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RESUMO

O cancer ¢ uma das maiores causas de mortes em pacientes antes dos 70 anos, no qual um dos
avancos dessa enfermidade ¢ a metastase. Assim, viu-se a necessidade de se rastrear
mecanismos moleculares que possam identificar o inicio deste processo. A desregulagdo da
expressao do microRNA esta relacionado a diversas patologias, incluindo o cancer, no qual foi
verificado que um microRNA especifico da familia 200s, estd envolvida na regulagdo da
metastase. Assim, foi estudado o microRNA 200c¢ (mir-200c), no qual foram encontradas varias
relagdes moleculares com a metastase. O presente estudo teve como finalidade a pesquisa
bibliografica com analise qualitativa por meio de uma revisao sistematica. Foram utilizados os
bancos de dados PubMed, MEDLINE e Science Direct, na investigacdo do microRNA 200c
como um potencial marcador molecular. Na fase de triagem foram selecionados 72 artigos, no
qual foram excluidos 18 duplicados e na fase de elegibilidade foram excluidos 40 artigos,
sobrando assim, 14 artigos para a discussao, tratando-se de estudos in vitro (3), in vivo (5) e ex
vivo (6). Ap0s a extragdo dos dados, foi realizada a relagdo da concentragdo do miR-200c com
diferentes tipos e estdgios tumorais. Dessa forma, observou-se que as concentracdes de
microRNA estavam reguladas para baixo em tumores metastaticos de ultimo estagio. Conclui-
se que o mir-200c tem uma grande relevancia nos tumores metastaticos, mas nao seria o Unico,
necessitando de mais pesquisas de cunho clinico para se chegar em uma melhor especificidade
como um marcador molecular.

Palavras-Chaves: Cancer, Metastase, MicroRNA 200c, Marcador molecular.



ABSTRACT

Cancer is a major cause of death in patients before the age of 70, in which one of the advances
of this disease is metastasis. Thus, there was a need to trace molecular mechanisms that can
identify the beginning of this process. The deregulation of microRNA expression is related to
several pathologies, including cancer, in which it was found that a specific microRNA from the
200s family is involved in the regulation of metastasis. Thus, microRNA 200c (mir-200c) was
studied in which several molecular relationships with metastasis were found. The present study
was aimed at bibliographic research with qualitative analysis through a systematic review. The
PubMed, MEDLINE and Science Direct databases were used in the investigation of microRNA
200c as a potential molecular marker. In the screening phase, 72 articles were selected, in which
18 duplicates were excluded and in the eligibility phase 40 articles were excluded, thus leaving
14 articles for discussion, dealing with in vitro (3), in vivo (5) and ex vivo (6) studies. After data
extraction, the concentration of miR-200c was compared with different tumor types and stages.
Thus, it was observed that the microRNA concentrations were down-regulated in last stage
metastatic tumors. It is concluded that mir-200c has a great relevance in metastatic tumors, but
it would not be the only one, needing more clinical research to arrive at a better specificity as a
molecular marker.

Keywords: Cancer, Metastasis, MicroRNA 200c, Molecular marker.
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1 INTRODUCAO

1.1 CONTEXTUALIZACAO

No Brasil e no mundo, o cancer ¢ uma das principais problematicas na satude publica,
pois sua incidéncia e taxa de mortalidade ¢ de alta relevancia. Assim, foi estimado que entre
2020 e 2022, o cancer no Brasil ird chegar a marca de 625 milhdes de casos. Com isso, mostra-
se a importancia da pesquisa € avangos na tecnologia para combater e rastrear essa doenga que
possui mais de 100 tipos diferentes (INCA, 2019).

Os novos estudos sobre oncogénese mostraram que o cancer surge de mutagdes ou
variagoes genéticas. Essas alteragdes podem ser causadas por desestabilizagdo do DNA, erros
no processo de biossintese do DNA e RNA, mutagdes genéticas que causam diferenciagdes
fisiologicas e morfologicas, polimorfismos genéticos, agao externa, como desestabiliza¢ao do
gene ou cadeia das bases nitrogenadas, devido ao manejo de produtos quimicos e radioativos
que produzem ions e também infec¢des virais que podem modificar a estrutura dessas
moléculas, j4 que sdo multiplicadores intracelulares. Para que haja um tipo de carcinoma ¢
necessario que aconteca pelo menos 4 mutagdes especificas, pois existem varios reguladores
que impede a sintese, multiplicagdo e proliferagio (ONUCHI; CHAMMAS, 2010).

