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Titulo: miRNAs — Conhecimento Actual Aplicado a Medicina

Resumo: microRNAs sdo sequéncias ndo codificantes de RNA de 17 a 24 nucleétidos.
Quando libertado no citoplasma regula negativamente a expressdo de RNA mensageiro que
tenha sequéncias parcial ou completamente complementares. Ao alterar a expressdo de
oncogenes € genes supressores tumorais, os microRNAs interferem no ciclo celular e estao
envolvidos na fisiopatologia de vérias doencas. A oncologia € actualmente a drea de mais
intensa investigacdo com indmeros trabalhos que provam a associacdo dos miRNAs com o

desenvolvimento tumoral, expressdo clinica e sensibilidade ao tratamento.

O perfil de expressdo de microRNAs € determinado de uma forma estandardizada utilizando
duas técnicas de andlise: microarray e citometria de fluxo “bead based”; fornecendo
informacdes adicionais sobre o tipo histoldgico e o comportamento celular, o que aumenta a
sensibilidade e especificidade do diagndstico, ajuda a estabelecer o progndstico e permite uma
melhor decisdo terapéutica. Interferir na expressio de microRNAs mostrou-se eficaz no
tratamento de neoplasias, porém ainda ndo existem métodos ou farmacos que possam ser

utilizados na prética clinica.

Fez-se um estudo de revisdo abrangente sobre os microRNAs e a sua aplicacdo pratica na

medicina.
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Title: miRNAs — Actual knowledge Applied to medicine

Summary: microRNAs are non-coding RNA molecules of 17-24 nucleotides in length. When
released in the cytoplasm they downregulate the expression of messenger-RNAs which are
fully or partially complementary. By altering the expression of oncogenes or tumor
suppressor genes, microRNAs interfere with the cellular cycle and are involved in the
physiopathology of several diseases. Nowadays oncology is the main source of interest with
innumerous published articles that prove the association between miRNA and tumor

development, clinical behavior and chemotherapy sensibility.

Profiling microRNA expression is made using “bead-based” flow citometry or microarray
analysis, the information obtained helps defining the histological type and proliferation
pattern, which increases the sensibility and specificity of the diagnosis, more precisely
delineates the prognostic and allows better therapeutic decision. Managing the expression of
different microRNAs has shown to be efficient treating neoplasms, although there isn’t yet

any molecule or technique available for treatment purposes in the daily clinical practice.

The objective of this article was to make the review about microRNAs and its actual practical

appliance on medicine.
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INTRODUCAO

MicroRNAs (miRNA/miR) sdo sequéncias de 17-24 nucledtidos de RNA nao codificante que
interferem na expressdo genica, sao transcritos no nucleo pela RNA-Polimerase II formando-
se pri-miRNAs (primitivos), depois processados pelas enzimas “Drosha” e ‘“Pasha” (RNase
III) em pré-miRNAs e exportados para o citoplasma pela Exportina-5 onde sdo finalmente
processados pela “Dicer” (RNase III) e incorporados ao complexo RISC (RNA Induced-
Silencing Complex) que ird inibir a traducdo de mRNAs complementares (parcialmente) aos

miRNAs envolvidos.

Os miRNAs interferem no ciclo celular funcionando como supressores tumorais e/ou
oncogenes [1], correspondem a 1-4% dos genes humanos e regulam, cada um, varios mRNAs
e simultaneamente, varios miRNAs regulam o mesmo mRNA, devido ao seu mecanismo de
inibicdo por complementaridade imperfeita, o que faz deles o maior grupo regulador génico

conhecido.

A maior parte dos estudos foram feitos em animais, modelos xenograft e linhas celulares
padronizadas, porém recentemente a aplicacdo na clinica destes conhecimentos tem aberto
caminho para a utilizagdo desta tecnologia com beneficio para os doentes, particularmente

oncoldgicos.

A expressao dos miRNAs estd fortemente associada a tumorigénese: sabe-se que a diminui¢ao
da expressdo de miR-15a e miR-16-1 estd envolvida na Leucemia Linfocitica Crénica e
relacionada com mau progndstico no Carcinoma Colo-Rectal e Carcinoma da Mama; a
familia de miRNAs let-7 sub-expressa em carcinomas do pulmio, induz diminuicdo da
sobrevida pds-cirurgia e aumento da metastizacdo. A supra-regulacdo de alguns miRNA tem

efeitos negativos no progndstico: o0 miR-155 no linfoma B de grandes células, traduz fenétipo



agressivo ou, metastizacdo linfatica de tumores sélidos, facilitada pelo aumento de miR-10b,

miR-373 e miR-520c.

Como alvos terapéuticos, a reposicdo de miR-148a, miR-34b/c e miR-9, subexpressos nos
tumores transfectados, inibiram o crescimento tumoral, formagcdo de metdstases e sua
mobilidade; a desmetilacdo de DNA, cuja hipermetilacdo regulava negativamente a expressao
de alguns miRNA, pode reduzir a metastizacio. Por outro lado, a inibicdo de alguns miRNAs
oncogénicos como miR-155 com RNA antisense, foi eficaz no aumento de diferenciacdo

celular do tumor, diminuindo a agressividade.

O perfil de miRNA ¢ diferente entre tecidos distintos e entre tecidos normais e neopldsicos e
serd importante para o diagndstico de neoplasias metastizadas sem tumor primdrio conhecido,
melhor caracterizagdo e progndstico em neoplasias, tanto na agressividade da metastizagdo

como na sensibilidade a quimioterapia dentro do mesmo tipo histolégico.

Pretendemos efectuar um estudo de revisao abrangente aos conhecimentos actuais e aplicacdo

pritica em Medicina, onde os miRNAs estdo claramente entendidos.

DESENVOLVIMENTO TUMORAL e microRNAs

Metodologias de Estudo

O comportamento anormal demonstrado pelas células cancerigenas é o resultado de vérias

mutacOes em genes essenciais na regulacio do ciclo celular.

