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RESUMO

Objetivo: O objetivo do estudo foi analisar as evidéncias sobre miRNAs como bhiomarcadores
para o diagnéstico de endometriose, bem como levantar informagdes sobre os desafios e as
estratégias necessadrias para tornar essas moléculas ferramentas acessiveis para uso na préatica
clinica. Métodos: Revisdo sistematica conduzida nos bancos de dados PubMed®, Literatura Latino-
Americana e do Caribe em Ciéncias da Satde (LILACS), MEDLINE® e Web of Science utilizando os
termos de pesquisa “endometriosis” (todos os campos) AND “miRNA" (todos os campos), avaliando
todas as publicacdes até maio de 2019. Resultades: A maioria dos miRNAs desregulados foram
analisados a partir de amostras de tecido, o que inviabiliza seu uso como teste diagndstico nao
invasivo. Todavia, 62 miRNAs foram identificados como diferencialmente expressos em amostras
que poderiam ser usadas para o diagndstico pouco invasivo de endometriose, como sangue, soro
e plasma. Conclusao: Apesar de todos esses candidatos, os trabalhos sao exploratdrios, realizados
com niimeros pequenos de amostras, sem miRNAs especificos validados para fins diagndsticos.
Estudos envolvendo principalmente amostras bioldgicas, visando a pesquisa translacional, deveriam
ser mais explorados. O desenvolvimento de grandes bancos de dados sobre amostras, bem
como o uso de saliva e fluido vaginal para identificagao de miRNAs, poderia servir como recursos
essenciais para as barreiras atuais no diagndstico da endometriose.

Descritores: Biomarcadores; Saliva; Soro; Fluido vaginal; Bancos de fluidos corpéreos; MicroRNAs;
Endometriose/diagnéstico

ABSTRACT

Objective: The aim of the study was to assess the evidence on miRNAs as biomarkers for the
diagnosis of endometriosis, as well as to provide insights into the challenges and strategies
associated with the use of these molecules as accessible tools in clinical practice. Methods:
Systematic review conducted on PubMed®, Latin American and Caribbean Health Sciences Literature
(LILACS), MEDLINE® and Web of Science databases using the search terms endometriosis (all fields)
AND miRNA (all fields), evaluating all publication up to May 2019. Results: Most miRNAs found to
be dysregulated in this study were harvested from tissue samples, which precludes their use as
a non-invasive diagnostic test. However, differential expression of 62 miRNAs was reported in
samples that may be used for non-invasive diagnosis of endometriosis, such as blood, serum and
plasma. Conclusion: Despite the identification of several candidates, studies are investigatory
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in nature and have been conducted with small number of samples.
Also, no particular miRNA has been validated for diagnostic purposes
so far. Studies based primarily on biological samples and applicable
to translational research are warranted. Large databases comprising
information on sample type and the use of saliva and vaginal fluid
for miRNAs identification may prove essential to overcome current
barriers to diagnosis of endometriosis.

Keywords: Biomarkers; Saliva; Serum; Vaginal fluid; Body fluids banks;
MicroRNAs; Endometriosis/diagnosis

INTRODUGAO

A endometriose € uma doenca comum, que afeta até
10% das mulheres em idade reprodutiva’? e se ca-
racteriza pela presenca de células endometriais fora
da cavidade uterina. Apesar de ter sido alvo de mui-
tos estudos, o diagnostico da doenga segue um desafio.
As apresentagoes clinicas variam, indo desde quadros
assintomaticos até com sintomatologia grave, e faltam
biomarcadores diagnésticos cientificamente aprovados
para o diagnéstico clinico de rotina.)

Exames de imagem, como a ultrassonografia pélvica
e a ressonancia magnética, sao utilizados, principalmen-
te em lesoes profundas, porém o resultado € altamente
influenciado pela experiéncia do examinador,*” o que
dificulta o diagnostico. Nos casos sem achados positivos
de imagem, o diagndstico definitivo da endometriose
superficial s6 pode ser fechado por analise histoldgica
da lesdao em amostras geralmente coletadas por cirurgia
laparoscopica.®” Entretanto, esse procedimento € in-
vasivo e requer anestesia geral.

A complexidade da doenga, aliada a falta de mé-
todos diagnoésticos precisos € menos invasivos, contri-
bui para o atraso no diagndstico, que pode levar até 11
anos.G1%1M Consequentemente, é enorme a demanda
por testes diagnosticos de alta acurdcia e pouco invasivos
para o diagnéstico da endometriose.(1219

Diferentes grupos de pesquisa investigaram o pa-
pel dos miRNAs (microRNA ou miR) na regulagao de
genes conhecidos, dada a sua associagao com processos
envolvidos na patogénese e na evolucao dessa doenga.
Os miRNAs sdo uma classe de pequenas moléculas en-
dégenas de RNA nao codificante, envolvidas na regu-
lagdo pos-transcricional da expressdo génica.(!” Essas
pequenas moléculas foram observadas na circulacao
sanguinea periférica e podem constituir biomarcadores
em potencial para o diagndstico da endometriose.!®!1)

A fim de determinar a real possibilidade de se em-
pregar os miRNAs como biomarcadores para endome-
triose, realizamos um levantamento de todos os estudos
publicados, na esperanca de direcionar os passos futuros
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necessarios para vencer os desafios associados ao uso
de miRNAs na pratica clinica.

OBJETIVO

Determinar quais miRNAs tém aplicabilidade diagnos-
tica na endometriose e delinear os desafios e estratégias
envolvidos na transformacdo dessas moléculas em ferra-
mentas diagndsticas acessiveis para uso na clinica.