Sendo assim, um dos estagios mais cruciais do cancer ¢ a metastase, caracterizada no
momento em que as células cancerigenas deixam de ter caracteristicas epiteliais do tecido para
ter caracteristicas mesenquimais. Com isso, permite a maior permeabilidade dessas células para
outros tecidos proximos. Umas das caracteristicas do EMT (epithelial-mesenchymal transition)
é a perda de expressdo da proteina caderina epitelial E, uma glicoproteina Ca®" transmembranar
que ¢ responsavel pela manutencao da polaridade celular, mediando a adesdo célula-célula e
substrato-célula. Desse modo, torna-se mais invasivo, devido a producao de proteases que sao
capazes de permear a membrana basal subjacente e migrar (SAVAGNER, 2001; PEINADO;
OLMEDA; CANO, 2007). Como parte dessa transi¢cao de células cancerigenas epiteliais para
mesenquimais, essas células produzem varios fatores de transcri¢ao, sendo um desses fatores
os microRNAs. Ja foi constatado que em determinados tipos de carcinoma metastaticos as
expressoes de microRNAs sdo desreguladas positivamente ou negativamente, dependendo do
tipo de microRNA, do local e estagio do carcinoma (PENCHAVA; TAVAZOIE, 2013).

Os microRNAs sao formas do RNA nao codificantes que tem pequenas cadeias de bases
nitrogenadas com cerca de 19 a 25 nucleotideos. At¢é o momento, sdo catalogados pela

miRBASE sequéncias de microRNAs de 271 organismos, 38.589 precursores em grampos e
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48.860 sequéncias maduras de microRNAs. Essas pequenas cadeias de RNA tém como fun¢ao
aregulacdo pos-traducional do RNA mensageiro (RNAm) e estdo implicadas em toda as etapas
da vida celular como: proliferacao, diferenciagdo, apoptose, resposta ao estresse e regulacao
transcricional. Esses microRNAs se ligam ao fragmento 3" ndo codificado pelo RNAm, por
consequéncia tendo seu efeito regulatorio ao se ligar com RNAm impedindo a transcri¢dao da
proteina. Assim, apresentam importancia como biomarcadores, ja que estdo em todo o ciclo
normal e anormal de celuralidade (JULIO; FILHO; KIMURA, 2006; SANDORVAL, 2011;
KOZOMARA; BIRGAOANU; JONES, 2019).

A expressao de microRNAs pode estar desregulada em varias patologias, inclusive no
cancer, podendo alterar algumas fases do processo celular. Desse modo, pode-se investigar
alguns tipos de microRNAs especificos para o estudo aprofundado da metéstase cancerigena,
nesse caso o grupo de estudo seria a familia miR-200, a qual contém 5 microRNAs homdlogos
(miR-200a, miR-200b, miR-200c, miR-429 e miR-141). Essa familia compartilha das mesmas
sequéncias de nucleotideos e mesmos alvos que suprimem a transi¢@o epitelial mesenquimal e
tém correlacdo inversa com algumas proteinas que possuem natureza de células cancerigenas
epiteliais (PARK et al., 2008; DYKXHOOM et al., 2009). A perda da expressao do miR-200
gera um agravamento do processo cancerigeno, pois sua regulacdo homeostatica ¢ capaz de
regular positivamente a transcricdo da caderina E, que desempenha um papel fundamental na
regulacdo da interacdo célula-célula e consequentemente no EMT (PEINADO; OLMEDA;
CANO, 2007; SHIRAKIHARA; SAITOH; MIYAZONO, 2007).

Assim, visto que a desregulagao da expressdao da familia miR-200s tem contato direto
com a EMT e consequentemente a metastase, foi observado o papel de um dos microRNAs
que compdem a familia 200s, o microRNA 200c, no qual apresentou varias expressdes nos
canceres metastaticos. Desse modo, tem-se como objetivo o estudo do miR-200c e seu
potencial uso como marcador metastatico a partir de trabalhos ja publicados e selecionados por

meio de uma revisdo sistematica.
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1. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Realizar uma revisao sistematica dos estudos sobre microRNA 200c¢ e sua relagdo com

o cancer como potencial marcador metastatico.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Compreender aspectos sobre o miR-200c¢ e sua relacdo com as metastases;

- Analisar dados sobre estudo in vitro e in vivo sobre concentracdes de mir-200c.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 INCIDENCIA DAS NEOPLASIAS

O cancer ¢ um problema de sade mundial caracterizado como uma Doenga e Agravo
Nao Transmissivel (DANT) responsavel pela segunda principal causa de mortalidade em
pacientes antes dos 70 anos. As principais causas desse crescente aumento sdo as condig¢des
socioeconOmicas, estilo de vida da populagdo, exposicdo a fatores de risco, crescimento
demografico e envelhecimento da populacdo, tendo como resultado o aumento e prevaléncia
do cancer em paises desenvolvidos e emergentes (BRAY et al., 2018).

