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MICRORNAs AND CANCER: APPROACHES AND PERSPECTIVES
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Resumo

Introducao: Diversos estudos foram realizados a fim de compreender a relacdo entre o micro-RNA e o cancer na ultima década.
Os micro-RNAs possuem aproximadamente 22 nucleotideos distribuidos em um filamento Unico que pode regular a expressao
de genes em diversos tipos de células, exercendo papéis fundamentais na diferenciacdo tecidual, ciclo celular, proliferacdo e
apoptose. Objetivo: Esta revisdao tem por finalidade compreender o papel dos micro-RNAs no cancer. Alguns estudos vém des-
tacando aimportancia dos micro-RNAs, tanto na degradacao de RNAs mensageiros, como na repressao da traducao e, constata-
ram que a desregulacao destes microRNAs pode estar relacionada a diversas patologias, particularmente o cancer. Situados em
regides com altas probabilidades de mutacdes, os microRNAs localizados em sitios frageis estdo mais propensos a sofrerem
alteracdes. Estudos descreveram a respeito da expressdo diferencial de microRNAs em diversos tipos de cancer, associando
genes que codificam microRNAs com as regides relacionadas ao cancer ou sitios frageis. A desregulacao de sua expressdo pode
ativar oncogenes e inativar genes supressores de tumor, contribuindo assim para o desenvolvimento do cancer. Desta forma,
pode-se afirmar que os micro-RNAs atuam na génese do cancer. Consideracgoes finais: O avanco da tecnologia da biologia
molecular permitiu a utilizacdo dos micro-RNAs como potenciais biomarcadores para o diagnostico precoce, contribuindo
também para o progndstico e terapéutica do cancer.

Palavras-chave: Patologias. Cancer. Oncogene. Expressdo génica.

Abstract

Introduction: In the last few years, several studies have been performed for a better understanding of the relationship between
microRNA and cancer. MicroRNA has approximately 22 nucleotides distributed in a single filament, which regulate gene expres-
sion in many cell types, performing key roles in tissue differentiation, cell cycle, proliferation and apoptosis. Objective: To
understand the key roles of microRNAs in cancer. Recently, some studies have reported the importance of microRNAs in messen-
ger RNA degradation and in translation repression. In addition, it was found that microRNA deregulation may be related to
many diseases, particularly cancer. Situated in regions with high probability of mutations, microRNAs located at fragile sites
are more likely to change. Several studies have found differential expression of microRNAs in many types of cancers, associat-
ing genes that encode microRNAs with cancer-related regions or fragile sites. Expression deregulation of microRNAs can acti-
vate oncogenes and inactivate tumor suppressor genes, contributing to the development of cancer. Thus, it can be stated that
microRNAs play an important role in cancer genesis. Conclusion: Technological advances in the molecular biology allow
microRNAs to be potential biomarkers for early diagnosis, also contributing to cancer prognosis and therapy.
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Introducao

O RNA é uma molécula de fita simples, contendo
sequéncias de bases transcritas a partir de moldes de
DNA, com funcdes especificas. Dentre os tipos de RNA
podemos citar: o RNA mensageiro (mRNA), o RNA
transportador (tRNA) e o RNA ribossomico (rRNA). Além
destes, ha outros tipos de RNA que nao participam
diretamente nasintese de proteinas, como os RNAs ndo
codificantes (ncRNA, non-coding RNA), que apresen-
tam funcdes especificas. Sao eles: o small nuclear RNA
(snRNA), o small nucleolar RNAs (snoRNAs), o small
interfering RNA (siRNA) e; em especial, os micro-RNAs.
Os micro-RNAs ndo tém participacdo direta natraducao
de proteinas, porém, apresentam papel extremamente
importante, e significativo, na regulacdo de genes das
células eucariotas'.

Os microRNAs possuem em média ente 17 a 25

nucleotideos distribuidos em um filamento Udnico.
Provenientes de regides nao-codificantes (introns), os
micro-RNAs tem papel na regulacdo génica, sendo
fundamental para a diferenciacdo tecidual, ciclo celu-
lar, proliferacdo e apoptose. Ha inimeras evidéncias
de que eles sdo essenciais na regulacao, desenvolvi-
mento e homeostase celular, tendo controle de diver-
so0s processos metabodlicos e também do mRNA™,

Além destes processos celulares vitais, os micro-
RNAs participam em outras atividades celulares, como
asecrecao deinsulina, respostaimune, sintese de neu-
rotransmissores, replicacao viral e metabolismo lipidi-
coentre outros®”.