METODOS

A fim de identificar artigos cientificos abordando
associacOes entre endometriose € miRNA, foi realizada
uma busca nas bases de dados PubMed®, Literatura
Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude
(LILACS), MEDLINE® e Web of Science, empregando-
se os unitermos endometriosis (todos os campos) AND
miRNA (todos os campos).

Todas as publicacoes listadas até maio de 2019
(automaticamente selecionadas) foram manualmente
analisadas, e somente as que envolviam padroes de ex-
pressao de miRNA validados por reacdao em cadeia da
polimerase (PCR) em amostras clinicas de endometrio-
se foram discutidas nesta revisao. Artigos publicados
em idiomas que nao o inglés, artigos baseados em cul-
tura de células e artigos retratados, publicados em anais
ou inacessiveis foram excluidos. Relatos que figuravam
em mais de uma base de dados foram incluidos uma
Unica vez no total de publicacoes.

Este estudo foi conduzido de acordo com a reco-
mendacao Preferred Reporting Items for Systematic
Reviews and Meta-Analyses (PRISMA) para revisoes
sistematicas, adotada pelo Hospital Israelita Albert
Einstein (HIAE), localizado em Sao Paulo (SP). A
extracao de dados foi realizada em duplicata e de
forma independente por dois pesquisadores, sendo,
entdo, comparada para confirmacdo. Os miRNAs e
seus respectivos niveis de expressao foram avaliados em
amostras e populacoes de pacientes diferentes, assim
como por ano e pais de publicagio.

RESULTADOS

Visao geral das publicacoes ahordando miRNA e
endometriose

No total, 449 artigos cientificos abordando associagoes
entre endometriose e miRNA foram encontrados nas
bases de dados selecionadas para esta revisao. A maio-
ria dos artigos (185) foi recuperada da base de dados
PubMed®, seguida da LILACS e da MEDLINE® (158)
e finalmente da Web of Science (106). Desse conjunto
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de publicagdes, 46 se enquadraram nos critérios finais
de selecao e foram selecionados para discussao nesta
revisao (Figura 1).

r—
Registros identificados
na busca da base de dados
(n=449}
@
§ 244 duplicatas
o : excluidas
Registros triados
(n=205)
S
p— 9 registros excluidos
Retratacao: 2
= | Errata: 1
h Sem acesso: 2
. . Anais: 3
Artigos na integra -
g avaliados para Carta ao editor: 1
2 elegibilidade (n=196)
= 150 textos na integra excluidos
apos andlise do resumo
l —p | Revisdo: 44
Em idioma que nao o inglés: 6
L Estudos incluidos Cultura celular: 47
) para anélise completa Endometriose experimental: 15
© (n=46) Sem endometriose: 14
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SNP: polimorfismo de nucleotideo Unico; LncRNAs: acidos ribonucleicos longos no codificantes; circRNAs: acidos ribo-
nucleicos circulares; PCR: reacdo em cadeia de polimerase

Figura 1. Resultados resumidos da triagem de publicacées abordando
associacoes entre endometriose e miRNAs

O nuamero de publicagdes investigando miRNAs
desregulados em mulheres com endometrioses aumen-
tou rapidamente desde 2009, tendo aproximadamente a
metade do nimero total de artigos (23) sido publicada
nos ultimos 3 anos. China e Estados Unidos foram os
paises com o maior nimero de publicacoes (21 e 9 artigos,
respectivamente).

Nesta amostra de 46 estudos, 43 investigaram miRNAs
desregulados no endométrio ectdpico (EC) comparati-
vamente ao endométrio eutdpico de pacientes controle
(EN), 25 foram identificados no EC comparativamente
ao endométrio eutdpico de mulheres com endometriose
(EU), e 23 foram identificados no grupo EU compara-
tivamente ao Grupo EN. Além disso, 27 foram identi-
ficados no soro, 18 no plasma, 30 no sangue e seis no
liquido peritoneal de mulheres com endometriose em
relacido ao Grupo Controle. Dentre os tipos de amostras
analisados, o sangue parece ser o material mais bem
estudado em termos de potencial de aplicacao no diag-
nostico nao invasivo. O resumo dos miRNAs desregu-
lados encontrados em artigos publicados selecionados
esta listado em tabela 1A-1G.

Tabela 1A. miRNAs diferencialmente expressos em endométrio eutdpico de pacientes
com endometriose comparados ao endométrio eutdpico de pacientes controle

Endometriose Controle

miRNA Regulacao n n Referéncias
miR-126 RN 31 27 Liuet a2
miR-1281 RP 38 38 Yang etal.?!
miR-142-5p RP 38 38 Yang et al.?"
miR-145 RP 11 22 Zhenget al.”?
miR-146a-5p RP 3B 38 Yang et al.?!
miR-183-5p RN N/D N/D Shietal.®
miR-199a RN 12 12 Dai et al.?
miR-202-3p RN 51 32 Braza-Boils et al.?
miR-204 RN 38 9 Haikalis et al.?®
miR-29¢ RN 20 10 Long etal. @
miR-30d-5p RP 21 25 Laudanski et al.%
miR-3152-5p RP 21 25 Laudanski et al.?
miR-34b RN 4 3 Burney et al.*!
miR-34c-5p RN 4 3 Burneyet al.*!
miR-424-5p RN 51 32 Braza-Boils et al. %)
miR-4634 RP 38 38 Yang et al.?"
miR-483-5p RN 21 25 Laudanski et al. ¥
miR-5187-3p RP 21 25 Laudansk et al.®!
miR-543 RN 38 38 Yang et al.?"
miR-556-3p RN 51 32 Braza-Boils et al.*!
miR-629* RN 21 25 Laudanski et al.®¥
miR-9 RN 4 3 Burneyet al.®
miR-940 RP 3B 38 Yang et al.?"