Conforme estimado pelo Instituto Nacional de Cancer (INCA) (2019), para o Brasil,
nos anos de 2020 a 2022, estdo previstos 625 mil novos casos de cancer. Os indices em relagao
ao sexo sdo predominantemente em homens, sendo 215,86/100 mil habitantes, enquanto que
em mulheres ¢ 145,00/100 mil habitantes. Em relagdo as regides, todas apresentaram altos
indice de cancer de prdstata e mama, embora cada regido tenha seus perfis epidemioldgicos. O
Sudeste ¢ a regido que tem o maior indice chegando a 60 % juntamente com a regido Sul, a
caracterizada com a maior prevaléncia de cancer de intestino e pulmdo. No Centro Oeste,
prevalece os canceres de colo de utero e estobmago. Nas regides Norte e Nordeste, prevalecem
o de colo de utero e estdbmago, sendo a regido Norte a tnica que tem a taxa de colo de utero e
de mama equiparadas.

Para a regido Nordeste, especificamente para o Rio Grande do Norte, a estimativa ¢ que
a taxa bruta para homens seja de 327,19/100 mil habitantes e para mulheres 292,56/100 mil
habitantes, com os homens mais acometidos por cancer de prostata, estdbmago, traqueia,
bronquio e pulmao, e as mulheres por cancer de mama, colon, reto e colo do utero (INCA,

2019).

3.1 CARACTERISTICAS DAS NEOPLASIAS

As neoplasias ou tumores classificam-se em dois tipos: maligno e benigno. Os tumores
malignos se classificam pelos folhetos embriondrios que sao constituidos por: origem epitelial
(carcinoma), origem mesenquimal (sarcoma) e origem embriondria (teratoma), ja os benignos
sdo classificados pelos seus constituintes e pela sua origem com o sufixo oma, como por

exemplo, linfoma, hepatoma e melanoma. Além disso, podemos diferenciar esses tumores
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benignos e malignos pela diferenciagdo celular, taxa de crescimento, invasao local e metéstase
(FILHO, 2016).

Em relagdo a diferenciacdo, as neoplasias benignas apresentam-se semelhantes a célula
de origem. J4 as neoplasias malignas t€m sua diferenciagdao bem diversa, caracterizando-se por
ampla gama de diferenciagdo celular parenquimatosas, podendo chegar a uma simples
diferenciagdo até uma total diferenciag¢@o. Os tumores malignos ainda apresentam caracteristica
de anaplasia, sendo a total perda da diferenciagdo, apresentando variagdes celulares, tais como:
pleomorfismos, hipercromasia, propor¢ao nucleo/citoplasma, mitoses numerosas, perda de
polaridade e células tumorais gigantes (ABBAS; KUMAR; ASTER, 2013).

Nas neoplasias benignas, as células geralmente t€ém pouca taxa de crescimento. J& nos
tumores malignos, o seu crescimento tende a ser mais acelerado sendo inversamente
proporcional a sua diferenciagdo. Tanto as células benignas como as malignas podem sofrer
influéncia hormonal, tendo sua taxa de crescimento alterada, assim modificando algumas
caracteristicas predominantes (ABBAS; KUMAR; ASTER, 2013).

Outra caracteristica das neoplasias benignas ¢ a permanéncia fixa no seu local de
origem, com isso essas cé¢lulas ndo t€ém propriedades de invasao celular. Essa caracteristica se
da por apresentarem uma capsula originada das células do tecido hospedeiro, devido a pressdo
celular que o tumor confere sobre as células do tecido hospedeiro. Os tumores malignos t€ém

como principal caracteristica a metastase (FILHO, 2016).

3.2 CARACTERISTICAS DA METASTASE

A metastase ¢ a disseminagao do tumor em outros 6rgaos distais ou proximais, estando
presente apenas em neoplasias malignas. As neoplasias metastaticas sdo comumente achadas
em canceres anaplésicos e com grande dimensao, podendo esses tumores se disseminarem por
trés estruturas de semeaduras: nas cavidades corporais, pelo tecido linfatico e pela
disseminagdo hematogénica (ABBAS; KUMAR; ASTER, 2013).

Dessa forma, ¢ observado em varias pesquisas que o papel da EMT tem como uma das
principais causas a metastase. Durante a progressdo da metastase as células cancerigenas
expressam informagdes que modificam e realizam protedlise para a adesdo celular, fazendo
com que perca a polaridade celular, a desestabilizacao das juncgdes célula-célula, supressao do
apoptose, remodelagdao das estruturas citoesqueléticas e inicio da motilidade (BERX et al.,