Recentemente constatou-se que a desregulacdo
na expressao dos microRNAs esta relacionada a diver-
sas patologias em humanos, como doencas neurode-
generativas, problemas cardiacos, e em varios tipos
de cancer’.
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O conhecimento sobre os micro-RNAs tem servi-
do de base para elucidacdo da etiopatogenia de diver-
sas doencas. Além disso, tem propiciado aplicacoes
para diagndstico, prognostico e terapia do cancer’.

Biogénese dos micro-RNAs

Os microRNAs sao filamentos Unicos proveni-
entes da transcricao de genes presentes no DNA,
usualmente transcritos a partir de introns ou
regides nao-codificantes pela RNA polimerase Il,
produzindo entdo o microRNA primario (pri-miRNA)
que apresenta uma extremidade cap na porcao 5'e
uma cauda poli (A) na porcao 3. No nucleo, o pri-
miRNA é clivado pela RNAse Ill, (enzima Drosha) e
seu cofator DGCR8 (DiGeorge syndrome critical
region gene 8), produzindo um ou mais precursores
de microRNAs chamados de pre-miRNA. O pre-
miRNA geralmente apresentade 70 a 90 nucleotide-
0s em sua cadeia e uma estrutura secundaria nao
pareada que forma uma alca (hairpin), que confere
formatosimilaraumgrampo'’.

O pre-miRNA é reconhecido pela proteina
exportina-5' que o transporta para o citoplasma onde
uma segunda RNAse Il (Dicer), faz a clivagem que eli-
mina a al¢a, surgindo entdao uma cadeia de fita dupla
de miRNA, contendo uma fita de miRNA maduro e sua
fita complementar, possuindo cerca de 22 pares de
nucleotideos®.

Umas das fitas do microRNA é reconhecida por
um complexo proteico chamado de RNARISC (induced
silencing complex). As fitas sdo separadas e o
microRNA maduro é incorporado ao RISC enquanto a

Citoplasma

Gene DNA

P |

Transcricio /

Figura 1 -Modelo de biogénese dos micro-RNAs.

outra fita sofre degradacdo (Figura 1)°”°.

O microRNA associado ao RISC é guiado até o
MRNA e pode induzir o silenciamento através de
duas formas, que podem ocorrer por pareamento
perfeito ou imperfeito entre eles. O pareamento per-
feito ocorre comumente em plantas e induz a cliva-
gem do mRNA. Em humanos geralmente ocorre o
pareamento imperfeito entre o microRNA e o mRNA
que induz apenas a inibicdo da sintese proteica. O
microRNA frequentemente se liga a regiao 3'-UTR do

MmRNA com pareamento imperfeito, que resulta na
inibicdo datraducdo do mRNA alvo®’.

Regulacao dos micro-RNAs

Os microRNAs sao pequenos RNAs nado-
codificantes que regulam a expressao génica por inibi-
cao da traducao de proteinas ou pela desestabilizacdo
dafitade RNA mensageiro’.

Esses microRNAs se ligam a regiao 3'-UTR (un-
translated region) do RNA mensageiro alvo por pare-
amento perfeito ou parcial e, geralmente regulam
negativamente a expressao deste. Em humanos, tam-
bém foi descoberto pelo menos um microRNA que
regula positivamente a expressao de um gene. Apa-
rentemente, um Unico microRNA pode ainda regular
diversos genes'’.

Segundo Liu et al.," uma fita de mRNA pode con-
ter varios sitios de ligacdo para um unico micro-RNA,
ou ainda, conter um sitio de ligacdo para varios
microRNAs, estabelecendo um complexo sistema de
regulacdo entre microRNAs e mRNAs.