miRNA: microRNA; RN: regulagéo negativa; RP: regulaco positiva; N/D: nao disponivel

Tabela 1B. miRNAs diferencialmente expressos em endométrio ectdpico de
pacientes com endometriose e endométrio eutdpico de pacientes controle

Endometriose Controle

miRNA Regulacao n Referéncias
let-7g RP N/D N/D Wright et al.®!
miR-100 RP N/D N/D Wright et al.*!
miR-1304-3p RP 14 10 Xu et al.
miR-133a-3p RP 33 17 Braicu et al.*
miR-138 RP 51 32 Braza-Boils et al.*!
miR-141 RP 22 24 Saare et al.*
miR-143 RP 11 22 Zhenget al.?
miR-145 RP 11 22 Zhenget al.”?
miR-148a RP N/D N/D Wright et al.®!
miR-183-5p RN N/D N/D Shietal.®
miR-191 RP 12 12 Dong et al.®¥
miR-199a RN 12 12 Dai et al.®
miR-200a RP 22 24 Saare et al.*
miR-200b RP 22 24 Saareet al.*
miR-200c RN 27 12 Liang et al.®®
miR-202-3p RP 51 32 Braza-Boils et al.
miR-205-5p RN 14 10 Xu et al
miR-20a RP 40 20 Zhao et al.”
miR-21-3p RP 7 7 Qietal®
miR-223-3p RP 7 7 Qietal®

continua..
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...Continuacéo

Tabela 1B. miRNAs diferencialmente expressos em endométrio ectdpico de
pacientes com endometriose e endométrio eutépico de pacientes controle

...Continuacao
Tabela 1C. miRNAs diferencialmente expressos em endométrio ectopico e
eutépico de pacientes com endometriose

Endometriose Controle

Endometriose Controle

miRNA Regulacao - 5 Referéncias miRNA Regulacao 5 5 Referéncias
miR-29a RP N/D N/D Wright et al.®! miR-200b RN 16 N/D Filigheddu et al.“®!
miR-29¢ RN 20 10 Long et al.?) miR-200b RN 8 N/D Ohlsson Teague et al.
miR-29¢ RP 51 32 Braza-Boils et al. %! miR-200b RN 32 19 Yang et al.*®
miR-29¢ RP 15 1 Joshi et al.® miR-200c RN 16 N/D Filigheddu et al ¥
miR-325 RP 33 17 Braicu et al.® miR-200c RN 32 19 Yang et al.“!
miR-33b RN 20 15 Yang et al. ¥ miR-202 RP 16 N/D Filigheddu et al ¥
miR-34¢ RP 22 24 Saare et al.* miR-21 RN 38 38 Haikalis et al.?®
miR-3663-3p RP 7 7 Qietal® miR-222 RP 58 38 Ramon et al.
miR-3684 RP 14 10 Xuetal miR-34c RN 22 0 Zhao et al.*
miR-373-3p RP 51 32 Braza-Boils et al.%? miR-424 RN 8 N/D Ohlsson Teague et al.
miR-3935 RN 14 10 Xuetal® miR-424 RN 38 38 Haikalis et al.%®
miR-411-6p RP 51 32 Braza-Boils et al.% miR-449b RN 51 32 Braza-Boils et al.®
miR-4427 RN 14 10 Xuetal miR-449b RN 22 0 Zhao et al.*
miR-449a RP 22 24 Saare et al.* miR-451a RP 41 40 Nothnick et al.“”
miR-450a-5p RN 7 7 Qietal® miR-615 RP 22 0 Zhao et al.*
miR-451 RP 30 0 Graham et al.*! miR-9 RN 38 38 Haikalis et al.”!
miR-4683 RP 14 10 Xuetal miR-99a RP 8 N/D Ohlsson Teague et al.
miR-492 RP 33 17 Braicu et al.® miRNA: microRNA; RN: regulagéo negativa; RP: regulacéo positiva; N/D: nao disponivel
miR-494-5p RP 14 10 Xu et al
miR-503-5p RN 7 7 Qietal.®
miR520e RP 3 17 Braicu et 2l Tabela 1D. miRNAs diferencialmente expressos no soro de pacientes com
endometriose e pacientes controle
miR-544b RP 14 10 Xuetal® =
) ; . - Endometriose Controle A .
miR-5481 RN ND N/D Wright et al ! miRNA Regulagao 0 0 Referéncias
miR-652-5p RN 14 10 Xu etal® let-7h AN 2 2 Cho et al.*®
miR-6747-3p RP 14 10 Xuetal let-To-5p RN 20 2% Nematian et al.“
miRNA: microRNA; RN: regulagéo negativa; N/D: no disponivel; RP: regulagao positiva. miR122 RP 60 25 Wang et al®
miR-122 RP 45 35 Maged et al.®”
Tabela 1C. miRNAs diferencialmente expressos em endométrio ectépico e miR-1250-5p RP 24 24 Cosar et al 6"
eutépico de pacientes com endometriose ) )