2007).
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A EMT tem como finalidade a adesdo e migracdo celular em sua homeostasia, sendo
utilizada na embriogénese na formagao das trés camadas (ectoderma, mesoderma e endoderma)
na agregacao celular de animais para formagdo de complexos e na cicatrizagao (THIERY,
2002). Ja& nas patologias, hda um aumento desse processo, principalmente nas neoplasias
malignas. A perca da expressdo da caderina E estd relacionada diretamente a EMT e
consequentemente a metastase. A caderina E ¢ uma glicoproteina que tem dominio
extracelular, tendo como fungdo principal a adesdo célula-célula, sendo composta por 5
subdominios. Essa expressdao das cardeninas podem ser perdidas pela inativacdo mutacional,
pela ativacdo dos genes beta-catenina que tem acao proto-oncogene e na expressao inadequada
dos fatores de transcricdo SNAILI1 (Zinc finger protein) e TWIST1 (Twist-related protein 1),
sendo as primeiras fases da metastase a ser constituida (BERX; VAN ROY, 2001; ABBAS;
KUMAR; ASTER, 2013).

Dois fatores estdo internamente ligados com a caderina E e EMT, as proteinas E-box
ZEBI1 e ZEB2 (Zinc finger E-box-binding homeobox). Essas proteinas sdo importantes na
formagdo embrionaria dos vertebrados, entretanto foi demostrado que suas concentragdes
podem interferir no bem-estar do individuo formado. Tendo a alteragdo homeostasia da
transcricdo E-box ZEB, esta proteina ird se ligar em um gene CDHI, no qual é um promotor
genético da caderina E, alterando assim a polaridade celular. Outra consequéncia da ligagao ao
gene CDHI, ¢ a formagdo e recrutamento de proteinas de remodelacdo de cromatina SWI
(SWItch/Sucrose Non-Fermentable), que ira levar na acumulacdo de CDHI1 transicional,
afetando a EMT. Como a caderina E ¢ um percurso da EMT, a familia de proteina ZEB se torna
um ativador da EMT. Com isso, vendo em estudos que a alta concentracdo de ZEB pode sim
estar relacionada a uma metastase (POSTIGO et al., 2003; PEINADO; OLMEDA; CANO,
2007; KORPAL et al., 2008).

Em seguida, as células neoplésicas vao produzir enzimas proteoliticas ou induzir a
células estromais em formar proteases, com isso ird resultar na clivagem do coldgeno e
proteoglicanos, por consequéncia ird ser degradado os receptores epiteliais (integrinas,
laminina e colageno), com isso o tumor tera uma permeabilidade na membrana basal. A ultima
etapa sera a quimiotaxia para os tecidos adjacentes, muito dos fatores que compdem essa
quimiotaxia sdo citosinas produzidas pelos proprios tumores e os produtos dos resultados das
protedlises, com isso a célula terd configuracdes e estruturas que irdo possibilitar a invasao
para a matriz extracelular e possivelmente nos sistemas linfatico ou hematologico (ABBAS,

KUMAR; ASTER, 2013).
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3.4 OS MICRORNAS

Os microRNAs s3o uma classe de RNAs nao codificantes composta por 19 a 25 bases
nitrogenas ¢ tem como fun¢do a regulacdo da expressao genética pds-transcricional, sendo
sintetizados de duas formas em miRNA primario (pri-miRNAs) e microRNA, que irdo ser
produzidos por trés principais proteinas: RNase III, Drosha e Dicer (HA; KIM, 2014).

Inicialmente, os microRNA serdo formados pela RNA polimerase II ou III, que ird
possuir uma grande quantidade de nucleotideos que tem formato de grampo, sendo constituido
por uma extremidade cap 5’ 7-metil guanosina e uma calda poli A. Com isso, o pri-microRNA
ira ser processado pela ribonuclease III Drosha e o cofator DGCR8 que reconhece e cliva
préoximo a jun¢do de grampo e ssRNA (RNA fita simples), como produto desse processo
formara o pré-microRNA que compde de 60 a 100 nucleotideos em formato de grampo. Esses
pré-microRNA irdo ser transportados para o citoplasma por um receptor nuclear XPOS5 (57510
Exportin-5) dependente de RanGTP. No citoplasma, o pré-microRNA serd clivado pela
ribonuclease III chamada de Dicer, que resulta nas microRNAs maduros que estdo em dupla
fitas entorno de 21 a 22 nucleotideos para serem inseridos na proteina AGO 2 (Proteina
argonauta-2) (DESVIGNES et al., 2015; WATSON et al., 2015).

Para haver o silenciamento do mRNA, precisa-se de associa¢ao da proteina AGO 2 com
o microRNA que ird desenrolar a dupla fita, no qual uma fita sera selecionada para se
complementar ao RISC (RNA-induced silencing complex). Como resultado da formacao do
complexo RISC, o RNA mensageiro especifico pode sofrer degradagdo, desestabiliza¢ao ou
inibicdo da tradugdo, tendo em vista que o complexo ird se ligar na por¢do 3’ do mRNA

(O'BRIEN; HAYDER; PENG, 2018; WATSON et al., 2015).