A maioria dos tumores tem origem numa unica célula precursora, que através de evolugdo
progressiva, se transforma numa célula cancerigena. Assim, € necessdrio que ocorram

inicialmente alteracdes a nivel dos oncogenes e dos genes supressores tumorais com



desregulacdo do crescimento celular. Todos os tumores tém de alcancar o mesmo nivel de
desregulacdo de funcdes de crescimento, mas os genes envolvidos em cada cascata genica

podem ser distintos, e como tal essa heterogeneidade complica o diagndstico e tratamento. [2]

Assim as alteracdes génicas podem afectar apenas alguns nucledtidos (mutagdes pontuais), ou
entdo, toda a estrutura de um cromossoma (translocacdes, inversoes, delec¢des, duplicacdes
ou aneuploidias) [23] e a deteccdo de uma neoplasia em estddio precoce versus avangado,
determina claramente a terapéutica e progndstico do doente porque em estddio tardio pode ja
comprometer fungdes ou 6rgdos vitais, tanto por invasdo local como por disseminacdo, que

impecam a aplicacdo de métodos terapéuticos eficazes e ndo somente paliativos.

A avaliagdo citogenética detecta aneuploidias e grandes alteracdes estruturais cromossomicas,
utilizando a FISH ou PCR para sequéncias conhecidas como relacionadas com a tumorigénese
podendo aprofundar a informagdo sobre o tumor ou diagnosticar um tecido suspeito. Como
conhecer os genes que estdo mais frequentemente alterados € fulcral para conseguir identifica-

los na amostra, através de técnicas de identificacdo genética.

A Metodologia Aplicada ao tecido para estudo genético é feita de forma rigorosa e
standardizada com digestdo enzimdtica dos dcidos nucleicos, seguida de extrac¢do com fenol-
cloroféormio e precipitagio em etanol. [4] Existem dois métodos de identificacdo:
“microarray” e citometria de fluxo “bead based”, esquematizados na Figura 1. Em qualquer
dos casos existem passos que sdo comuns, 1) marcacdo do RNA, 2) hibridizacdo DNA-DNA,
3) coloragdo e 4) leitura dos resultados. Utilizando o “microarray”, 1) o RNA obtido € sujeito
a ac¢do de uma transcriptase reversa, guiada por um primer, que produz DNA complementar
e amplifica-o, 2) é colocado em contacto com o microarray, o que permite a hibridizacdo

destes fragmentos com as sequéncias colocadas a superficie de vidro do microarray; 3) €

lavado o excesso e marcado com um fluorocromo e 4) digitalizada a informacdo com um



laser. Como a cada “compartimento” do microarray corresponde um determinado
oligonuclotideo, a presenca de sinal identifica 0o DNA em questdo, e por complementariedade,
o miRNA em estudo. A vantagem desta técnica estd em avaliar com facilidade grande ndimero

de miRNAs e em paralelo colocar vérias amostras em comparacao. [5]

A citometria de fluxo “bead-based” descrita por Lu J. et al. [5] principia pela ligacdo ao
miRNA de um adaptador (bead), 1) € entdo adicionada a solu¢do uma transcriptase reversa e
um primer complementar ao “bead”, transcrevendo o DNA complementar ao miRNA; este
DNA pode tabém ser amplificado posteriormente por PCR; 2) hibridizacdo com sondas
antisense de oligonucledtidos marcadas com fluorocromos de diferentes cores; 3) a marcagdo

¢ feita entdo com streptavidin-phycoerythrin e 4) processada por citometria de fluxo em que
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Figura 1 - Os dois métodos de andlise mais utilizados na andlise de microRNA. A principal vantagem da
citometria bead-based ¢ a sua maior especificidade, enquanto que a tecnologia de microarray ¢ mais facil de
executar e permite comparar em paralelo varias amostras. Os dados sdo obtidos e imediatamente processados
informaticamente.




as diferentes intensidades serdo medidas pelo computador e sabendo os oligonucleétidos que
cada sonda diferente corresponde, obtem-se a informacdo. A maior vantagem desta técnica
reside na sua aplicacdo em solu¢cdo e ndo sobre uma placa de vidro, o que aumenta a sua

especificidade. [6]

Evidéncia Cientifica

A patogenia do cancro pode ser esclarecida pela pesquisa de genes codificadores de proteinas,
J4 que varias proteinas sdo conhecidas como factores que determinam a génese tumoral. A
identificacdo recente de milhares de RNAs nao codificantes abriu as portas a investigacao do
seu papel no cancro e mostrou que a sua actuacdo poderia ser muito mais complexa. Os
primeiros miRNAs a serem descobertos foram os genes lin-4 e let-7 de C. elegans,
importantes na expressdio de mRNAs. Na Figura 2 exmplifica-se a sua forma de accgio.
Quando estes genes sdo silenciados em determinadas linhas celulares epiteliais, hd maior
indice mitdtico em vez de diferenciacdo celular. [9] [8] Segundo Bartel et al, os miRNAS
regulam a expressdo proteica por inibi¢do da traducdo ou por degradagdo do mRNA alvo. A
inibicao da traducdo parece ser um mecanismo muito mais importante em plantas, e apesar de
ainda ndo completamente compreendido, parece envolver a ligacio de um miRNA a uma
regido complementar (ou apenas parcialmente complementar) do mRNA alvo, de modo a
bloquear a traducdo deste pelo ribossoma, ndo permitindo a sintese da proteina. Nos animais,
0 mecanismo mais importante consiste na formacdo do mi-RISC (sigla em inglés para
Complexo Silenciador Induzido por mi-RNA), em que o miRNA ¢ associado a ribonucleases
da familia argonauta, e identifica mRNAs alvo que s@o entdo clivados entre as posi¢des 10 e

12 da sequéncia do miRNA; esta clivagem faz com que a mensagem se perca mesmo antes de



poder ser incorporada num ribossoma e assim impede a génese da proteina normalmente

traduzida por aquele RNA mensageiro.