RNAs mensageiros que possuem varios sitios de
ligacdo para microRNAs sdo mais suscetiveis a supres-
sdo da traducdo do que aqueles que possuem apenas
um sitio de ligacdo para microRNA. Alguns estudos
sugerem que microRNAs regulam a sintese proteica
sem afetar os niveis de mRNA, enquanto outros rela-
tam a existéncia de microRNAs que induzem a degra-
dacdode mRNA'".

Mapeamento de micro-RNAs

Com o grande montante de informacdes des-
critas sobre os micro-RNAs, surgiu a necessidade de
centralizar os registros em bancos de dados. Milha-
res de microRNAs ja foram descobertos e estao
sendo registrados no miRbase, um deposito online
contendo todas as informacdes sobre os micro-
RNAs publicadas ‘.

Apesar de existirem varios bancos de dados
virtuais que disponibilizam informacdes sobre os
microRNAs, o miRbase é o principal repositorio de
dados. Ele é mantido pela Faculty of Life Sciences (Uni-
versity of Manchester), com apoio do Wellcome Trust
Sanger Institute. A construcdo de bancos de dados é
essencial para o mapeamento dos micro-RNAs, e estu-
do de suas origens".

O miRbase foi criadoem 2002 com o objetivo
de registrar os novos micro-RNAs descobertos;
facilitando assim o acesso ao publico e permitindo
buscas por meio de sequéncias e palavras-chave'.
Este banco de dados disponibiliza uma biblioteca
online de microRNAs descobertos e publicados,
contendo informacgdes sobre o gene, a sequéncia e
sua nomenclatura. Até o momento, o banco de
dados registrou 28.645 micro-RNAs provenientes
de 223 espécies. A Gltima divulgacao foi feita em
junho de 2014 e os registros podem ser acessados
no sitiowww.mirbase.org.

A velocidade das descricdes de novos micro-
RNAs é bem rapida, por exemplo, em julho de 2003
haviam sido descritos apenas 506 micro-RNAs de 6
espécies'’.
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Micrornas e o cancer

Inicialmente, os microRNAs foram descritos em
Caenorhabditis elegans por Victor Ambros e Gary Ruv-
kun's em 1993. Porém, o papel dos microRNAs em
canceres humanos ndo tinha perspectivas até 2002,
quando os Drs. George Callin e Carlo Croce clonaram
0os miR-15a/16-1 a partir de uma regido de recorrente
delecao em pacientes com Leucemia Linfocitica Croni-
ca (LLC). A expressao destes dois microRNAs estava
diminuida em 70% de todos os casos de LLC analisa-
dos, e estes agiam como supressores tumorais ao regu-
lar proteinas antiapoptoticas, como a BCL-2 e MCL-1.
Posteriormente, outros grupos descreveram perfis
diferenciais de expressdo dos microRNAs em diferen-
tes tipos de cancer”.

A desregulacdo da funciao dos microRNAs pode
levar a inUmeras doencas humanas. Diversos estudos
ja correlacionaram diferentes microRNAs com diversos
tipos de cancer, entre eles, o cancer de mama, o de
pulmado, o de préstata, o de cdlon e o de ovario. Outras
doencas também podem estar relacionadas ao aumen-
to ou diminuicao da expressao dos micro-RNAs, sendo
crucial a identificacdo e o conhecimento da funcao
regulatoria destes, para a compreensao de seu papel
no desenvolvimento de cada doenca’.

Um dos primeiros estudos relevantes sobre a
relacdo dos microRNAs e desenvolvimento de cancer
foi a descoberta dos miR-15a e miR-16-1 que inibem a
expressdo do oncogene BCL-2, um gene antiapoptéti-
co. Estes, sdo exemplos de micro-RNAs que estdo pre-
sentes no cromossomo 13q14, uma regido que geral-
mente sofre delecdo em casos de Leucemia Linfoide
Cronica (LLC). Essa delecao provoca uma reducao na
expressao destes dois micro-RNAs, levando ao aumen-
to da expressao do BCL-2 e consequente desenvolvi-
mento da doenca’.