3.4.1 MicroRNAs da familia 200s

A familia miR-200s ¢ composta pelos membros especificos miR-200a, miR-200b, miR-
200c, miR-429 e miR-141. Assim, os miR-200s podem ser divididos em 2 grupos que se
originam em diferentes localizagdes cromossomicas, sendo compostos por miR-200a, miR-
200b e miR-429 que se originam do cromossomo 1p36 e miR-200c, e miR-141 estando
localizado no cromossomo 12p13. Mesmo com origens diferentes estes dois grupos de miR-
200s tem suas sequéncias de nucleotideos muito parecidas mudando apenas a uracila (miR-

200a/b e miR-429) para citosina (miR-200c e miR-141) (UHLMANN et al., 2010).
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4 METODOLOGIA

4.1 PESQUISA SISTEMATICA DE LITERATURA

Esta revisao sistematica foi realizada de acordo com as diretrizes dos itens de relatério
de preferéncias para revisdo sistematica e meta-analises (declaragdo PRISMA) com
modificagoes.

Para conduc¢do deste estudo foi considerada a seguinte questdo: O microRNA 200c

possui relagdo com a metastase ao ponto de ser um marcador biomolecular?

4.2 ESTRATEGIA DE BUSCA DE ARTIGOS.

A pesquisa foi realizada de setembro a novembro de 2020, nas bases PubMed, Science
Direct e MEDLINE. Foram analisados artigos e publicagdes em periddicos cientificos entre
2014 a 2019. Foram utilizados os seguintes DeCS (Descritores em Ciéncia a Saude)
“MicroRNA”, ‘Neoplasm Metastasis”, “Epithelial-Mesenchymal Transition” e “Biomarkers”.
Também utilizando no rastreamento da pesquisa o operadore l6gico “AND” para combinacdo

dos descritores.

4.1 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO DE ESTUDOS

A selecao dos artigos foi realizada de acordo com os termos de busca encontrados nos
titulos e resumos, seguido de selecdo e leitura na integra dos artigos, a fim de identificar estudos
que atendessem aos critérios de inclusdo e exclusdo. Para tal, foram considerados os seguintes
critérios de inclusdo: a) estudos que tiveram o tema de microRNA 200c e metastases, b) periodo
de publicagao de 2014 a 2019 e ¢) publicagdo em inglés. Os critérios de exclusdo foram artigos
que fugissem da proposta do tema, artigos de meta-analise, revisdo sistemadtica, revisdo
integrativa, revisdo de literatura, revisao de literatura, resumos de anais, editoriais, cartas ao
editor, artigos duplicados e aqueles que nao respondiam a questao norteadora que compos esse

estudo e publicados antes de 2014.

4.4 EXTRACAO E ANALISE DE DADOS
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A andlise dos estudos foram caracterizadas por trés etapas: pré-analise, exploragao dos
artigos e interpretagdo dos dados. As interpretagdes e informagdes foram descritas em Minayo
(2014), sendo a interpretacdo que mais se adequa ao tipo de andlise. Os dados foram extraidos
das bases Science Direct, MEDLINE e PubMed sendo extraidos os artigos manualmente e
organizado em forma de tabela. As variaveis extraidas de cada artigo e incluidas na revisdo

foram: Autores e ano, amostra de estudo, tipo de estudo, metodologia utilizada e tipo de cancer.
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INCLUIDOS
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Dos 2098 artigos obtidos na busca inicial nas 3 bases de dados, sendo eles PUBMED

com 1004, MEDLINE 567 e Scienced Direc 527. Foram selecionados por titulos 72 artigos na

primeira etapa, dentre esses foram excluidos 18 artigos duplicados, com isso, sobrando 54

artigos selecionados para fase de elegibilidade, no qual 40 foram excluidos pela

incompatibilidade dos resumos e resultados apresentados com o tema. Restando assim, 14

artigos para realizar a leitura na integra e compor a revisao sistematica. Os resultados da busca

estao representados no fluxograma abaixo (Figura 1).

Figura 1. Fluxograma do resultado da busca, sele¢do e inclusdo dos estudos. Fonte: O autor

(2020).
Artigos cientificos identificado Artigos cientificos identificado Artigos cientificos identificado na
na base PUBMED na base MEDLINE base Science Direct
(n=1004) (n=567) (n=527)
A ‘} A
Artigos selecionados por leitura titulo
(n=172)
. ' ] Artigos duplicados
Artigos p6s duplicados ) (n=18)
(n=54)
A/ Artigos excluidos por
Artigos pos incompatibilidade (tipos de
incompatibilidade — 3| estudo, leitura de resumos e
(n=14) resultados)
(n=40)

v

Artigos incluidos na
revisao sistematica
(n=14)




Autor (ano)

Tamagawa

etal. (2014)

Chang et al.
(2014)
Lietal (2014)

Toiyama et al.
(2014)
Tejero et al.