A Figura 2 ilustra também alguns mecanismos promotores de neoplasia: um aumento na
expressdo de oncogenes predispde as células para a proliferacdo e transformagdo maligna,
enquanto que a expressdo de genes supressores tumorais regula o crescimento e induz
apoptose. O aumento e diminui¢do da expressdo de oncogenes € genes supressores tumorais

pode resultar de rearranjos, duplicacdes, amplificacdes genéticas de etiologia conhecida; as
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Figura 2 — Transcricio, processamento e mecanismo de accio dos miRNAs
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microRNA complementar. Sdo designados miRNAs oncogénicos aqueles que pela sua
amplificacdo reduzem a expressdo de genes supressores tumorais. MicroRNAs supressores
tumorais sdo aqueles que quando deletados ou subexpressos permitem o aumento da
expressdo de oncogenes, € a sua reposicdo regula o crescimento e/ou induz apoptose em
células com indices mitéticos elevados, como demonstrou Lowery et al [9].Na Figura 3 estdo

representadas algumas das interferéncias que podem levar ao desenvolvimento de neoplasias



Os oncogenes ao serem traduzidos promovem a proliferacdo celular, podem fazé-lo por
diversos mecanismos como a sintese de factores de crescimento ou dos seus receptores
mediada pelo gene PDGF ou o erb-B, alteracdo na transdu¢do do sinal como o K-ras e o N-
ras, factores que activam outros genes promotores da proliferacdo celular: c-myc, n-myc e 1-
myc, ou que alteram outros mecanismos de regulacdo celular como o BCL-2. [16] Por outro
lado genes como o APC, p53, RB, WT1 ou BRCAIl promovem a apoptose sendo
considerados supressores tumorais, através da sintese de proteinas nucleares ou
citoplasmaticas reguladoras. O papel destes genes estd amplamente estudado no ambito da
carcinogénese, e a identificacdo de mecanismos de controlo da expressdo de cada um destes

genes indica que aqueles estdo também directamente envolvidos na patogenia do cancro.

Volinia et al [1] descreveram um grupo de miRNAs alterados comum a pelo menos trés tipos
diferentes de tumores; no topo da lista surge o miR-21 que se apresenta supra-regulado nos
carcinomas da mama, célon, pulmao, pancreas, prdstata e estbmago, acompanhado de perto
pelos miR-17-5p e miR-191 que estdo alterados naqueles tumores. Este estudo foi desenhado
comparando amostras de tumores com tecidos normais, e estabelece também uma relacdo
forte entre a proliferacdo neopldsica destes seis tipos tumorais e varios outros mi-RNAs nos
quais um padrio de supra-regulacdo aparecia na andlise em diferentes combinagdes. Chan et
al [11] demonstraram também uma relacdo do miR-21 com o glioblastoma e demonstraram o
seu papel como oncogene. Estas evidéncias experimentais, a luz dos mecanismos conhecidos
de funcionamento dos miRNAs, diminuindo a expressdo genética, sugere que diminuem a
expressdo de genes supressores tumorais, que isoladamente ou em cooperagdo com outras
alteracbes promovem o desenvolvimento tumoral. Foi num outro estudo reconhecida a
cooperacdo do cluster que inclui o miR-17, miR-20 e miR-92 com o c-myc no

desenvolvimento e aceleracdo da disseminacdo linfitica do cancro do pulmao [12]. Existem
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também evidéncias de supra-regulacdo dos miR-210, miR-213 em associa¢do com o miR-155

no linfoma de grandes células [13], linfoma de Burkitt [14] e vérios outros linfomas B [15].

A infra-regulacdo de mi-RNAs foi também estudada, assumindo que o mecanismo seria a
auséncia ou diminuicdo do controlo da expressdo de oncogenes e Lu et al [5] concluiram que
129 dos 131 miR estudados estavam infra-regulados em mais de dez tumores diferentes

biopsados, em comparacao com tecidos normais.

Para além da contribui¢do comprovada na proliferacdo celular e génese tumoral, Lujambio et
al [16] estudaram a interferéncia na metastizacdo. H4 diversos miRNAs promotores de
metastases: miR-10b promove a migracao celular e invasdo através da inibicao da homeobox
D10 e portanto alterando a “identidade” do tecido e permitindo o seu desenvolvimento num

local diferente do tecido de origem. [17] O miR-373 e miR-520c cooperam na metastiza¢ao

Repressao Genética exercida pelo MicroRNA no regulando negativamente o CD44
desenvolvimento de neoplasias
[18]. Em oposicao, foi
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na tumorigénese incluem os pares miR-let7:Ras oncogene, cluster miR-15a-miR-16-1:BCL-2,

11



miR-17-92:E2F1 ou o miR-127:BCL6. [1] Estes miRNAs encontram-se hiper-expressos ou
hipo-expressos nos cancros de forma inversamente proporcional ao oncogene ou supressor

tumoral que regulam negativamente.

Recentemente Gallardo et al [12] publicaram as suas conclusdes sobre a familia miR-34 (a, b
e c¢) e a sua relacio com as neoplasias pulmonares, demonstrando que este microRNA se
encontra no caminho da expressdao do gene p53, supressor tumoral, que estd alterada em
practicamente 50% dos tumores conhecidos. Quando o miR-34 tem a sua expressdo
diminuida hd também diminui¢do da expressdo da proteina p53 e as células proliferam e
dividem-se descontroladamente, no oposto quando hd um aumento do mir-34 as células
sofrem apoptose ou comportam-se como senescentes € ndao se dividem. Quando se repds o
miR-34a em células com knockout deste, a proliferacdo cessa e as células sofrem apoptose,
sugerindo que quando for possivel fazer chegar este gene as células neopldsicas in vivo poder-
se-ia controlar a evolucdo do tumor, mas deixa também claro que a mesma terapéutica em
células normais causaria apoptose e logo seria prejudicial para o organismo, senio mesmo

fatal.
Problemas Experimentais

Grande parte dos estudos divulgados baseiam-se na utilizacdo da informacdo estudada acerca
das funcdes de proteinas e genes assim como da previsdo de genes que putativamente terdo a
expressdo afectada por uma sequéncia especifica de miRNA, mas que ainda ndao foram
estudados ou nao foram comprovados in vivo. Actualmente existem diversas bases de dados
de micro-RNAs assim como de mRNAs e da relacdo entre estes assim como da relagdo da sua
expressdo com as proteinas transcritas. Ha a considerar em primeiro lugar que estas bases de
dados s@o incompletas e baseadas nos dados disponiveis até a data, havendo extensas regides