Vdrias pesquisas ja constataram expressdo
diferencial dos micro-RNAs ao comparar células tumo-
rais e células normais. Em alguns tipos de cancer,
micro-RNAs especificos apresentam niveis de expres-
sdo diferenciados nas diferentes fases da doenca,
desde a carcinogénese até invasao e metastase. Os
micro-RNAs podem agir tanto em oncogenes quanto
genes supressores de tumor (GST). Durante o desen-
volvimento do cancer, a expressao anormal da quanti-
dade de microRNAs pode inativar os GSTs ou ativar
oncogenes, levando a formacdo tumoral em ambos os
casos. Os microRNAs diretamente envolvidos no can-
cer sdo chamados de oncomiRs'®”.

A alteracdo nesses micro-RNAs pode contribuir
com a carcinogénese basicamente de duas maneiras,
uma em que ha reducao da expressao do oncomiR que
regula um oncogene e outra quando a expressao de
um oncomiR que controla um GST esta elevada'®". Por
afetar diretamente a expressao e regulacao de genes,
em células ndo neoplasicas os micro-RNAs ajudam a
manter o equilibrio entre a expressao de oncogenes e
genes supressores de tumor'’,

A expressdao dos micro-RNAs depende das
caracteristicas do tipo de cancer, do estagio e de varias
outras condicdes clinicas. No geral, observa-se redu-
cdo significativa da expressao de microRNAs no can-
cer, porém, ha diversos microRNAs que podem estar

Chamorro AC, Albuquerque EPA, Rosa VAD

altamente expressos e também passam a apresentar
atividade oncogénica. Deve-se levar em conta que cada
tecido apresenta um padrao diferente de proteinas e
de micro-RNA. A expressdo de um determinado
microRNA pode estar elevada em certo tipo de cancer e
diminuida em outro tipo’.

Cerca de metade dos micro-RNAs em humanos
estdo localizados em regides frageis do genoma, os
chamados sitios frageis, que estdo associados ao
cancer. Sao regides de quebras cromossdmicas,
amplificacbes e perda de heterozigosidade. Sitios
frageis sdo considerados variacdes gendmicas norma-
is sem consequéncia asaltde do individuo, entretanto,
pontos de quebra frequentes e sitios frageis coinci-
dem no cancer .

Calin et al.,”” salientaram em seus estudos, a
relacdo entre os microRNAs e sua localiza¢do em sitios
frageis com o desenvolvimento do cancer. Por serem
regides propensas a falhas e quebras, os sitios frageis
sdo locais altamente recombinantes, podendo sofrer
delecdes e translocacdes que provocam mutacoes e,
estdo frequentemente ligados ao surgimento do can-
cer. Os micro-RNAs localizados nessas regides estao
mais propensos a sofrer alteracées que os microRNAs
localizados em sitios ndo-frageis.

Dos microRNAs conhecidos e registrados no
miRbase, cerca de 34% estdo situados em sitios frageis
do genoma. As mutacdes que ocorrem nesses micro-
RNAs causam, principalmente, a diminuicao da sua
expressdo, o que leva a ativacdo de oncogenes®.

A associacdo entre os micro-RNAs e sitios fra-
geis sugere que a expressao do microRNA pode ser
alterada nos estagios iniciais da carcinogénese, cau-
sando instabilidade gendmica e iniciando o processo
carcinogénico®.

Além disso, mutacdes também podem ocorrer
nas enzimas Drosha e Dicer, causando deficiéncia na
maturacdo dos micro-RNAs e consequente transforma-
cdo celular e carcinogénese’.

Alguns estudos sugerem ainda, o papel dos
micro-RNAs no apoptose, que é um mecanismo celu-
lar de defesa contra mutacdes que protege a célula
datransformacdo maligna e consequente tumorigé-
nese. Este mecanismo é controlado pela expressao
de genes que estabelecem o equilibrio entre a proli-
feracdo e morte celular. Devido as mutagdes e dele-
¢bes, alguns microRNAs podem afetar este equili-
brio quando se encontram com expressao diminui-
da. Esta diminuicdo pode levar ao aumento da
expressdo de genes anti-apoptéticos que contribu-
em na persisténcia de células tumorais que normal-
mente deveriam estar sendo retiradas do organismo
pelo processode apoptose’.

