja possivel determinar o quao util podem ser na clinica [3].

Dentro desse contexto, biomarcadores que se apresentam como alternativa viavel no
momento s3o os microRNAs (miRNAs). A maioria dessas moléculas ¢ conhecida pela
especificidade, dependendo da fisiologia, do tecido e da doenca em questdo. Devido ao seu
pequeno tamanho, os miRNAs s3o menos sensiveis a exposicdo as RNases e, portanto, sdo
mais estaveis do que o RNA mensageiro. Além disso, tem sido demonstrado que estas
moléculas atuam ndo s6 como supressores tumorais, mas também, como oncogenes. Por
conseguinte, os niveis alterados de expressdo de miRNAs exercem um grande impacto nos

processos carcinogénicos [3].

Viérias etapas da sintese e do mecanismo de acdo dos miRNAs no controle da expressao
génica tornaram-se conhecidas nos ultimos anos, permitindo o uso e a quantificagdo dessas
moléculas em diferentes processos fisiopatoldgicos e experimentais [7] As principais etapas de

biossintese e agdo dos miRNAs no controle da expressdo génica sdo ilustradas na figura 1.
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Figura 1: Biogénese dos microRNAs e proteinas envolvidas no processo (Adaptado de:
dos Santos, I.L., Penna, K.G.B.D., dos Santos Carneiro, M.A. et al. Tissue micro-RNAs
associated with colorectal cancer prognosis: a systematic review. Mol Biol Rep 48, 1853—
1867 (2021).



OBJETIVOS

Objetivos Gerais

e Identificar os principais miRNAs circulantes capazes de auxiliar no diagndstico de

gliomas.

Objetivos Especificos

e Descrever distribuicdo geografica e a casuistica dos gliomas descritos nos

estudos.

e Descrever os métodos de quantificacdo de miRNAs circulantes usados nos

estudos.

e Identificar os miRNAs circulantes hipoexpressos ou hiperexpressos nos
gliomas.

e Relacionar caracteristicas clinicas com o perfil de miRNAs expressos.

e Identificar os miRNAs circulantes potencialmente usados no diagndstico de

gliomas.



METODOLOGIA

e Desenho do estudo e estratégia de busca

Esta revisdo seguiu as recomendacdes do Preferred Reporting Items for Systematic Reviews
and Meta-Analyses (PRISMA) e compreende uma revisdo sistematica da literatura feita por
meio da busca de referéncias nas bases de dados PubMed/Medline sobre os estudos que
avaliaram a importancia da detec¢do de miRNAs circulantes no diagndstico de gliomas. De
acordo com MeSH, os termos usados na busca de estudos incluiram: (serum microRNAs OR
serum miRNAs AND gliomas AND diagnosis; blood microRNAs OR blood miRNAs AND
gliomas AND diagnosis). A busca foi feita em agosto de 2020 e limitada a artigos publicados
em portugués, inglés ou espanhol. Ao final da busca, todos os resultados foram analisados e
revisados para inclusdo de publicacdes relevantes sobre o tema. O protocolo da revisdo
sistematica foi publicado no PROSPERO ID:CRD42021270328 e ndo foram introduzidas

maiores modificagdes em relagdo ao protocolo registrado.

e Critérios de inclusio e exclusio

A busca de estudos seguiu a estratégia PICO, na qual P se refere a populagdo, pacientes
com gliomas e controles; / se refere a intervengao/exposicao, identificacdo e quantificacdo de
miRNA circulantes nas duas condigdes; C se refere a comparagao/controles, traduzido pelos
niveis de miRNAs especificos no sangue de pacientes com gliomas e no sangue de controles
saudaveis; O se refere ao desfecho (outcome) traduzido pela associagao de miRNAs circulantes

e o diagnoéstico de gliomas.