- miR-125b RP 20 26 Nematian et al. ¥
miRNA Regulacao Endom:tnose COnItlroIe Referéncias miR-127-3p RN 30 20 Wang et al.®
miR-106a-5p RN 29 0 Zhao et al. @ miR-135a RN 24 24 Cosar et al.®!
miR-108b-6p RP 2 19 Yang etal. mifi-141 RN 60 % Wang et al.™
miR-10a RN 38 38 Haikalis et al.® miR-143-3p RP 24 24 Cosar et al."
miR-125a RP 58 3B Ramon et al miR-145 RN 60 % Wang et al."
miR-126 RN 31 27 Liu et al. @ miR-145-5p RP 24 24 Cosar et al.®"
miR-126 RP 8 ND  Ohlsson Teague et al.* miR-150-5p RP 24 24 Cosar etal.®"
miR-141 RN 8 ND  Ohlsson Teague et al.*® miR-15b-5p RN 30 20 Wang et al.*”
miR-145 RP 8 ND  Ohlsson Teague et al.®® miR-17 RN 80 60 Wang et al.®
miR-145-6p RP 32 19 Yang et al.* miR-185-5p RP 30 20 Wang et al.®
miR-146a-5p RN 32 19 Yang et al.®® miR-18a-5p RP 24 24 Cosar et al.®"
miR-15a-5p RN 32 19 Yang et al.®¥ miR-191 RP 12 12 Dong et al.®¥
miR-16-5p RP 32 19 Yang et al.®? miR-199a RP 60 25 Wang et al."®
miR-182 RN 16 N/D Filigheddu et al.“® miR-199a RP 45 35 Maged et al.*”
miR-182-6p RN 22 0 Zhao et al.“? miR-199a-5p RN 40 25 Hsu et al.®
miR-19b-1-6p RN 32 19 Yang et al.® miR-20a-5p RN 30 20 Wang et al.
miR-200a RN 16 N/D Filigheddu et al.“o miR-30c-5p RN 30 20 Wang et al.®
miR-200a-3p RN 2 0 Zhao etal. miR-342-3p RP 24 24 Cosar et al !

continua... continua..
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Tabela 1D. miRNAs diferencialmente expressos no soro de pacientes com
endometriose e pacientes controle

...Continuacdo
Tabela 1F. miRNAs diferencialmente expressos no sangue de pacientes com
endometriose e pacientes controle

Endometriose Controle

Endometriose Controle

miRNA Regulacao = = Referéncias miRNA Regulacao = - Referéncias
miR-3613-5p RN 24 24 Cosar et al.®" miR-16 RN 4 3 Azmy et al.®
miR-370 RN 20 26 Hu et al.®¥ miR-17 RN 4 3 Azmy et al®
miR-424-3p RP 30 20 Wang et al.* miR-181b RN 4 3 Azmy et al.®
miR-451a RP 41 40 Nothnick et al.“” miR-18a RN 4 3 Azmy et al.
miR-451a RP 24 24 Cosar et al.®" miR-194 RN 4 3 Azmy et al.®
miR-500a-3p RP 24 24 Cosar et al.®" miR-195 RN 4 3 Azmy et al.®
miR-5642-3p RN 60 25 Wang et al." miR-19 RN 4 3 Azmy et al &
miR-6755-3p RN 24 24 Cosar et al.®" miR-19b AN 4 3 Azmy et ol
mf:':gb : gz 22 zz aang e a::j miR-20a RN 4 3 Aamy et al @
m::l‘\lA‘ m\'croRzA: RN: regulagdo negativa; RP: regulacéo positiva e mift21 AN 4 3 Azmy etal
miR-22 RN 4 3 Azmy et al.®
miR-26a RN 4 3 Azmy et al.®
:ﬁggm;ﬁb I;EIZNp/;\; iggggncc(;iltrg?gte expressos no plasma de pacientes com miR-26b RN 4 3 Azmy et al &
miRNA Regulacao Endometriose Controle Referéncias miR27a i ! 3 Aamy et .
n n miR-27b RN 4 3 Azmy et al.®
miR-139 RN 80 39 Nisenblat et al.®! miR-30a RN 4 3 Azmy et al.®
miR-141 RN 61 65 Rekker et al. miR-374a RN 4 3 Azmy et al.®
miR-145 RP 55 23 Bashti et al.® miR-374b RN 4 3 Azmy et al @
miR-154-5p RN 51 41 Pateisky et al.* miR-424 RN 4 3 Azmy et al.®
miR-155 RN 80 39 Nisenblat et al.® miR-7 RN 4 3 Azmy et al.®2
miR-16 RP 33 20 Suryawanshi et al.® miR-93 RN 4 3 Azmy et al.®
miR-17-5p RN 23 23 Jia etal B! mIRNA: microRNA; RN: regulagao negativa
miR-191 RP 33 20 Suryawanshi et al.®”
miR-195 RP 33 20 Suryawanshi et al.®
miR-196b RN 51 4 Pateisky et al.®
miR-2002 i 6 % fekler etal.™ Tabela 1G. miRNAs diferencialmente expressos no liquido peritoneal de
miR-2000 RN 61 65 Rekker etal.*” pacientes com endometriose e pacientes controle
mif-20a AN 2 2 Jaetal®! miRNA Regulagdo Endometriose Controle Referéncias
miR-22 RN 23 23 Jia et al.®! n n
miR-31 RN 55 23 Bashti et al.® miR-106b-3p RP 126 45 Mari-Alexandre et al.®!
miR-33a RP 51 41 Pateisky et al.® miR-122 RP 45 35 Maged et al.*”
miR-378a RN 51 41 Pateisky et al.* miR-130b RP 6 3 Chen et al.®
miR-574 RN 80 39 Nisenblat et al.®! miR-199a RP 45 35 Maged et al.®
MIRNA: microfiNA; AN:regulagao negativa; P:regulagso positiva miR451a RP 126 45 MariAlexandre et al.®
miR-486-5p RP 126 45 Mari-Alexandre et al.®

Tabela 1F. miRNAs diferencialmente expressos no sangue de pacientes com
endometriose e pacientes controle

miRNA: microRNA; RP: regulagéo positiva.