(2014)

Lu et al. (2014)

Yeh et al.
(2014)

Ibranhim et al.

(2015)

Sundararajan

et al. (2015)

Li et al. (2016)

Amostras

Cultura

celular

Cultura
celular
Cultura
celular e
xenoenxerto
em
camundongos

182 pacientes

155 pegas

cirtrgicas

48 bidpsias

1240

pacientes

44 pacientes

Cultura

celular

39 biopsias

Tipo de
estudo
In vitro

In vitro

In vitro/in

Vivo

Ex vivo

Ex vivo

Ex vivo

In vivo

In vivo

In vitro

Ex vivo

Metodologia
utilizada
qRT-PCR

qRT-PCR e
Western blotting
Imunohistoquimica

e Western blotting

Hibridizacao in situ
e qRT-PCR
Imunohistoquimica

e Western blotting

Western blotting e
gRT-PCR
Imunohistoquimica,
Western blotting e
gRT-PCR

gqRT-PCR e
hibridizacdo LNA in
situ
gRT-PCR , Western
blotting e
Imunofluorescéncia
Imunohistoquimica,

qRT-PCR,
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Tipo de cancer

Células
escamosas de
cabega e
pescoco
Células
mamarias
Células
pulmonares nao

pequenas

Células
colorretais
Células
pulmonares nao
pequenas
Células
ovarianas
Carcinoma
hepatocelular
com trombo de
tumor de ducto
biliar
Células

ovarianas

Células

mamarias

Células do

endotélio
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Muto et al. 16 pacientes In vivo Imunohistoquimica Células
(2016) e qRT-PCR colorretais
Zhang et al. Cultura In vitro/in gRT-PCR e Células
(2017) celular e vivo Western blotting epiteliais
ensaios em nasofaringe
camundongos
Damiano et al. 51 Biopsias e Ex vivo Imunoprecipitagao Células
(2017) pecas de cromatina, qRT- mamarias
cirargicas PCR e Western
blotting
Bhardwaj et al. 42 pegas Ex vivo Imunohistoquimica Glandulas
(2017) cirargicas e qRT-PCR sebaceas
palpebral

Tabela 1. Caracteristicas dos artigos incluidos na revisao sistematica sobre os estudos do miR-200¢ nas
neoplasias. Fonte: O autor (2020).

Foram analisados artigos e publicagdes em periodicos cientificos entre 2014 a 2019,
porém, ndo foram encontrados estudos nos anos de 2018 e 2019 que atendessem aos critérios
da pesquisa. Restando assim, 14 estudos cientificos para discussdo do papel do MicroRNA 200c
na metastase. Dentre os trabalhos selecionados, ha estudos pré-clinicos e clinicos, utilizando

varios meios in vitro, in vivo € ex vivo (Tabela 1).

Tamagawa et al.(2014) correlacionaram os microRNAs 200c e 141 a 13 linhagens de
carcinoma metastatico espinocelular de cabega e pescogo a expressdo dos genes E-caderina,
ZEBI1 e ZEB2. No presente estudo, demostrou-se uma expressao positiva do mir-200c e mir-
141 com o marcador genético E-caderina e inversa com ZEB2, contudo apenas o mir-141 foi
relacionado inversamente ao ZEB1. Visto assim, os autores relataram que a utilizagdo desses
dois microRNAs seria de fundamental importancia na relacdo da metastase espinocelular de
cabecga e pescogo, pois a expressao dos mir-200c e mir-141 estaria ligado a manutencao da
caracteristica epitelial e seu défice afetaria positivamente os genes ZEB1 e ZEB2, assim

ganhando caracteristicas mesenquimais.

No estudo de Chang et al. (2014), se pressupds um viés diferente das vias ZEB1 e ZEB2,
os autores fornecem que a expressao da proteina do HBMGBI1 no cancer de mama tem relagao
genética com o microRNA 200c. Demostrou-se que o mir-200c tem relagdo proporcional com

a expressdo ectopica da proteina HBMGBI1, que por sua vez, vai alterar as estruturas do
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citoesqueleto e ativando quinases, dando assim motilidade celular para estas células

cancerigenas.

Liet al. (2014), apresentaram mais uma vez as concentracdes baixas de microRNA 200c¢
em relacdo a metastase avangada, sendo especificado em canceres pulmonares ndo pequenos.
Além de confirmar esta prerrogativa, os autores ainda fizeram uma relacdo com a proteina
USP25, que ¢ membro da familia de proteases da ubiquitina, que em canceres metastaticos
avangados pulmonares ndo pequenos, apresentou uma alta concentragdo de RNA mensageiro e
da propria proteina, em contrapartida, os niveis de microRNA 200c tive uma baixa, em relagdo

aos carcinomas mais avangados.