do genoma cuja func@o € desconhecida. E necessdrio salientar, e como referido por Volinia
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[1] que alguns miRNA reconhecidos em alguns estudos como oncogénicos, estavam
infrarregulados no estudo de Lu et al onde a sub-expressio de miRNAs mostrou ser o
principal mecanismo envolvido, o que coloca a questdo de como os estudos sdo desenhados e
como sao obtidos os resultados. Para responder € necessdrio compreender que os dados sdo
analisados informaticamente devido, por um lado a complexidade e ao nimero de sequéncias
de bases possiveis e os seus correspondentes mRNAs alvo, e por outro lado a variacdo que
existe na expressdo dos microRNAs entre tecidos normais de diferentes 6rgdos. Depois de
identificadas as sequéncias de bases e a intensidade do sinal de cada sequéncia e, assim, a
quantidade presente na amostra, sdo agrupados através de um programa desenhado para o
efeito como o GENEPIX PRO, que 1€ os resultados do micro-array e calcula ndo apenas todos
os miRNAS passiveis de serem formados a partir de uma sequéncia de bases muito mais
longa que o miRNA final, assim como considera a elevada preservacido ao longo do tempo
dos miRNAs, atribuindo maior probabilidade a determinadas sequéncias. E necessério nesse
calculo, assumir também que pequenas variacOes de bases ndo alteram os alvos de cada
microRNA [9], principalmente em mamiferos em que aparentemente pequenas sequéncias no
inicio 3’UTR conservadas ao longo da evolu¢do tanto nos miRNAs como nos mRNAs que
lhes sdo complementares sdo suficientes para essa ac¢do de regulacdo ocorrer. Desta forma
pequenas diferencas no método utilizado, como por exemplo calcular “todos” os tecidos
normais versus “todos” os tumores trazem resultados diferentes da andlise de tumor versus o
respectivo tecido origindrio normal. H4 também a considerar que muitos dos calculos que
aumentam ou diminuem a probabilidade de uma determinada sequéncia ser relevante no
estudo, baseiam-se na previsao de genes putativamente alvo, a partir de bases de dados que
mais uma vez pela sua extensdao, complexidade e terem sido obtidas indutivamente a partir de
resultados experimentais, incluem um grau de incerteza e ndo permitem um cdlculo exacto e

livre de interferéncias.
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Ha uma outra questdo de relevo quando se fala em investigacdo genética: o custo. A andlise
de miRNA € feita com recurso a mdquinas e consumiveis que s30 extremamente
dispendiosos, e que por esse motivo ndo estdo amplamente disponiveis o que limita a
experiéncia cientifica. A criacdo de métodos mais econdémicos e standardizados de andlise e o
aumento do financiamento externo a investigacdo seriam enormes passos ha investigacdo
destas moléculas ao extender a cada vez mais centros de diagndstico e tratamento neoplésico
e consequentemente aumentar o nimero de amostras analisadas e resultados para comparar,

dando credibilidade e apoio as conclusoes.

miRNAs e DIAGNOSTICO

A neoplasia metastatica de tumor primério desconhecido € um dos 10 mais frequentes
diagndsticos em todo o mundo e constitui 3-5% de todas as neoplasias humanas. [1] [20] O
estudo de Lu et al [5] demonstrou que na andlise do perfil de microRNA de vérios tumores
pouco diferenciados e ndo diagnosticados histologicamente era mais eficiente do que a andlise
do perfil de mRNA, o que apresenta a vantagem de se poder fazer um diagndstico mais
preciso analizando algumas centenas de miRNAs do que as dezenas de milhar utilizadas no
perfil de mRNA. Os perfis de miRNAs variam coerentemente com a diferenciacdo celular do
tumor, essencialmente havendo uma reducao da expressdo destes a medida que a linha celular
se torna mais indiferenciada [21], ou seja, hd uma diminui¢do do controlo da expressao génica
ou uma falha nos mecanismos regulatérios que sdo fortemente guiados pela expressdo de
miRNAs, permitindo a sobre-expressdo preferencial de oncogenes. A deteccdo no sangue
periférico do perfil de miRNA, que é bastante estdvel ndo se degradando rapidamente e
existindo em concentracdo suficiente para analisar mesmo sem recurso a PCR, aumenta o
potencial de utilizagdo clinica, ndo apenas pela sua alta especificidade como pelo facto de ser

um procedimento muito menos invasivo do que a actual bidpsia do tecido tumoral [22].
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Além dos tumores solidos sem localizagdo priméria identificada, tem sido extensivamente
estudado o papel dos miRNAs nas leucemias, especialmente na Leucemia Linfoide Croénica.
[1][23] Pela sua elevada frequéncia na populagdo, € a leucemia mais comum no Ocidente,
tendo um comportamento indolente que pode evoluir para tipos agressivos de linfoma ou
leucemia com prognoéstico relativamente benigno desde que tratada precocemente, sem
evidentes factores de mau progndstico, nomeadamente sobreexpressao da proteina ZAP70 e
auséncia de mutacOes na regido variavel do gene de cadeia pesada da imunoglobulina (IgVh).
Para caracterizar progndstico foi utilizado um perfil de 13 miRNAs que se mostrou capaz de
distinguir os casos, onde infra-regulacdo do miR-16-1 e do miR-15a se relacionou com bom
prognostico, miRNAs que se encontram em 13q14.3 e que se apresentam como uma delec¢do
ja previamente relacionada com o prognéstico. Por outro lado, a infra-regulagdo do miR-29
estd relacionada com mau prognodstico e parece corresponder a sobreexpressao do oncogene
TCL1 comprovado como alvo daquele microRNA [24]. Desta forma compreende-se que o
estudo dos microRNAs apresenta dois perfis distintos, com bom progndstico e baixa
expressdo de miR-15a e miR-16-1 versus o mau progndstico relacionado com a diminuicao
do miR-29. Esta distingdo no diagndstico da agressividade da LLC permite instituir um
tratamento mais adequado e atempado quando a amostra € sujeita a andlise do perfil de

miRNA, resultando em vantagem tanto para o doente como para o servico de sadde.