Ao todo, 33 miRNAs foram analisados em mais de
um estudo. Destes, 13 foram analisados em amostras
do mesmo tipo. Os miRNAs identificados em mais de
um estudo e fluido corporal encontram-se descritos na
tabela 2.

Dentre os 62 miRNAs identificados em amostras
com possivel aplicabilidade no diagnéstico pouco

miRNA Regulagdo Endometriose Controle Referéncias
n n
let-3c RN 4 3 Azmy et al.®
let-7e RN 4 3 Azmy et al %
let-7f RN 5 3 Azmy et al.®
let-7g RN 4 3 Azmy et al.®
miR-103 RN 4 3 Azmy et al.®
miR-106b RN 4 3 Azmy et al.®
miR-125a-6p RN 4 3 Azmy et al.®
miR-126 RN 4 3 Azmy et al %
miR-15b RN 4 3 Azmy et al.®
continua...

invasivo da endometriose, como sangue, soro e plasma,
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Tabela 2. Resumo dos miRNAs desregulados identificados em mais de um estudo em diferentes amostras

Total EUversus EN ECversus EN ECversus EU  Plasma Soro Sangue LP Referéncias

6 miR-145 miR-145 miR-145 miR-145 miR-145 Wang et al." Zheng et al.,? Yang et al.,*” Ohlsson Teague
etal., Cosar et al.*"' e Bashti et al.*®

5 miR-200b miR-200b miR-200b Saare et al.® Yang et al.® Ohlsson Teague et al.,“
Filigheddu et al.*®' e Rekker et al.®”

5 miR-424 miR-424 miR-424 miR-424 Braza-Boils et al., ' Haikalis et al.,” Ohlsson Teague et al.,*®)
Wang et al.* e Azmy et al.®

4 miR-199a miR-199a miR-199a miR-199a  Wang et al.,"® Dai et al.,* Maged et al.*” e Hsu et al.*¥

4 miR-141 miR-141 miR-141 miR-141 Wang et al.,™® Saare et al.* Ohlsson Teague et al*® e
Rekkeret al.s”

4 miR-20a miR-20a miR-20a miR-20a Zhao et al.® Wang et al.,*? Jia et al.©" e Azmy et al.®

4 miR-200a miR-200a miR-200a Saare et al.*Zhao et al.*? Filigheddu et al.“®' e Rekker et
a|.(57]

3 miR-29¢ miR-29¢ miR-29¢ Braza-Boils et al.,”® Long et al.”” e Joshi et al.™

8 miR-34c miR-34c miR-34c Braza-Boils et al., % Saare et al.* e Joshi et al.**

3 miR-200c miR-200c Liang et al.,*® Yang et al.* e Filigheddu et al.*®

3 miR-21 miR-21 miR-21 Haikalis et al., Qi et al.*® e Azmy et al.®

3 miR-126 miR-126 miR-126 Liu et al.,® Ohlsson Teague et al.* e Azmy et al.®

3 miR-16 miR-16 miR-16 Yanget al., ¥ Suryawanshiet al.® e Azmy et al.®

3 miR-451a miR-451a miR-451a  Nothnick et al.,*” Cosar et al.®"" e Mari-Alexandre et al.®®

3 miR-9 miR-9 miR-9 Wang et al.,"® Haikalis et al.® e Burney et al.*!

3 miR-106b miR-106b  miR-106b  Yanget al.,*' Azmy et al.®” e Mari-Alexandre et al.®

3 miR-17 miR-17 miR-17 Wang et al.*® Jia et al.®" e Azmy et al.®?

2 miR-122 miR-122  Wang et al."¥ e Maged et al.*”!

2 miR-449b Braza-Boils et al. ! e Zhao et al.*?

2 miR-191 miR-191 miR-191 Donget al.®® e Suryawanshi et al.®”!

2 miR-202 miR-202 miR-202 Braza-Boils et al. ! ¢ Filigheddu et al.“s

2 miR-143 miR-143 Zhenget al.# e Cosar et al.®!

2 miR-22 miR-22 Jiaet al®" e Azmy et al.€

2 miR let-7g miR let-7g Wright et al.*" e Azmy et al.®

2 miR-15b miR-15b Wanget al.® e Azmy et al.®

2 miR-125a miR-125a Ramon et al.“ e Azmy et al.®

2 miR-195 miR-195 Suryawanshi et al.® e Azmy et al.®?

2 miR-18a miR-18a Cosar et al.*" e Azmy et al.®

2 miR-19b miR-19b Yanget al.* e Azmy et al.®

2 miR-146a miR-146a Yanget al.?" e Yang et al.*®!

2 miR-182 Zhao et al.* e Filigheddu et al. o

2 miR-125b Nematian et al.* e Cosar et al.*"

2 miR-let-7h Cho et al.“® e Nematian et al.“**

EU: endométrio eutdpico de mulheres com endometriose; EN: endométrio eutdpico de pacientes controle; EC: endométrio ectépico; LP: liquido peritoneal.