Em certos tipos de cancer a agdo oncogénica
dos microRNAs esta relacionada com sua expressao
aumentada, isso se deve quando o mecanismo de
acdodeste microRNA é baseado naregulacdo negati-
vade um gene supressor tumoral. Alguns exemplos
podem ser citados como a alta expressdao de miR-
221 em glioblastomas, miR-372 e miR-373 em neo-
plasias do testiculo e miR-221, miR-222 e miR-146
emtumoresdetiredide’.

Alguns estudos identificaram, ainda, micro-
RNAs responsaveis pelos processos de invasdao e
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migracdo de células tumorais, o que caracteriza tumo-
res malignos. Estudos também detectaram alta expres-
sdao do miR-21 em cancer, este microRNA promove a
mobilidade e invasdo de células tumorais ao se ligar e
bloquear genes supressores de tumor conhecidos por
inibir ainvasio celular’.

Outros estudos abordam a importancia dos
micro-RNAs tanto para a carcinogénese como para a
progressdao e metastase em cancer de mama. Por
serem bons indutores e promotores de carcinogénese,
0os hormonios podem ter sua expressdo desregulada
em casos de cancer de mama hormonio-dependente e,
algumas pesquisas ja correlacionaram microRNAs
especificos com a expressao de receptores de hormo-
nios esterdides®.

Alteracbes na regulacdo de alguns micro-RNAs
tém sido descritas quando comparados tecidos tumo-
rais a tecidos normais, em cancer de mama, por exem-
plo, foram encontrados os micro-RNAs miR-21, miR-
29b-2 e miR-27a/b com expressao aumentadae os miR-
125b, miR-145, miR-10b, miR-155 e miR-17-5p em
niveis diminuidos. Em outros estudos recentes, foi
demonstradoaltaexpressdao do miR-24 no soro de paci-
entes com cancer de mama, indicando a possibilidade
de uso como marcador’**,

Em um estudo feito por Tsunoda et al.,”’ consta-
tou-se que ainibicdo do apoptose esta relacionadacoma
expressdao aumentada do miR-221 e miR-222 em pacien-
tes com cancer colorretal. Outros microRNAs como, miR-
23a, miR-125b, miR-191 e miR-200c, sdao regulados
positivamente pelo KRAS oncogénico enquanto os
microRNAs let-7b e let-7i sao regulados negativamente.
Observou-se que a desregulacdo da expressdao de
microRNAs pelo KRAS oncogénico, tem forte relacao
com o desenvolvimento do cancer colorretal (Quadro 1).

Quadro 1 - Demonstragéo do nivel de expresséo de alguns dos
principais micro-RNAs envolvidos em alguns tipos de cancer.

Micro-RNA Expressao Tipo de cancer
Lo Cancer de mama
Let-7 Diminuida Cancer de prostata
miR-17-5p Diminuida Cancer de mama
Cancer de mama
miR-21 Aumentada C:imcer colorretal
Cancer cervical
Cancer pulmonar
miR-272 Aumentada Cancer de mama
miR-27b Diminuida Cancer de mama
miR-125b Diminuida Cancer de mama
Cancer de mama
miR-145 Diminuida Cancer de proéstata
Cancer colorretal
miR-200c Aumentada Cancer de célon
Glioblastoma
miR-221 Aumentada Carcinoma de tiredide
Cancer pancreatico
miR-222 Aumentada Glioblastoma
Carcinoma de tiredide

Fonte: adaptado de Lee; Dutta, 2009.

Perspectivas do uso dos micro-RNAs como ferra-
menta na pratica clinica

Tem-se observado um grande avanco nas pes-
quisas e no desenvolvimento das técnicas de biologia
molecular, permitindo que os micro-RNAs sejam utiliza-
dos como 6timas ferramentas para o diagnostico, prog-
nostico e terapéutica do cancer. Desde que foram des-
cobertos, os microRNAs apresentam grandes perspecti-
vas como biomarcadores para o diagnéstico e prognés-
tico do cancer. Por serem fundamentais na identidade
de muitas células e apresentarem caracteristicas tecido-
especificas, os microRNAs sdo de grande valor para o
diagnéstico do cancer’.