Os critérios de inclusdo dos estudos compreenderam: artigos completamente disponiveis
online; artigos publicados em portugués, espanhol ou inglés; estudos que apresentavam
metodologia clara e consistente com os objetivos e resultados; estudos pertencentes as
categorias: ensaios clinicos randomizados, estudo de coorte, estudo de caso-controle, estudos
transversais e série de casos; estudos nos quais o diagnostico histopatologico dos gliomas tenha
sido confirmado; estudos que fizeram a quantificagdo de miRNAs pelos métodos: qPCR,
Northern Blot, microArray, replicagdo por circulo rolante e amplificacdo isotérmica mediada

por loop.



e Extracao dos dados

Os dados dos estudos foram extraidos seguindo um formuldrio de coleta elaborado pelos
autores que continha: nome do primeiro autor, ano de publicagdo, local do estudo, tipo de
estudo, casuistica, microRNA estudado, niveis de expressdo do microRNA (hiperexpresso ou
hipoexpresso), controle enddégeno usado na quantificagdo do microRNA, metodologia usada

para quantificar o microRNA.

e Analise dos dados

Em funcdo da heterogeneidade dos estudos incluidos e do grande numero de miRNAs
avaliados em estudos individuais ndo foi possivel realizar uma analise ponderada para os dados
extraidos. Dessa forma, os resultados sdo apresentados na forma de uma andlise narrativa. A
metanalise e avaliagdo de vieses ndo foi aplicada neste estudo. Os dados extraidos dos estudos
e revisados foram apresentados em tabelas estruturadas do Microsoft® Excel® para Microsoft

365 versdo 2018 e analisados por estatistica descritiva.



RESULTADOS

e Selecao dos estudos

A busca de estudos nas bases de dados Pubmed/Medline resultou em 220 titulos. Apds a
leitura dos titulos, 32 duplicatas foram excluidas e 188 resumos foram selecionados para
leitura. A anélise dos resumos resultou na selecao de 66 artigos, que avaliaram a expressao de
microRNAs associados ao diagnostico de gliomas, para leitura completa. Apos a leitura, foram
excluidos 25 artigos que ndo atenderam aos critérios de inclusdo. Ao final, 41 artigos foram

incluidos na revisao sistematica. A Figura 2 descreve o processo de sele¢dao dos estudos.

Inicialmente, foram encontrados
220 artigos, em duas buscas
distintas, na base de dados
PUBMED e Web of Science

|

32 artigos duplicados

\

v

188 artigos selecionados para 122 artigos excluidos:

leitura dos titulos e resumos e Sem disponibilidade

online:1l

* Idioma diferente dos
selecionados: 2

e Estudos experimentais/in
vitro:28

* Revisdo/metanélise:40

® Artigos de
bioinformatica:3

 Editorial:l

e N3o investigaram gliomas
ou o seu diagnostico:24

e N3o investigaram miRNA

66 artigos para leitura circulante: 23

na integra

25 artigos excluidos:

* Metodologia
inconsistente: 7

® Estudos baseados em banco de
dados: 3

e Estudo experimentalfin
vitro: 2

® Revisdo/metandlise: 5

e N3Zo investigaram o

v diagndstico de gliomas: 3

41 artigos incluidos ® N3o investigaram miRNA
circulante: 5

Figura 2: Fluxograma da selecio dos artigos
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o Caracteristicas dos estudos selecionados

No total, 3.186 pacientes com gliomas foram estudados nos 41 artigos incluidos e todos
tiveram diagnostico histopatoldgico de glioma confirmado. O numero de pacientes variou de 6
a 241 pacientes por estudo. A idade dos participantes variou de 14 a 87 anos. Os grupos
controles totalizaram 2.301 participantes, e 0 numero de controles por estudo variou de 3 a 314.
O sexo dos 5.487 participantes foi especificado em 34 estudos, sendo 2.056 participantes do
sexo masculino e 1.584 do sexo feminino. Os estudos incluidos foram publicados no periodo
de 2012 a 2020 e desenvolvidos em institutos de pesquisa, hospitais e universidades, sendo 32
realizados na China e um em cada um dos seguintes paises: Alemanha, Austria, Egito,

Eslovénia, Espanha, Franca, Hungria, Italia e Turquia (Tabela 1).
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Tabela 1: Descriciao dos estudos incluidos na revisiao sistematica