20 também se mostraram desregulados em outros tipos
de tecidos, tais EC e eutdpico, e no liquido peritoneal.
Destes, 35% foram identificados no mesmo tipo de
tecido em mais de um estudo, incluindo miR-200b,
miR-145, miR-199a, miR-424, miR-200a, miR-126 ¢
miR-451a. Treze miRNAs mostraram-se desregulados
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de forma positiva ou negativa, a saber: miR-125b, miR-
let-7b, miR-122, miR-451a e miR-199a no soro; miR-29¢
no EC em relagao ao Grupo EN; e miR-145, miR-200b,
miR-424, miR-200a, miR-200c, miR-449b e miR-182 no
EC em relacao ao EC de mulheres com endometriose
(Tabela 3).
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Tabela 3. Caracterizac@o da expressao de miRNAs para regulacéo positiva e negativa em diferentes amostras

EU versus EN EC versus EN

EC versus EU

miRNA n Plasma Soro Sangue LP
EU EN EC EN EC EU

miR-145 6 (1) Ly (1) Ly 12 L@ ) TA )

miR-200b 5 () L L) 1) L)

miR-424 5 ) ) 1(2) T(2) T (1)

miR-199a 4 L) (1) ) (1) ) Tl () )

miR-141 4 () L) (1) (1) (1) (1)

miR-20a 4 T L L) L) L)

miR-200a 4 (1) Ly L) 1) L)

miR-29c 3 L) ] Tdm L@ L T

miR-34c 3 ) (1) ) ) (1) T

miR-200c 3 ) T $(2) 1)

miR-21 3 (1) (1) (1) (1) L)

miR-126 3 L) ) T Lt )

miR-16 3 ) ) T L)

miR-451a 3 ) 1) T12) T

miR-9 3 L) ) L) T 1)

miR-106b 3 (1) L) L) )

miR-17 3 (1) () L)

miR-122 2 ) )

miR-449b 2 1(2) T(2)

miR-191 2 (1) (1) 1) 1)

miR-202 2 L) (1) (1) ) ) L)

miR-143 2 (1) L) (1)

miR-22 2 L) L)

miR let-7g 2 ) L) L)

miR-15b 2 a0 L)

miR-125a 2 1) L) L)

miR-195 2 ) 1)

miR-18a 2 T 1)

miR-19b 2 (1) ) 1)

miR-146a 2 ) Ly (1) T

miR-182 2 1(2) T(2)

miR-125b 2 T2)

miR-let-7b 2 12

" regulagéo positiva; | regulagéo negativa.

miRNA: microRNA; EU: endométrio eutdpico de mulheres com endometriose; EN: endométrio eutdpico de pacientes controle; EC: endométrio ectopico; PF: liquido peritoneal

DISCUSSAO

A endometriose pode ser uma doenga debilitante e cau-
sa de ma qualidade de vida.® Essa enfermidade tem
relagdo com dismenorreia, dispareunia profunda, dor
pélvica cronica e infertilidade,®*? sendo considerada
um problema de satde publica, devido ao impacto so-
bre a satde fisica e psicologica das pacientes e ao im-
pacto socioecondmico decorrente dos custos do diag-
ndstico, do tratamento e do controle clinico.®®
Atualmente, o diagnostico definitivo da endome-
triose se baseia na andlise histoldgica da lesdo, geral-

mente empregando-se amostras obtidas por cirurgia
laparoscopica.® Entretanto, os métodos de imagem
constituem alternativas diagnosticas nio invasivas im-
portantes para a endometriose ovariana e profunda.
Tanto a abordagem cirdrgica como a nao cirurgica re-
querem habilidade professional consideravel e disponi-
bilidade de dados especificos, o que pode representar
enorme carga econdmica e de saide em paises em de-
senvolvimento.“*?

Nas ultimas trés décadas, pesquisadores do mundo
todo tentaram identificar testes nao invasivos capazes
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de reduzir o tempo necessario para o diagndstico da en-
dometriose. O CA-125 pode ser detectado no sangue ou
no liquido peritoneal e ¢ um dos biomarcadores mais
bem estudados. Em alguns estudos de casos, a dosagem
de CA-125 mostrou-se promissora, principalmente no
diagnoéstico da endometriose mais invasiva, desde que
realizada no inicio do ciclo menstrual.(*-»

Apesar dos resultados conflitantes referentes ao
valor do CA-125 enquanto biomarcador decisivo e im-
portante em revisoes recentes, segundo Socolov et al., o
CA-125 continua sendo o mais indicado para o diagnds-
tico e o monitoramento da endometriose.” Em uma
revisio Cochrane mais recente, publicada em 2016,
Nisenblat et al., compararam a acurdcia de combinagoes
de testes nao invasivos para diagndstico da endometrio-
se pélvica com o diagndstico cirirgico, empregando
como padrao de referéncia ensaios randomizados con-
trolados ou estudos transversais publicados até meados
de 2015. Os autores concluiram que nenhum dos bio-
marcadores investigados (incluindo o CA-125) pode ser
devidamente avaliado por falta de evidéncia suficiente
ou de boa qualidade, dada a heterogeneidade e o alto
risco de viés nos estudos selecionados.>

Por mostrar-se mais elevado nos estagios avangados
da endometriose, a sensibilidade do CA-125 € limitada.
Além disso, a especificidade desse marcador € baixa, de-
vido a sua regulacao positiva em outras patologias gine-
coldgicas.™ Nesse contexto, a busca por novos biomar-
cadores eficazes e nao invasivos, capazes de aprimorar
o diagndstico, o tratamento € 0 monitoramento da en-
dometriose, permanece no topo da lista de prioridades.

Dentre os candidatos promissores, destacam-se 0s
miRNAs circulantes, identificados pela primeira vez
como marcadores soroldgicos ndo invasivos para tu-
mores em 2008.77) A alta estabilidade dos miRNAs
circulantes no plasma humano e sua resisténcia a diver-
sos procedimentos de manipulagao de amostras foram
enfatizadas nesses estudos pioneiros.