Gao et al.,'® constataram que a expressido dos
micro-RNAs é tecido-especifico, podendo ser facilmen-
te correlacionada com o tipo de cancer. A deteccdao
destes microRNAs pode ser feita a partir do sangue e
de outros fluidos corporais como a urina, sendo candi-
datos ideais como biomarcadores para o diagndstico
precoce do cancer. Os pesquisadores utilizaram a sali-
va, por ser um material ndo invasivo e conveniente
para coleta, a fim de detectar e quantificar a expressao
do microRNAs em pacientes com cancer pancreatico.

A maior parte dos estudos utilizao soro e plasma
sanguineo para deteccdao dos niveis de microRNAs,
porém, varios estudos salientam que microRNAs espe-
cificos de alguns canceres podem ser detectados na
urina, saliva, suco pancreatico e fluido cistico. A presen-
cados microRNAs nestes fluidos corporais sao essenci-
ais como biomarcadores e representam uma forma
ndo-invasivaparao diagnostico®.

Muitas pesquisas ainda estdo sendo desenvolvi-
das para estabelecer a seguranca no uso de micro-
RNAs como medida terapéutica. Em um estudo feito
por Esquela-Kerscher et al.,”” foi demonstrado que a
reposicdo dos micro-RNAs que apresentavam expres-
sdo diminuida pode ser efetiva para melhorar o prog-
nostico em pacientes com cancer de pulmao.

Outra ferramenta para uso de microRNAs na
terapia, seriao uso de antagomiRs, que sdo fitas de
RNA complementares ao microRNA que tem um
efeito bloqueador, limitando a atividade patogéni-
cadestes®®.

Além das evidéncias sugerindo os microRNAs
como candidatos alvo de terapia génica em varios tipos
de cancer, eles também tém sido utilizados como bio-
marcadores para predicao prognéstica. Segundo Liu et
al., (2014), estudos clinicos avaliam a eficacia do trata-
mento com Gefitinib em carcinomas de nasofaringe. E
um farmaco alvo-especifico utilizado na inibicao da
proliferacdo celular e apoptose. Testes clinicos em
linhagens celulares demonstraram sensibilidade dife-
renciada ao farmaco, influenciado pela regulacao do
miR-125a-5p, um potencial candidato na predicdo do
efeito do tratamento com Gefitinib em pacientes com
cancer de nasofaringe.

Diversas pesquisas propuseram o uso dos
micro-RNAs em conjunto com a terapia tradicional e
constataram a habilidade de mediar a resposta tera-
péutica. Porém, as praticas clinicas ainda esbarram em
muitos desafios e mais estudos precisam ser desenvol-
vidos. Existem limitacdes no uso dos micro-RNAs cir-
culantes para diagnostico precoce de cancer ou como
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biomarcadores, por apresentarem alteracdes inconsis-
tentes em alguns tipos de cancer®,

Ainda de acordo com Oom et al.,”> o uso de
microRNAs na terapia requer cautela, pois pode apre-
sentar toxicidade, podendo ser letal ao paciente e os
estudos devem investigar a seguranca e a eficacia des-
tes nas aplicacdes clinicas.

Em adicdo, a observacdo da habilidade dos
microRNAs em determinar a eficacia de drogas no
tratamento de doencas especificas, abriu espaco para
o campo da farmacogendmica microRNA especifica. O
principio da farmacogenémica é baseado em como as
diferencas gendmicas individuais podem afetar a efica-
cia de diversas drogas, as variacdes nos perfis de
micro-RNAs influenciam diretamente a expressao
génica e, consequentemente, o efeito dos farmacos.
Um exemplo que ilustra esta intera¢do é sobre o miR-
125b na eficacia do tratamento com calcitriol (forma
ativa da vitamina D) em linhagens celulares de carcino-
ma de mama. O calcitriol se liga ao receptor da vitami-
na D (VDR) e induz a formacdo do complexo do fator de
transcricao ativo. A expressao diminuida do VDR é
regulada pelo miR-125b e, quando isso ocorre, cai a
eficacia do calcitriol, resultando em aumento da proli-
feracdo celular’. Os autores da pesquisa desenvolve-
ram um banco de dados para alojar toda a informacao
referente a estes microRNAs: VerSe (Pharmaco-miR
Verified Sets), que contém os dados publicados em
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