Autor / Origem dos casos Pacientes com  Grupo Sexo Sexo Média das idades (anos)
ano glioma controle masculino feminino
Zhang et al., 2019 China 169 50 85 32 NI
Lan et al., 2020 China 91 50 52 39 45 (19-52)
Lietal., 2020 China 50 50 26 24 52,7
Wang et al., 2012 China 30 10 14 16 48,3 (25-75)
Gozé etal., 2017 Franca 15 15 7 8 37,5 (26-62)
Sun et al., 2015 China 151 53 84 67 51,5 (15-79)
Swellam et al., 2019 Egito 20 20 29 6 NI
Ozdogan et al., 2020 Turquia 39 40 23 16 43,1
Zhu et al., 2019 China 122 68 77 45 34 <50 anos e 88 > 50 anos
Xu et al., 2020 China 137 21 83 54 31 <20 anos e 106 > 20 anos
Tang et al., 2017 China 74 74 39 35 35 <50 anos e 39 > 50 anos
Wang et al., 2019 China 64 40 34 30 29 < 55 anos e 35 > 55 anos
Min et al., 2016 China 41 10 NI NI NI
Liu et al., 2016 China 124 240 NI NI NI
Shao et al., 2015 China 70 70 36 34 47,2
Herman et al., 2015 Eslovénia 16 16 NI NI 20 - 80 anos
Xiao et al., 2016 China 112 54 72 40 71<40 anos e 41 > 50 anos
Géczi et al., 2021 Hungria 6 6 NI NI 61,3 (52-69)
Zhang et al., 2015 China 50 51 29 21 51
Ilhan-Mutlu et al., 2012 Austria 10 10 3 7 54,4
Tzaridis et al., 2020 Alemanha 55 10 NI NI 56
Wang et al., 2019 China 100 100 83 17 NI
Laietal., 2015 China 136 50 74 52 44
Zhang et al., 2018 China 95 60 62 33 58,6
Xing et al., 2017 China 57 57 NI NI NI
Wang et al., 2017 China 36 12 21 15 48 (16-76)
Wu et al, 2014 China 83 69 81 71 45,76
Santangelo et al., 2017 Ttalia 111 30 76 65 55,77
Yang et al., 2013 China 122 123 144 95 43,66
Zhietal., 2015 China 163 110 140 133 50,04
Ohno et al., 2019 China 157 314 252 219 55 (14-87)
Lietal, 2016 China 64 64 35 29 36,26
Dong et al., 2014 China 3 3 NI NI NI
Lan etal., 2017 China 60 43 27 33 NI
Yue et al., 2015 China 64 45 56 53 45 (30-72)
Wei et al., 2014 China 33 33 40 26 44,1
Manterola et al., 2014 Espanha 75 55 72 58 61 (17 -79)
Jin etal., 2017 China 49 30 43 36 NI
Tang et al., 2015 China 66 20 32 34 NI
Chai et al., 2016 China 166 75 55 111 NI
Huang et al., 2017 China 100 50 70 30 NI

NI = Nao informado



e Metodologia usada na quantificacio de microRNAs circulantes nos estudos

incluidos na revisao ssitematica

De acordo com a metodologia dos estudos incluidos, foram observados 10 tipos de
métodos de extracdo de RNA, sendo os mais comuns o TRIZOL reagente kit usado em 13
estudos, 0 MiRNeasy Kit usado em 10 estudos, o mirVana PARIS Isolatin Kit usado em sete
estudos, miRcute miRNA Isolatin Kit em trés estudos e ExoQuick Exosome Precipitation

Solution usado em dois estudos. Os demais métodos foram usados em apenas um estudo cada.

Com relag@o aos métodos de quantificagdo dos microRNAs circulantes, foram usados
qRT-PCR e/ou microarrays. Dentre eles, 37 estudos utilizaram somente qRT-PCR na
quantificagdo de miRNAs circulantes, dois estudos utilizaram microarray e qRT-PCR e dois

estudos utilizaram somente microarrays.

A tecnologia TagMan foi usada em 18 estudos, assim como a tecnologia SyberGreen,
que também foi usada em 18 estudos. Adicionalmente, dois estudos usaram EvaGreen, um

usou Molecular Beacon e um ndo mencionou a tecnologia usada.