H4 também evidéncias da relacdo entre a diferenciacdo celular do carcinoma hepatocelular e
a expressdo dos miR-92, miR-20 e miR-18, todos sub-expressos a medida que a diferenciacdo
celular se perde, o que permite através de uma bidpsia hepatica definir a evolug¢do do tumor e
programar a melhor abordagem terpéutica [25][26]. O estudo de perfis de mRNA pode
também fornecer importantes informagdes sobre o estado de desenvolvimento de tumores

gdstricos ou do cancro da mama, estudados por Takamizawa [27] e lorio respectivamente
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[28]. A Tabela I resume alguns dos estudos acerca da relacdo entre neoplasias e o

envolvimento dos miRNAs na sua fisiopatologia.

A abordagem dos tecidos suspeitos através da andlise do perfil de miRNAs pode fornecer
importantes informagdes sobre a origem do tecido tumoral ou auxiliar na defini¢do do tipo
celular e grau de diferenciacdo de um tecido, além de fornecer um método de diagndstico
novo e com potencialidades de diferenciar caracteristicas que os métodos actuais de
diagndéstico ndo conseguem. A principal questdo a resolver é o facto de ainda haver pouca

informacdo disponivel e a experiéncia da sua utiliza¢do na clinica ser ainda muito limitada.

PROGNOSTICO e microRNAs

O cancro € a segunda maior causa de morte no mundo, depois das doencas cardiovasculares, e
a OMS prevé que em 2010 serd a principal causa devido ao aumento do nimero de casos.
Este panorama faz com que seja necessario diagnosticar precocemente. Visto que varios genes
estdo estudados como intervenientes na tumorigénese, desregulando o ciclo celular, seja
agindo como oncogenes ou como supressores tumorais, € conhecendo a sua sequéncia de
bases, € possivel prever que microRNAs estdo envolvidos na regulacdo da sua expressdo.
Basta para isso computar as hipoteses de complementaridade necessdrias para que a clivagem

dos RNAm ou a activacdo do complexo RISC para a degradacdo dessa mensagem acontecam.

Apesar da grande diversidade existente de tumores e a sua evolugdo distinta mesmo dentro do
mesmo tipo, é reconhecido que a identificacio precoce permite uma abordagem mais eficaz e
um tratamento mais efectivo, porém devido a agressividade do tratamento, seja pela
intervencdo cirtrgica de excisdo de massas ou mesmo 6rgios ou pela utilizacdo de radio e
quimioterapia com efeitos colaterais altamente nefastos, exige uma adaptacdo do tratamento

de modo a manter a relacdo custo/beneficio dentro de limites aceitdveis. Esta relacdo é

principalmente estabelecida pela identificagdo do prognéstico do tumor em estudo e para
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Thrl;:llz)(:'al miRNA Tipo en?(ﬁl;‘; do Descricio Ref.
. Subexpresso ou delecdo do miRNA [1]
Eﬁj 2:211 S;E;e;s;r BCL-2 |Reposicdo exdgena induz apoptose em células de
Leucemia leucemia.
Iain,fé.ide Sobreexpresso na LLC, Linfoma de Burkitt [23]
rénica : a1 Li : 5
miR155 |OncomiR| AGTRI quntll, Linfoma B d1fus}0 fie grandes celqlas.
Indicador de mau prognéstico em neoplasias do
pulmao e Linfoma Hodgkin.
Sobreexpresso nas células neoplésicas. [9]
Neoplasias da Perfil agressivo do tumor na presenga de grandes |[11]
Mama PTEN, |concentragOes.
miR-21 |[OncomiR| BCL-2, |Também envolvido em neoplasias da prostata,
PDCD4 |co6lon e glioblastoma.
Glioblastoma Knockout do miR-21 induz apoptose em células de
Primério glioblastoma.
miR221 Aumento da expressao no carcinoma papilar da [13]
miR—222, OncomiR | c¢-KIT |tiroide, proporcional a agressividade do tumor
o q ’ Sobreexpresso na leucemia mieléide aguda.
arcinoma da
Tir6ide CXCR4 Sobreexpresso na neoplasia da mama com alta taxa
miR-146 | OncomiR NF- > | de metastizacao.
kappaB Aumentado na artrite reumatéide, relacionado com
bp o TNF-alfa
. miR-92, Diferenciacdo celular inversamente proporcional a |[25]
Hgaziézzgilar miR-20, |OncomiR P;I:I(EIHCI’ expressdo destes miRNAs.
p miR-18 Y€ |Envolvidos no meduloblastoma infantil.
let7 Supressor RAS Subexpressdo relacionado com mau progndsticoe |[29]
Tumoral baixa sobrevivéncia pds operatoria. [12]
mir-17, cemve Hiperexpressao promove a metastizagio e piora o
Neoplasias miR-20, | OncomiR E2Fy ) progndstico
do Pulmao miR-92
Supressor Alterado em practicamente 50% das neoplasias.
miR-34 Tlfmoral pS3 Subexpressao deste miR diminui p5S3 o que
promove a proliferacdo e divisdo celular.
. Aumentado no adenocarcinoma do estdmago, mais |[30]
dg%oslzéarifso miR-421 | OncomiR Rg&)gil sensivel que o doseamento de CEA, knockout
& promove apoptose das células tumorais.
Neoplasias | miR-143. | Supressor | MAPK? Hipoexpresso em células de carcinoma colo-rectal, |[5]
do gélon miR-14 5’ Tlf)moral IRS-1 > | reposi¢do do miR-145 bloqueia a proliferacdo
celular.
Carcinomas Promove proliferacao de células alfa e beta [5]
.. . . Sem |pancredticas.
el e L dados |Knockout do gene em ratos provoca hiperglicémia

do Pancreas

associada a diabetes.

Tabela I — Rela¢io entre alguns microRNAs, os genes que regulam e em que patologias estao envolvidos. Oncomir:
MicroRNA oncogénico, cuja sobre expressiao causa regulacio negativa dos seus alvos, que incluem genes supressores
tumorais. miRNA supressor tumoral é aquele que quando esta subexpresso ou eliminado permite o crescimento,

proliferacio e transformacfao maligns das células. Knockout: delec¢ao ou inactivacio do gene em laboratério.
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informar o doente, por questdes éticas e deontoldgicas. Por outro lado é conhecido que os
tumores nao tém igual resposta a terapéutica, sendo resistentes ou sensiveis a determinado
farmaco utilizado em quimioterapia apesar de histologicamente serem semelhanes, o que
sugere que hd alteracOes bioquimicas e genéticas que permitiriam uma escolha mais criteriosa

dos farmacos de modo a maximizar a sua eficacia.