Na pesquisa de Toiyama et al. (2014), foi analisado o papel do microRNA 200c em
niveis séricos em cancer colorretal. Observou-se que os niveis deste microRNA em nivel sérico
foi maior nos estagios de cancer IV do que o estagio I, em contrapartida no tecido do cancer
colorretal foi o inverso. Os autores relatam que isto se da pela relacdo do avango da metastase,
devido as metastases linfonodais, hepatocelular e em outros 6rgaos aumentaram os niveis de
mir-200c na corrente sanguinea. Com isso, Toiyama et al. (2014) sugerem que o microRNA

200c seja um grande biomarcador para a metastase linfonodal de cancer colorretal.

Tejero et al. (2014), relacionaram as concentragdes de miR-200c em adenocarcinomas
pulmonares ndo pequenos em relagao a sobrevida. Os achados do estudo, mostraram que em
adenocacinomas que expressava niveis de microRNA 200c mais elevados, a sua sobrevida era
de 61,2 meses, j4 os que expressam niveis menores a sobrevida dos pacientes ¢ de 145,5
semanas. Os autores destacam que a correlagdo com o microRNA 141 seria de essencial
importancia, pois os niveis de sobrevida nesses dois microRNAs expressam niveis

significativamente importantes para a clinica médica.

Lu et al. (2014), demostram a relagdo do cancer ovariano com a expressdes de mir-200¢
e com a proteina ZEB2. Na pesquisa, os autores tiveram como base a transfec¢do tanto da
proteina ZEB2 como de seus mediadores, para a avaliagdo do mir-200c. Mostrou-se o0s
resultados parecidos com os discutidos, que o mir-200c foi diminuido significativamente
quando teve uma alta expressdo de ZEB2 exibindo mais uma vez sua correlagdo inversa com o

microRNA 200c.

Yeh et al. (2014) correlacionaram toda a familia 200s com os principais fatores de EMT
no carcinoma hepatocelular com trombo de tumor de ducto biliar, no qual se chegou a algumas

conclusdes. Foi relatado que o potencial do microRNA 200c nesse tipo de carcinoma seria os
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efeitos inibitorios da proliferagdo celular, pois nesse tipo de cancer demostrou feedback positivo

com a caderina-E.

Ibranhim et al. (2015) tiveram como base o cancer de ovario epitelial seroso, no qual
foi relacionado com o microRNA 200c e 31. A pesquisa relacionada como mir-200c foi
realizada em meio de cultura de células ovarianas, no qual obtiveram as concentragdes
negativas do miR 200c que foi relacionado ao aumento do gene supressor de tumor DLC-1, no
qual a suprexpressdo do microRNA 200c levou o aumento da proliferacio de células

cancerigenas.

Para reforgar o papel da relacdo do mir-200c com o ZEB1, Sundararajan et al. (2015)
realizaram uma pesquisa para a busca de novos genes que fomentassem ainda mais essa relagao.
Nos seus achados, os genes MYLK e TKSS5 foram avaliados em linhagem de cancer de mama
e o ZEBI teve sua expressdo reduzida e consequentemente os valores de MYLK e TKS foram

reduzidos, enquanto o mir-200¢ foi aumentado.

No estudo de Li et al. (2016), correlacionaram o RNA MALAT1 com expressao forgada
para baixo no microRNA 200c em cancer de endotrial endometrioide. Como os autores relatam,
o RNA MALAtI esté ligado ao ntcleo celular, no qual, quando ocorre alteragdes no nucleo, o
MALATI ¢ expresso em grande quantidade. Analisou-se ¢ este RNA estd envolvido em
diversas patologias, incluindo a metastase, a baixa expressao do microRNA 200c. Observou-se
que o caminho inverso, a superexpressao de mir-200c estd suprimindo os valores de MALATI
e consequentemente diminuindo a EMT 1. Entretanto, os autores fizeram uma ressalva, que este
tipo de RNA esta correlacionado com mir-200c neste tipo de cancer, pois o cancer de endotrial
endometrioide apresenta varias peculiaridades, sendo necessarios estudos mais detalhado sobre

arelagdo de MALATI com o microRNA 200c.

Muto et al. (2016) pesquisaram as relagdes das proteinas ZEB no cancer de colorretal.
Relacionaram familia 200s com a proteina ZEB, que primeiramente ndo mostrou concentragdes
relevantes para se correlacionar, mas o papel do mir-200c foi destacado, j4 que teve uma
diferenca significativa em comparagdo com os canceres metastaticos € nao metastaticos. No

estudo a proteina ZEB1 ndo teve nem uma relacao significativa com o mir-200c.