Ainda com relacdo aos métodos de quantificacdo dos microRNAs circulantes, 26 tipos
de controles enddgenos foram utilizados, sendo os mais comuns o U6 em 10 estudos,
microRNA 39 em cinco estudos, microRNA 16 em cinco estudos, RNU6B em trés estudos,
microRNA 24 em dois estudos, RNU6 em dois estudos e RNU48 em dois estudos. As
principais caracteristicas dos métodos de quantificagdo dos microRNAs circulantes sao

descritas na Tabela 2.
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Tabela 2: Descri¢ao dos métodos de extracio e quantificacdo dos microRNA circulantes

Autor/ano  microRNA estudado Controle endogeno Método de extracdo de Método de Tecnologia de quantificagio
RNA quantificacaod00 do microRNA
microRNA
Zhang et al., 145-5p miRNA 39 mirVana PARIS qRT-PCR SYBR GREEN
2019 isolation kit
Lan et al., 2020 210 miRNA 16 ExoQuick Exosome qRT-PCR SYBR GREEN
Precipitation Solution
Lietal., 2020 873-5p U6 TRIZOL reagente kit qRT-PCR EVA GREEN
Wang et al., 21,128, 342-3p miRNA 295 miRcute miRNA qRT-PCR SYBR GREEN
2012 isolation kit
Gozé et al., 2017 93, 590-3p, 454 NI PAXgene blood qRT-PCR TaqMan
microRNAs kit
Sun et al., 2015 128 miRNA 39 mirVana PARIS qRT-PCR SYBR GREEN
isolation kit
Swellam et al., 221,222 RNU6-2 NI qRT-PCR SYBR GREEN
2019
Ozdogan et al., 221 RNU6 TRIZOL reagente kit qRT-PCR SYBR GREEN
2020
Zhuetal., 2019 193b U6 TRIZOL reagente kit qRT-PCR SYBR GREEN
Xu et al., 2020 149 U87, U251 e LN229 TRIZOL reagente kit qRT-PCR TaqMan
Tang et al., 2017 122 U6 TRIZOL reagente kit qRT-PCR SYBR GREEN
Wang et al., 124 U6 miRcute miRNA qRT-PCR SYBR GREEN
2019 isolation kit
Min et al., 2016 210HG U6 TRIZOL reagente kit ~ qRT-PCR e microarray SYBR GREEN
Liu et al., 2016 29b RNU6 mirVana PARIS qRT-PCR TaqMan
isolation kit
Shao et al., 2015 454-3p miRNeasy Kit qRT-PCR TaqMan
Herman et al., 383, 603 RNU6B mirVana PARIS qRT-PCR TaqMan
2015 isolation kit
Xiao etal., 2016 182 RNU6B TRIZOL reagente kit qRT-PCR TaqMan
Géczietal,, 433-3p, 195-5p, 29a- NI miRNeasy kit qRT-PCR SYBR GREEN
2021 3p
Zhang et al., 221,222 miRNA 16 mirVana PARIS qRT-PCR TaqMan
2015 isolation kit
Ilhan-Mutlu et 21 miRNA 192 miRNeasy kit qRT-PCR TaqMan
al., 2012
Tzaridis et al., 15b-3p, 21-3p miRNA 103a-3p e miRNeasy kit qRT-PCR TaqMan
2020 miRNA 484
Wang et al., 214 U6 e RNU48 TRIZOL reagente kit qRT-PCR SYBR GREEN
2019
Laietal., 2015 210 miRNA 16-1 miRcute miRNA qRT-PCR SYBR GREEN
Isolation Kit
Zhang et al., 100 miRNA 39 miRNeasy kit qRT-PCR SYBR GREEN
2018
Xing et al., 2017 1825 RNU6B miRCURY RNA qRT-PCR SYBR GREEN

Isolation Kit
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Wang et al., 485-3p
2017
Wuetal, 2014 29

Santangelo et al.,
2017
Yang et al., 2013 15b, 23a, 133a, 150,
197, 497, 548b-5p
20a-5p, 106a-5p,
181b-5p, 19a-3p,
15b-5p, 16-5p, 19b-
3p, 130a-3p, 208a-3p
Ohno et al., 2019 4763-3p, 1915-3p,