Os microRNAs parecem ter um papel determinante no progndstico neopldsico e a andlise
desse perfil permite definir o grau de diferencia¢do do tumor, como no hepatocarcinoma [25]
ou na Leucemia Linfoide Crénica [1][21], ou cancro da mama [28]. Johnson et al [29]
estudaram a relacdo entre a diminui¢do da expressio do miR-let7 e o oncogene RAS no
contexto de cancro do pulmao, revelando que existe uma regulacio directa deste gene que se
encontra sobreexpresso neste tipo de tumores e que estd relacionado a mau progndstico e
diminuicdo da sobrevida apds cirurgia supostamente curativa. Neste estudo surgiu também
que a supra-regulacdo do miR-155 se correlacionava com pior progndstico, e induziu-se que
isto diminuiria a expressdo de genes pro-apoptéticos, apesar de ndo terem ainda sido

identificados os alvos.

E no prognéstico que mais informagio se completa actualmente, 2 medida que os pacientes a
quem o perfil de miR foi analisado nos dltimos anos e que informacdo do curso natural da
doenca chega agora as maos dos investigadores indicando a relacdo entre cada perfil e o
prognéstico relativo. Prever o comportamento do tumor € uma clara vantagem na escolha do
tratamento e ajuda a complementar a informacdo que podemos dar ao doente de modo a

melhor fazer as suas escolhas.

miRNAs e TRATAMENTO

O potencial que existe no uso de miRNAs com objectivos terapéuticos na doenga neoplésica

estd actualmente a ser explorado e baseia-se no facto de os miRNAs serem agentes de
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interaccdo naturais que regulam o ciclo celular, diferenciacdo, proliferacdo e apoptose em
células eucariotas. Pelo menos duas abordagens existem para a utilizagdo dos miRNAs com
objectivo terapéutico, a andlise de sensibilidade aos citoestiticos que permite um tratamento
mais direccionado e eficaz, ou a alteracdo directa da expressdo de miRNAs especificos que

modificaria a regulacdo do ciclo da célula tumoral.

A sensibilidade a quimioterapia é uma das caracteristicas mais relevantes para a escolha do
farmaco a utilizar, foi tendo Meng [32] demonstrado que a eficicia do tratamento do
colangiocarcinoma com gemcitabina resulta da variagdo do perfil de microRNA ao longo da
duracdo dessa terapéutica e por outro lado a sobreexpressio do miR-21 aumenta a
sensibilidade do tumor ao farmaco in vitro. Alguns alvos conhecidos dos miRNAs sdo genes
com conhecido papel na biologia do cancro, e é nesses alvos que os estudos se tém centrado, a
relacdo let7-RAS, miR-16-BCL2 e miR-21-TPM1-PTEN estd bem documentada [33] bem
como o conceito da interaccdo com os miRNAs provocar efeitos na progressao do cancro.
Chan et al [11] mostraram que a inibi¢do do miR-21 resultava em um aumento da apoptose
em células de glioblastoma humano, e aumentava a sensibilidade ao irinotecano em células
MGF7 do cancro da mama, porém esta inibicdo quando aplicada a células HelLa do cancro do
colo do ttero estimula o seu crescimento, € na linhagem A549 do cancro de pulmao de nao-
pequenas células practicamente ndo tem efeito, expondo de novo o facto de que tecidos
diferentes t€ém um comportamento distinto perante a alteracdo na expressio do mesmo
miRNA. Foram detectadas alteracdes na sensibilidade aos farmacos quimioterdpicos quando
eram supra-regulados ou infra-regulados os referidos miRNAs, mesmo alteracbes de
concentracdo dos miR da ordem de 2 vezes causavam aumentos de sensibilidade a alguns
farmacos da mesma ordem de grandeza, o que no sucesso da terapia do cancro € bastante

relevante [33].
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Manipular a expressdo de miRNAs segue um principio simples. Consiste na introdugdo de
RNA antisense do miR em questdo para diminuir a expressdo deste, pois ao emparelhar com o
original é rapidamente clivado por endonucleases inactivando-o. Para aumentar a expressao
de um miR em particular, o método consiste em transfectar a molécula para a célula ou um
seu percursor que seria processado na célula para ficar activo. Em qualquer dos casos as
dificuldades residem no facto de in vivo, seleccionar as células para o qual o agente seria
transfectado, ser ainda tecnicamente impossivel, e sabendo que os miRNAs tém acg¢des
diferentes dependendo do tecido onde exercem efeito, a seguranca e eficdcia do processo é
quase inteiramente desconhecida [33]. Outro problema que se pde € a instabilidade dos
miRNAs terapéuticos que, como os naturais, sdo rapidamente degradados, o que obriga a
criacdo de moléculas mais estdveis como os oligonucledtidos de acidos nucleicos bloqueados
(LNA-modified oligonucleotides) [24] que apresentam maior semi-vida, essencial para obter

algum resultado aplicdvel in vivo.