Enquanto no estudo de Zhang et al. (2017), o microRNA 200c teve um papel inverso
dos outros estudos. Realizaram uma pesquisa em células cancerigenas da nasofaringe, fazendo
tanto em meio de cultura celular, quanto em camundongos. Transfectaram anti-mir200c em

células cancerigenas que teve como resultado um volume tumoral menor comparado ao grupo
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controle, e também observaram que a capacidade de invasdo na matriz intracelular foi
diminuida, ja com a superexpressdao do microRNA 200c nao teve diferenca significativa em
comparagdo com o grupo controle, observando no estudo in vivo pelo dessecamento de

camundongos.

Zhang et al. (2017), sugerem que o mir-200c se comporta como um fator de crescimento
para alguns tipos de carcinoma, e que ¢ preciso delinear os papéis da familia microRNA 200s
para a identificagdo dos canceres, ja que em alguns se comporta de maneiras e concentragdes

diferentes.

Em estudos em bidpsias, foram analisadas as baixas concentragdes de mir-200c em
relacdo a metastase de cancer de mama triplo negativo. Na pesquisa do Damiano et al. (2017),
foi demostrado a relagdo ZEB1 com o microRNA 200c para comprovar os achados no cancer
de mama triplo negativo. Foram analisadas as pecgas cirurgicas e bidpsias, observando-se que
em cancer que tiveram uma sobrevida menor, os valores de ZEBI1 estavam elevados, ja nos
microRNAs 200c estavam diminuidos. Os autores apontam que os tamanhos dos tumores nao
foram relacionados com os valores genéticos de mir-200c e ZEB, mas sim as invasdes

linfonodais.

No estudo Bhardwaj et al. (2017), relacionaram os mir-141 e mir-200c com os valores
de ZEBI e ZEB2 no cancer glandular palpebral. Os autores encontraram dois microRNAs que
tinham relacdo inversa com a expressao da proteina ZEB2, ja com o ZEBI nao tiveram
correlacdo significativa. Assim, foi demostrado mais uma vez a correlacdo dos microRNAs 141
e 200c na regulacdo positiva pela expressdo da caderina-E, tendo como um controle

homeostatico da EMT.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O objetivo do trabalho foi almejado, pois foi encontrado a relagdo do miR-200c na
patologia molecular da metastase. A pesquisa evidenciou a investigacdo no microRNA no qual
a metastase foi mais relevante, assim sendo escolhido um dos microRNAs da familia 200s, o
microRNA 200c. Este microRNA apresentou varios achados moleculares, pois sua regulacao
estava ligada com fatores de crescimento celular, fatores de polaridade, adesdao, mecanismos de
invasdo mensenquimais e proporcdes de nucleo/citoplasma. Sendo observado nos estudos
selecionados para a revisdo sistematica que os canceres de ultimos estagios e de maiores
tamanhos apresentaram os menores niveis de microRNA 200c, observando assim, que seus

fatores sdo inversamente proporcionais ao crescimento do tumor.

Foi analisado que alguns tumores se comportam de maneiras diferentes, no qual o cancer
pode ter varias peculiaridades, sendo influenciadores hormonais, diferenciacao histoquimica,
vascularizagdo e sitio celular cancerigeno. Entretanto, na atual pesquisa foram analisados 14

artigos em nove sitios celulares diferentes, no qual, destes oito se comportaram de maneira igual

as concentracdes de microRNA 200c no avango da metastase. E importante salientar,
que faz-se necessario o desenvolvimento de pesquisas de cunho clinico para se fomentar este
tipo de estudo, pois precisasse de varios equipamentos, métodos sofisticados e infraestrutura de

ponta e alto custo, que comprove sua utilizagdo como marcadores metastaticos.

Foi observado em alguns artigos que apenas a presenga do miR-200c nao seria suficiente
para caracterizar a metastase, pois alguns fatores como as concentra¢des da proteina ZEB1 nao
foram modificadas com a desregulacdo deste microRNA, necessitando-se de outros achados

moleculares para ter uma melhor especificidade.

A desregulagcdo do microRNA 200c esta fortemente correlacionada ao desenvolvimento
de diferentes células metastaticas, apesar de ter estudos relevantes e especificos, ainda
necessitam-se de estudos clinicos que abordem um controle e especificidade maior em relagao
as concentragdes e seus mecanismos moleculares. O atual trabalho teve como finalidade de
correlacionar a metastase com o microRNA, assim buscando em plataformas de pesquisas os
melhores artigos para contribuir com o meio académico. Delinear as caracteristicas deste miR-
200c em canceres especificos, pode avaliar melhor o seu papel como um marcador metastatico,
até mesmo podendo ser utilizado como terapia molecular, havendo assim um grande avango

para pacientes oncologicos.
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