3679-5p

21,222, 124-3p

Zhi et al., 2015

Lietal., 2016 137
Dong et al., 2014  576-5p, 340, 626,
320, Let-7g-5p, 7-5p

Lan et al., 2017 301%
Yue etal., 2015 205
Wei et al., 2014 125b
Manterola et al., 320, 575-3p

2014

Jin et al., 2017 504
Tang et al., 2015 185
Chai et al., 2016 199a-3p

Huang et al., 376a, 376b, 376¢

2017

miRNA 16 Plasma/Serum qRT-PCR e microarray
Circulating and
Exosomal
RNA Purification Kit
miRNA 24 MiRNeasy Kit qRT-PCR
RNAU6 TRIZOL reagente kit qRT-PCR
U6 TRIZOL reagente kit qRT-PCR
NI mirVana miRNA qRT-PCR
isolation Kit
miRNA 149-3p, RNA extraction Microarrays analysis
miRNA 2861 e reagent (3D-Gene
miRNA 4463 System; Toray
Industries, Inc)

NI TRIZOL reagente kit qRT-PCR
miRNA 103, miRNeasy kits Microarrays analysis
miRNA 191,

miRNA 423-5p, U6,
SNORD38B e
SNORD49A
miRNA 16 ExoQuick Exosome qRT-PCR
Precipitation Solution
miRNA 205 e miRNeasy kits qRT-PCR
miRNA 16
miRNA 24 miRNeasy kit qRT-PCR
RNU48 TRIZOL reagente kit qRT-PCR
miRNA 39 miRNeasy kit qRT-PCR
miRNA 39, miRNA  mirVana PARIS qRT-PCR

238 isolation kit

U6 mirVana PARIS qRT-PCR

isolation Kit

U6 TRIZOL reagente kit qRT-PCR

TagMan

TagMan
TagMan

TagMan

TagMan

microarray

TagMan
SYBR GREEN

TagMan

TagMan

Nao relatado

TagMan

SYBR Green
SYBR Green

MOLECULAR BEACON

EVA GREEN

NI = Nao informado

o MicroRNAs circulantes e o diagnostico de gliomas

Os estudos incluidos demonstraram a associacdo entre os niveis de expressdo de 68

microRNAs circulantes e o diagnostico de gliomas, sendo 38 microRNAs hiperexpressos

[Figura 3] e 31 hipoexpressos na circulagdo dos pacientes com glioma em relagdo a controles

saudaveis [Figura 4].
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Os microRNAs 21, 128, 210,221, 222 ¢ 320 foram analisados em mais de um estudo, sendo
os microRNAs 21 [10, 26 e 34], 221 [13, 14 e 25] € 222 [ 13, 25 e 34] avaliados em trés estudos
¢ 0os microRNAs 128 [10 e 12], 210 [8 ¢ 29] e 320 [39 e 43] avaliados em dois estudos. Os

demais microRNAs foram investigados apenas em um estudo cada.

Em relacdo aos niveis de expressdo dos microRNAs circulantes, os microRNAs 21, 221,
222 e 210 estavam hiperexpressos em pacientes com gliomas em todos os estudos avaliados.
J& o microRNA 128 mostrou-se hipoexpresso em pacientes com gliomas, nos dois estudos
avaliados. O microRNA 320 apresentou resultados divergentes, uma vez que um estudo
mostrou hiperexpressao [43], enquanto outro mostrou hipoexpressdo [39] em pacientes com
gliomas (Tabela 3). Os microRNAs circulantes hiperexpressos € os microRNA hipoexpressos

em pacientes com gliomas sdo esquematizados na Figura 3 e Figura 4, respectivamente.
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Tabela 3: Descricio dos microRNA circulantes hipoexpressos e hiperexpressos em
pacientes com gliomas

Expressdo em pacientes com glioma

Autor / ano microRNA estudado
Zhang et al., 2019 145-5p
Lan et al., 2020 210
Li et al., 2020 873-5p