Apesar da maioria dos estudos com este objectivo se centrar na modulacdo da sensibilidade a
farmacos, diversos estudos referidos por Calin e tal [21] tém uma abordagem mais directa,
sem a aplicagdo de farmacos anticancerigenos, em que o simples knock-out de alguns
miRNAs ou a sua transfectacdo altera directamente o curso da proliferacdo celular, porém os
diversos resultados sdo dispares e vdrios sdo contraditérios. Mas fica claro que esta
abordagem, pela relativa facilidade de sintese dos miRNAs sense e antisense pelo seu
pequeno tamanho, € de entre as actuais formas de controlo directo do ciclo celular, objecto de
estudo com potencial de utilizacdo a mais curto prazo que outras abordagens genéticas em

investigacao [24].
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APLICACAO CLINICA dos miRNAs

Actualmente a maior 4rea de trabalho em microRNAs é no ambito da patologia neoplésica,

mas como ilustra o Gréfico 1, adaptado de Travi e tal da distribui¢do de trabalhos conhecidos

sobre miRNAs outras i
’ Aplicacties Apﬂcaﬂqogs
o . Diagnisticas Terapéuticas Bidlogia dos mRNAs
especialidades estdo
IRNAS no

interessadas na pesquisa de | Cesenvolvmenio

miRNAs, talvez pela sua

miRNAs e
versatilidade de | Neurociéncia
individualiza¢do. [35] Os
estudos mais recentes

Células

Fiunpotencizis

colocam o perfil de miRNAs mRNA e patologia

Oncolbgica

como um importante

Grifico 1 — Distribuicdo de investigadores de MicroRNA por diferentes
areas e subespecializacdes. Adaptado de Travi E (2008)[32]

marcador  tumoral  para

neoplasias de pulmio, mama, préstata, clon e ovdrio, e constantemente surgem novas
informagdes sobre tumores com assinaturas de miRNAs que os permitem diferenciar de
tecidos normais ou de outros tipos histoldgicos de neoplasias do mesmo tecido[36] A maior
parte dos estudos de neoplasias em pacientes € a partir de bidpsia do tecido neoplésico, que se
submete a RT-PCR para amplificar o genoma da amostra, identificando depois os miRNA em
microarray. Recentemente lodes et al [22] publicaram um estudo onde a andlise do soro de
sangue periférico em microarray, sem necessidade de amplificacdo, podia diferenciar
amostras de pacientes sauddveis e com neoplasia, assim como podia identificar o tumor de
entre os cinco referidos anteriormente. Tornar os métodos de diagndstico de neoplasia menos
invasivos € um objectivo muito procurado, e tal como a pesquisa em sangue periférico é
consideravelmente menos invasiva que qualquer bidpsia, hd investigadores como Park [37]

que desenvolveram um método de diagndstico de neoplasia oral baseada na andlise do perfil
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de miRNAs na saliva onde hd diminui¢do da expressio de miR-125a e miR-200a nos

pacientes com neoplasia.

A andlise da assinatura de miRNAs depende essencialmente da capacidade tecnoldgica para o
fazer, e correntemente diversas empresas como a Ambion(r), a Agilent(r) ou a Invitrogen(r)
possuem kits para a andlise de microRNA humano para venda, que incluem todos os produtos
necessdrios para a andlise, desde reagentes e placas de microarray, até software para o
processamento dos dados e previsdo de genes alvo de cada miRNA identificado. Existem
também a disposicao do médico bases de dados como a "Quiagen", "miRBase" ou a "NCode"
que permitem ndo apenas comparar a assinatura da amostra com um perfil conhecido e
atribuido a determinada neoplasia assim como também designam genes-alvo tedricos que
podem ser utilizados em investigacdo da relacdo de um perfil com o desenvolvimento

tumoral.

Estd documentada a utilizacdo desta tecnologia na clinica no estudo das neoplasias,
nomeadamente das que sdo a maior causa de morte no mundo, Raponi [38] descreve como o
perfil de 15 miRNAs, que inclui alguns do cluster miR-17-92, miR-155, miR146b e let-7, tem
mais utilidade clinica no estabelecimento do progndstico do que o estudo do RNA mensageiro
para carcinoma espinhocelular do pulmao, sendo que o0 miR-146b tem aproximadamente 78%
de valor preditivo a estratificar o grupo de progndstico; Gallardo [12] define que a
subexpressdo de miR-34a em todas as neoplasias de pulmdo de ndo pequenas células € um
bom indicador do risco de recidiva apds cirurgia; Kan [30] refere que é possivel diferenciar a
metaplasia géstrica do terco inferior do es6fago do carcinoma espinhocelular em que o
aumento na expressdo de miR-196a € o marcador mais evidente da progressdao maligna; o
miR-26b estd subexpresso no carcinoma hepatocelular e segundo Ji et al [26] a andlise
mostrou que quanto menor a expressao pior o prognostico, mas por outro lado, um aumento

da sensibilidade a terapé€utica com interferdo. A neoplasia da mama, que actualmente &
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agrupada quanto ao status Her2neu/ErBB2 e ER/Receptor de progesterona com relevancia
clinica na escolha do tratamento e no progndstico, pode ser identificada na anélise do perfil de
miRNA e esta assinatura de miR ainda permite distinguir dentro de cada tipo subclasses
moleculares, o que aumenta a especificidade do diagndstico e cria oportunidades de escolha
de alvos terapéuticos[9] A Tabela II resume alguns microRNAs estudados por Lowery et al

[9]que interferem na fisiopatologia do cancro da mama e da sua expressao clinica.

A andlise de miRNAs tem sido equiparada e podera superar em especificidade e sensibilidade,
as técnicas convencionais de diagndstico oncoldgico, sendo actualmente imprescindivel na
investigacdo da biopatologia tumoral e complementard a informacdo que chega ao clinico,

melhorando as suas capacidades de decisao.

MicroRNA Genes-alvo Alteracdo da expressdo e funcéo

MiR-21 BCL2, TPM1, PDCD4, PTEN Expressdoaumentada, € oncogénico

MiR-10b Homeobox D10 Diminuida, relacionado com
metastizagdo

MiR-27a ZBTB10O Oncogene no cancro da mama

MiR-206 ERa Hiperexpresso

MiR-17-5p AIB1 Supressortumoral em linhas celulares de
cancro da mama.

MiR-125a, ERBB2,ERBB3 Subexpresso, comportam-se como

miR-125b supressorestumorais

Let-7 RAS, HMGAZ2 Subexpresso em varias neoplasias

MiR-205 HER3 Subexpresso

’Tabela IT — Relacao entre alguns microRNAs e a sua influéncia na neoplasia da mama.

DISCUSSAO

O estudo dos microRNAs é uma ciéncia recente e as primeiras referéncias a sua existéncia e
importancia funcional tém menos de 20 anos: trata-se de manipular o ciclo celular e a
expressdo génica. O potencial destas moléculas na regulacdo de células tanto normais como
neoplésicas e a sua variabilidade nos sistemas quimicos de sinalizacdo celular com sequéncias

de eventos que abrangem os mais diversos mecanismos de controlo do metabolismo celular,
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torna a aplicacdo prdatica uma verdadeira tarefa herculea e que necessita de tempo e

experiéncia até poder ser levado para a prética didria de diagndstico e tratamento.