Além disso, esses mesmos estudos estabeleceram
o conceito de diagndstico baseado em assinaturas de
miRNAs livres de células especificas. Desde entao, os
miRNAs foram validados como marcadores diagndsti-
cos nao invasivos para diversas doencas, incluindo dis-
tarbios oncoldgicos, inflamatdrios, cardiovasculares,
metabolicos e reprodutivos. Os miRNAs se revelaram
marcadores ideais na oncologia, conforme demonstram
padroes diferenciais de expressao de miRNAs circulan-
tes em pacientes com cancer pulmonar, ovariano, co-
lorretal, prostatico e de mama, em relagdo a controles
saudaveis.”™

No sistema reprodutivo feminino em particular,
a expressao desregulada de miRNAs foi estudada em
fibroides uterinos, em diversos canceres ginecologicos
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(incluindo adenocarcinomas) e em disturbios de parto,
como a pré-eclampsia e o parto prematuro.’33) Essas
pequenas moléculas nao codificantes associadas a di-
versas doencas figuram entre os candidatos uteis para o
diagnéstico da endometriose.®

Nesta revisao, 0o miRNA com expressao diferencial
no maior namero de estudos foi 0 miR-145 (seis artigos).
Nos 46 estudos analisados, a maioria dos miRNAs que
se mostraram desregulados na endometriose foi coleta-
da de amostras teciduais. Portanto, os fluidos corpéreos
foram pouco investigados, embora possam ser tteis en-
quanto ferramentas diagndsticas nao ou pouco invasivas.
Além disso, a maioria dos estudos comparou as diferen-
cas de expressao de miRNAs entre o endométrio eutopico
e o EC de pacientes com endometriose, sendo poucos 0s
que estabeleceram comparacoes com o endométrio de
pacientes com endometriose, ressaltando a dificuldade
dos exames baseados em bidpsias endometriais.

Dentre os miRNAs desregulados em pacientes com
endometriose comparados nesta revisao, 30 foram de-
tectados no sangue, 27 no soro e 18 no plasma de mu-
lheres com endometriose comparadas com populagoes
controle. As diferengas de composicao molecular entre
o0 soro e o plasma sao bem conhecidas.®5

Ao comparar o espectro de miRNAs no soro € no
sangue, Wang et al.,! observaram varias discrepancias
nas concentracoes de RNAs determinadas pela libera-
¢ao de certos miRNAs e outros RNAs durante a coa-
gulacao e sugeriram que o plasma seja utilizado como
amostra de elei¢ao para estudo de miRNAs circulantes,
uma vez que os RNAs liberados durante a coagulacao
podem alterar o repertdrio real de miRNAs circulantes.

A expressao diferencial de seis miRNAs foi iden-
tificada no liquido peritoneal de pacientes com endo-
metriose em relagdo a mulheres nao afetadas. Portanto,
alguns miRNAs presentes no liquido peritoneal podem
atuar na patogénese da endometriose. Entretanto, dada
a natureza desse fluido, seu emprego € limitado pela
necessidade de coleta cirtrgica, ou seja, invasiva.

Um ponto digno de nota nesses estudos foram os re-
sultados conflitantes. Eles foram relatados em estudos
que investigaram a expressao dos miR-145, -424, -199a,
-29c¢, -126, -16, -195 e -18a no mesmo tipo de amostra. As
principais caracteristicas desses estudos encontram-se
descritas a seguir.

A regulac@o positiva do miR-145 foi observada no
soro, em estudo com 24 pacientes com endometriose
estagios IIT e IV e 24 pacientes controle,®" e no plasma
em um estudo com 55 pacientes com endometriose es-
tagios I e II e 23 pacientes controle.®® Em contrapar-
tida, estudo com 60 casos (estagio da doenga nao rela-
tado) e 25 controles relatou regulacdo negativa desse
mesmo miRNA no soro.!”
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Um estudo com quatro pacientes com endometrio-
se leve e trés controles relatou regulagao negativa do
miR-424 no sangue.®? Entretanto, esse mesmo marca-
dor mostrou-se regulado de forma positiva no soro de
30 pacientes com endometriose minima leve em relacao
a 20 individuos controle.®?

A regulacdo positiva do miR-199a foi detectada no
soro de pacientes com endometrioses em dois estudos,
sendo um com 60 pacientes com endometriose estagios
III e IV e 25 pacientes controle™ e o outro com 45 pa-
cientes com endometriose e 35 pacientes controle.®”
Entretanto, a regulacao negativa do mesmo miRNA no
soro foi descrita em outro estudo envolvendo 40 pacien-
tes com endometriose e 25 pacientes controle.®¥

Um estudo com 15 casos clinicos e 11 controles
revelou regulacao positiva do miR-29¢ no EC de mu-
lheres com endometriose em relacao ao endométrio
eutdpico do Grupo Controle.®” Esse achado foi recon-
firmado em outro estudo envolvendo 51 mulheres com
endometriose e 32 controle® nas fases proliferativa e
secretoria do ciclo menstrual. Entretanto, resultados
conflitantes, sugerindo regulacao negativa do miR-29c
no EC de 20 mulheres com endometriose em relacao ao
endométrio eutdpico de dez pacientes controle,*” todas
exclusivamente na fase proliferativa do ciclo, foram re-
latados por outro pesquisador.

A regulacgao positiva do miR-126 no EC comparati-
vamente ao endométrio eutépico foi detectada em oito
mulheres com endometriose estagios 111 e IV®) nas
fases proliferativa e secretdria do ciclo menstrual. En-
tretanto, a regulacio negativa do miR-126 foi relatada
no EC comparativamente ao endométrio eutopico em
31 mulheres com endometriose estagios III e IV, todas
na fase secretoria do ciclo menstrual.