Wang et al., 2012
Gozé et al., 2017

21, 128, 342-3p
93, 590-3p, 454

Sun et al., 2015 128
Swellam et al., 2019 221,222
Ozdogan et al., 2020 221

Zhuetal., 2019 193b

Xu et al., 2020 149

Tang et al., 2017 122
Wang et al., 2019 124

Min et al., 2016 210HG

Liu et al., 2016 29b

Shao et al., 2015 454-3p
Herman et al., 2015 383, 603

Xiao et al., 2016 182

Géczi et al., 2021 433-3p, 195-5p e 29a-3p
Zhang et al., 2015 221,222
Ilhan-Mutlu et al., 2012 21
Tzaridis et al., 2020 15b-3p, 21-3p
Wang et al., 2019 214
Lai et al., 2015 210
Zhang et al., 2018 100
Xing et al., 2017 1825
Wang et al., 2017 485-3p
Wuetal, 2014 29

Santangelo et al., 2017

21,222, 124-3p

Yang et al., 2013
Zhietal., 2015

15b, 23a, 133a, 150, 197, 497, 548b-5p
20a-5p, 106a-5p, 181b-5p, 19a-3p, 15b-5p,
16-5p, 19b-3p, 130a-3p, 208a-3p

Ohno et al., 2019
Lietal., 2016
Dong et al., 2014

Lan et al., 2017
Yue et al., 2015
Wei et al., 2014
Manterola et al., 2014
Jin et al., 2017
Tang et al., 2015
Chai et al., 2016
Huang et al., 2017

4763-3p, 1915-3p, 3679-5p
137
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Figura 3: MicroRNAs circulantes hiperexpressos em pacientes com gliomas
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Figura 4: MicroRNAs circulantes hipoexpressos em pacientes com gliomas
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DISCUSSAO

O diagnostico dos tumores de sistema nervoso central, atualmente, baseia-se em estudos
de imagem e, para uma maior acurdcia, na analise histopatoldgica do espécime tumoral. No
entanto, a forma atual de diagndstico ¢, muitas vezes, extremamente desgastante, pois sujeita
o paciente a diversas bidpsias invasivas, pode ser um processo doloroso e em alguns casos ¢
algo anatomicamente desafiador, com diversos riscos inerentes [6]. Dessa forma, a pesquisa de

biomarcadores circulantes para o diagnostico de gliomas ¢ imprescindivel e factivel [3].

Diversas evidéncias t€ém demonstrado a desregulacdo de miRNAs no cancer, através de
mecanismos, como amplificacdo ou delecdo de genes que codificam miRNAs, controle
anormal da transcricdo de miRNAs e desregulagdo epigenética. Dessa forma, a desregulacao
da expressao de miRNAs tém sido associada as principais caracteristicas das células tumorais
(cancer hallmarks), incluindo sinalizacdo sustentada da proliferacdo celular, inibicdo de
supressores do crescimento, diminui¢do da morte celular, ativacdo de vias de invasdo e
metastase, aumento da angiogénese, entre outras [44]. Os microRNAs podem ser secretados
para o espago extracelular e entdo transportadas para a circulagdo periférica, na forma
encapsulada de vesicula extracelulares ou ligadas a lipoproteinas, fato que as tornam estaveis
e resistentes a agdo das RNases. Desse modo, ¢ possivel encontrar um perfil de miRNAs

correspondentes a um determinado cancer na circulagdo periférica [45].

O presente estudo revisou e resumiu achados de um total de 3.186 pacientes com
gliomas e 68 miRNAs circulantes, quantidade essa, que ndo foi observada em nenhum outro
estudo durante a busca na literatura. Outra vantagem do nosso estudo, ¢ o fato de avaliarmos
somente miRNAs circulantes, ao contrario de miRNAs teciduais, que apesar de boa
sensibilidade e especificidade, ndo agregam para a identificagcao de biomarcadores moleculares
circulantes e pouco contribuem para a mudanca do cenario atual de diagndstico dos gliomas,
pois continuam dependendo de bidpsias. Além disso, diferente de outros estudos, nossa revisao
sistematica focou somente nos gliomas, tendo em vista as dificuldades de diagnostico

observadas nesse tipo de tumor.
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Trés estudos de revisdo sistematica foram encontrados na base de dados PubMed,
usando os termos: glioma diagnosis circulating miRNA [51-53]. Dois destes [51,52] possuem
metodologia e objetivos semelhantes aos nossos, no entanto, avaliaram capacidade diagnostica
de um ‘pool’ de microRNAs e ndo a capacidade isolada de microRNAs individualmente. Um
desses estudos [51] avaliou outros tipos de cancer de SNC, além dos gliomas, e teve como
principais microRNAs descritos, o miR21, miR221 e miR222, em acordo com 0s nossos
resultados. Além disso, tanto nosso estudo, quantos os dois citados chegaram a conclusdes
semelhantes. Um terceiro estudo também foi encontrado [53], e focou na pesquisa do miRNA-
21, porém, foram incluidos diversos tipos de tumores, sendo os gliomas pesquisados em

somente um estudo.