Muitos estudos estdo de momento a decorrer, os referidos até aqui envolvem a andlise de
tecidos humanos, bidpsias de tumores diagnosticados por outros métodos em comparagao
com tecidos identificados como normais, porém muito deste desenvolvimento tedrico estd a
ser realizado em modelos xenograft e em linhagens celulares especificas obtidas de bancos de
células. O reconhecimento da interferéncia de microRNAs no desenvolvimento do cancro
exigiu a teorizacdo dos mecanismos que levam a estas alteracdes: as comuns mutacdes
induzidas por radiagdes ou por agressao quimica directa ao DNA como a hipermetilacdo, ou a
outras estruturas da cromatina como as histonas, tém sido implicadas na alteracdo da
expressao e da funcdo dos miRNAs [16], o que no geral encaixa nos factores conhecidos e
estudados como promotores de neoplasias. Esta afirmacdo significa que alteracdes como
microdelec¢des, translocagdes ou até aneuploidias podem induzir a tumorigénese nao apenas
pela alteracdo das sequéncias promotoras ou dos proprios genes codificantes, alterando a sua
expressdo e funcdo, como alteragcdes em genes ndo codificantes, previamente pouco
estudadas, que irdo também alterar o comportamento de genes codificantes. Este importante
papel das sequéncias ndo codificantes abre perspectivas, ndo tanto no reconhecimento de
factores de risco para mutagcdo genética, por serem comuns aos previamente estudados, mas

na forma de abordagem ao diagnoéstico, progndstico € mesmo ao tratamento.

A aplicagdo actual do conhecimento sobre o tema cinge-se ao diagndstico e prognéstico, do
perfil de microRNAs de um tumor,0 que permite, além de um diagndstico mais acurado, uma
decisdo terapéutica mais informada, nomeadamente nas leucemias linfoides cronicas e
neoplasias do pulmdo em que pode significar aumento na qualidade de vida do doente, ou
mesmo aumento da sobrevida em casos cujo perfil de miRNAs indique desde logo que uma

abordagem mais agressiva deve ser seguida.
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O conhecimento do perfil de expressdo de miRNAs num tumor pode também ajudar na
decisdo da quimioterapia a ser utilizada por revelar que aquele tipo tumoral tem
conhecidamente resisténcia ou diminui¢do da eficicia de uma ou mais moléculas, com
particular importincia na neoplasia da mama, em que agrupar as pacientes segundo o status
Her2neu/ErBB2 e ER/Receptor de progesterona estd comprovado na decisdo terapéutica e que
também pode ser conseguido, e com mais especificidade do que com os métodos correntes,
pela andlise do perfil de miRNA. Outra vertente de extremo interesse € o diagndstico do

tumor primdrio quando o doente se apresenta com metastases de fonte desconhecida.

Se os métodos menos invasivos de diagndstico de neoplasias a partir de amostras de sangue
periférico ou outros fluidos se mostrarem sensiveis e especificos seriam de facto uma
revolucdo no diagndstico de neoplasias, dando um novo significado a expressdo rastreio

oncoldgico.

Na 4rea do progndstico, a informacao € ttil para providenciar ao doente tantos dados quantos

possiveis para maximizar a sua capacidade de decisdo e de consentimento informado.

Ao nivel do tratamento as vantagens sdo claras, se for possivel regular o ciclo celular de um
tumor promovendo a apoptose de células tumorais pela simples administragdo de um farmaco,
alteraria definitivamente o tratamento das neoplasias e provavelmente de vdrias outras
doencas, particularmente inflamatdrias cronicas e auto-imunes que envolvam desregulaciao do
ciclo celular, assim como diminuiria a invasividade e os efeitos colaterais dos tratamentos
actuais. Ainda o facto de intervir directamente na sinaliza¢do celular poderia tornar
susceptiveis a apoptose as células com alteragcdes de expressao de miRNAs tipica de cancro, e
pouca interferéncia ter em células normais que ndo apresentam ou ndo tém défice de

expressao do microRNA alvo do tratamento[40][41]

25



E conhecido o facto de os efeitos do mesmo miRNA serem diferentes de tecido para tecido, o
que indica que aplicar um tratamento sistémico baseado em miRNAs pode simultaneamente
causar a apoptose das células tumorais objectivadas e promover o crescimento e proliferacao

celular neopldsica de outras células de outro 6rgio ou tecido.

Actualmente ha falta de informacdo cientifica porque a maior parte dos estudos foi feita in
vitro e em linhas celulares com poucos estudos in vivo (a maioria destes em modelos
xenograft e linhagens celulares padrdo) e ainda menor conhecimento da evolucao da doenca e
progndstico a longo prazo dos doentes a quem os perfis de microRNAs foram investigados

aquando do diagnéstico.
CONCLUSAO

Os microRNAs s3o intervenientes na regulacdo do ciclo celular, a sua importincia no
desenvolvimento de tumores em humanos € inegdvel e diferencas na sua expressdo, alteram o
comportamento celular na poliferacdo, apoptose, metastizacdo e sensibilidade a

quimioterapia.

O conhecimento do perfil de miRNAs permite inferir caracteristicas das células neoplasicas
nao reconhecidas por outros métodos, precisar o diagndstico, identificar o tecido de origem de
metdstases, determinar se o paciente tem determinada neoplasia através de procedimentos
pouco invasivos, mellhorar a decisdo terapéutica e potenciar a eficicia do tratamento, assim

como informar melhor o doente sobre o progndstico.

Utilizar microRNAs antisense para quando a expressdo estd aumentada ou transfectar
miRNAs sub-expressos sdo formas de utilizar directamente o conhecimento com objectivo

terapéutico.
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Apesar do enorme potencial e do ja extenso conhecimento e dos diversos estudos em curso, €

a falta de evidéncia cientifica e garantias de efectividade e seguranga que mantém uma grande

distancia entre a bancada do laboratorio e a cabeceira do doente.
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