A regulacao positiva do miR-16 e do miR-195 foi
observada no plasma de 33 mulheres com endometriose
comparadas com 20 pacientes controles.®” Entretanto,
outro estudo identificou regulacdo negativa de ambos
no sangue de quatro pacientes com endometriose leve
comparadas com trés controles.®?

A regulacao positiva do miR-18a foi observada no
soro de 24 mulheres com endometriose estagios 111 e
IV em relagdo a 24 pacientes controle.®? Entretanto,
a regulacdo negativa foi identificada no sangue de qua-
tro pacientes com endometriose leve em relagao a trés
controles.®?

A discrepancia nos resultados destaca a relevancia
de critérios como fase do ciclo menstrual, estagio da
doenca, tipo de amostra e tipo de procedimento, bem
como a necessidade de estudos com maior nimero de
pacientes para o desenvolvimento de testes diagndsticos
para a endometriose.

O segundo objetivo deste estudo foi nortear estudos
futuros destinados a identificacdo de um miRNA que
possa constituir um biomarcador confidvel e uma fer-
ramenta para o diagndstico preciso da endometriose.
De acordo com essa revisao critica da literatura, infe-
lizmente ndo ha um miRNA especifico ou uma combi-
nacao de miRNAs devidamente validada para melho-
rar o diagnostico da endometriose. Isso pode refletir a
heterogeneidade da doenca e, consequentemente, as
diferencas de composicdo tecidual.®” Por esse motivo,
apoiamos as iniciativas da World Endometriosis Research
Foundation (WERF) e do Endometriosis Phenome and
Biobanking Harmonization Project (EPHect). O esforco
conjunto de grupos mundiais de pesquisa para a criagao
de grandes bancos de dados derivados de amostras co-
letadas de pacientes com endometriose bem caracteri-
zada é fundamental.

Essa é uma importante ferramenta para a identifi-
cacdo e a validacao de biomarcadores, que pode desem-
penhar papel fundamental na investigacdo de biomar-
cadores em estudos futuros.®® A inclusao de um pool
global de amostras clinicas coletadas de pacientes com
endometriose € fundamental para o avanco do conhe-
cimento médico e pode ser de grande valia na imple-
mentacdo de terapias-alvo, melhorando a efetividade
do tratamento e a qualidade de vida das pacientes que
sofrem de endometriose.

Nesta revisao de literatura, nao foram encontrados
estudos investigando o perfil de expressao de miRNAs
no fluido vaginal. Esse fluido corporal pode ser facil-
mente coletado durante o exame ginecoldgico e, apesar
da alta taxa de colonizagao bacteriana, parece ser fonte
promissora de material diagnéstico.®*? O valor da ex-
pressao diferencial de miRNAs no fluido vaginal en-
quanto teste potencial de rastreio de HPV foi avaliado,
com resultados interessantes.®'~

Da mesma forma, nenhum dos artigos aqui revisados
investigou miRNAs na saliva. Até o momento, nio exis-
tem biomarcadores salivares para endometriose cien-
tificamente comprovados. O emprego da saliva como
meio de deteccao de biomarcadores é adequado e de-
sejavel® e foi previamente explorado no diagndstico
da endometriose.®®*) A ampla disponibilidade, aliada a
facilidade de coleta por método nao invasivo, com baixo
custo e desconforto minimo, faz da saliva um material
ideal para a pesquisa de biomarcadores, que vem des-
pertando grande interesse na esfera da saide publica. O
uso da saliva para identificacaio de miRNAs seria uma
solucdo ndo invasiva em potencial para a eliminacdo dos
obstaculos vigentes para o diagnéstico da endometriose.

Este estudo tem algumas limitacoes. Na avaliacao
de artigos com resultados conflitantes, ndo foi possivel
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identificar os fatores responsaveis pelos diferentes des-
fechos. As razdes por tras da heterogeneidade de miRNA
também nao foram encontradas.

Diversos estudos que investigaram a expressao de
miRNAs em pacientes com endometriose foram dis-
cutidos nesta revisao. Em sua maioria, esses estudos
foram baseados em amostras agrupadas ou pequenas.
Ensaios clinicos grandes e bem planejados, destinados
a validacdo de miRNAs associados a endometriose,
fazem-se necessarios para o desenvolvimento de mé-
todos diagndsticos acurados e pouco invasivos. O im-
pacto clinico do emprego dos miRNAs cientificamente
comprovados como biomarcadores para endometriose
se traduzirda em mais amplo acesso a cuidados e menor
disparidade em satude, com potencial impacto sobre a
saude global. O diagnostico da doenca em estagios mais
precoces pode se traduzir em uma redugao dramatica
dos custos de saude, além de beneficiar os pacientes em
termos de melhor saide e qualidade de vida.

CONCLUSAO

A expressao diferencial do miR-145 foi relatada no
maior nimero de estudos (seis artigos). Em sua maio-
ria, os miRNAs desregulados foram extraidos de amos-
tras teciduais.

Nenhum miRNA especifico ou combinacio de
miRNAs foi validado para melhorar o diagndstico da
endometriose, o que pode refletir a heterogeneidade da
doenca e, consequentemente, diferencas de composi-
cao tecidual. Bancos de dados grandes, que contenham
dados derivados de amostras coletadas de pacientes
com endometriose bem caracterizada, podem ter pa-
pel fundamental na investigacao de biomarcadores em
estudos futuros. O uso de amostras de saliva e fluido
vaginal para a identificacio de miRNAs poderia repre-
sentar uma solucdo nao invasiva em potencial para a
eliminacdo das barreiras vigentes para diagndstico da
endometriose.
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