Ao avaliar os resultados obtidos, foi observada a discrepancia nos resultados de
quantificagdo de somente um miRNA circulante. O miRNA 320 [39 e 43] foi descrito como
hiperexpresso em um estudo [43] e hipoexpresso em outro [39]. Esta discrepancia parece ser
decorrente dos diferentes métodos de quantificagao usados, vez que um estudo usou microarray

e o outro utilizou RT-PCR.

Algumas limitagdes podem ser apontadas nesta revisao sistematica, como a origem dos
estudos incluidos, ou seja, a grande maioria dos estudos foi desenvolvida na China (32 estudos),
o que limita a diversidade genética da populagdo estudada. Outro fato, foi a limitacao da lingua,
j& que todos os estudos incluidos foram publicados em inglés. Por ultimo, consideramos
também como limitacdo, mas um aspecto passivel de ser implementado, o pequeno nimero de
estudos investigando um mesmo miRNA, fato que diminui a consisténcia dos resultados e

inviabiliza a realizacdo de metanalise.

Julgamos nosso estudo como um primeiro e importante passo para o diagnostico preciso
e menos invasivo dos gliomas. No entanto, ainda s3o necessarios estudos multicéntricos,
incluindo maior nimero de participantes de diferentes regides geograficas, com etnias
diferentes e com maior variacdo genética, contemplando diversos estagios da doenca, com o

objetivo de avaliar a acurdcia real desses novos biomarcadores no diagnéstico dos gliomas.

Concluimos, portanto, que os miRNAs circulantes apresentam importante potencial
para serem usados no diagnostico dos tumores, mais especificamente dos gliomas. Os

resultados deste estudo sugerem que esses biomarcadores podem se tornar uma alternativa
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rapida, acessivel e menos arriscada para o diagnostico dessas neoplasias. Dessa forma, o
desenvolvimento de novos estudos que deem continuidade aos nossos achados ¢ de grande

importancia para concretizar a inser¢ao desses biomarcadores na pratica clinica.
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CONCLUSOES

Virios estudos investigaram o potencial dos microRNAs circulantes no diagndstico dos
gliomas, nos dez ultimos anos, e a grande maioria desses estudos foi desenvolvida na

China.

Os métodos de extracdo de RNA para quantificacdo de microRNAs circulantes mais
utilizados sdo o TRIZOL reagente kit, 0 MiRNeasy Kit e o mirVana PARIS Isolatin
Kit.

Com relagdo aos métodos de quantificacdo dos microRNAs circulantes, a qRT-PCR
ainda ¢ o método mais reportado nos estudos avaliados, utilizando tanto a tecnologia

TagMan, como a SyberGreen.

Com base nos resultados desta revisdo sistematica, 68 microRNAs circulantes se
mostraram uteis no diagnostico de gliomas, sendo 38 microRNAs hiperexpressos e 31
hipoexpressos na circulagdo dos pacientes com gliomas em relagdo aos controles

saudaveis.

A respeito dos niveis de expressdo dos microRNAs circulantes, os microRNAs 21, 221,
222 e 210 estavam hiperexpressos em pacientes com gliomas em todos os estudos
avaliados, enquanto o microRNA 128 mostrou-se hipoexpresso em pacientes com

gliomas, em dois estudos avaliados.

Nossos resultados permitem concluir que os microRNAs circulantes representam
importantes ferramentas com potencial para o uso no diagnéstico dos gliomas, mas que
estudos multicéntricos envolvendo pacientes de diferentes etnias e perfis genéticos

diversos ainda sdo necessarios, a fim de incluir esses marcadores na pratica clinica.
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