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RESUMO

MiRNAs sdo um grupo de pequenos RNAs nao codificantes, altamente conservados ao
longo da evolugéo que atualmente vem representando uma das areas mais estimulantes
da ciéncia médica moderna por modularem uma enorme e complexa rede regulatoria de
expressao génica. A expressdo alterada dos miRNAs € muito bem documentada na
literatura ocasionando doencas neuroldgicas, autoimunes, neoplasias e tumores sélidos.
Varias evidéncias recentes mostram que miRNAs desenvolvem papel crucial em muitas
doencas humanas, podendo ser também marcadores de seu progresso em progndéstico,
diagnéstico e na avaliacdo da resposta ao tratamento de Epilepsia do lobo temporal,
doenca de Alzheimer, doenca de Huntington, Esclerose lateral amiotrdfica,
Esquizofrenia, Transtorno Afetivo Bipolar, Lupus Eritematoso Sistémico. Atualmente
estuda-se a possibilidade de utilizacdo desses miRNAs como marcadores ou em
terapias através da inibicdo ou reposicdo dos mesmos. Este trabalho teve como objetivo
realizar a analise do desenvolvimento do conhecimento cientifico ao longo dos anos até
os dias atuiais sobre os microRNAs (miRNAs) e sua utilizagdo no diagndstico, no
prognostico e na terapia de patologias variadas, através de uma revisao da literatura
sobre este assunto, tendo por base a analise cienciométrica. Foi realizada uma revisao
bibliografica e uma analise cienciométrica em bases de dados confiaveis, sendo
utilizadas as palavras chaves: microRNAs, cancer, préstata, colorretal, pulmao, gastrico,
cervical, autoimune, Lupus Eritematoso, Artrite Reumatoide, doencas do metabolismo,
Diabetes, doencas neuroldgicas, Epilepsia, Esclerose Mdltipla, Alzheimer, neoplasias,
Leucemias, Mielomas, Linfomas e terapia. Com base nos resultados observados ao
término da realizacédo da reviséo literaria constatou-se um grande desenvolvimento do
conhecimento dessas moléculas no que diz respeito a sua importancia na regulacdo da
expressao génica e também para o diagnostico, prognaostico e terapia de varios tipos
de patologias, tendo a area de diagndsticos um melhor desenvolvimento em relacao a
terapia e também apresentando uma maior concentracdo de estudos nas doencas
oncoldgicas. Apresenta-se, ainda, uma revisao da bibliografia sobre o tema que visa a
divulgacado de informacgdes, em virtude da baixa quantidade de publicacdes em lingua

portuguesa.

Palavras-chave: Cienciometria, MicroRNAs, Patologia, Diagndéstico, Progndstico,
Terapia.



ABSTRACT

MiRNAs are a group of small non-coding RNAs, highly conserved throughout evolution
that currently represent one of the most stimulating areas of modern medical science by
modulating a huge and complex regulatory network of gene expression. Altered miRNA
expression is well documented in the literature causing neurological, autoimmune
diseases, neoplasms and solid tumors. Recent evidence shows that miRNAs play a
crucial role in many human diseases and may also be markers of their progress in
prognosis, diagnosis and assessment of response to treatment of temporal lobe epilepsy,
Alzheimer's disease, Huntington's disease, Amyotrophic lateral sclerosis, Schizophrenia,
Bipolar Affective Disorder, Systemic Lupus Erythematosus. Currently, the possibility of
using these miRNAs as markers or in therapies through their inhibition or replacement is
being studied. This study aimed to analyze the development of scientific knowledge over
the years up to the actuarial days on microRNAs (miRNAs) and their use in the diagnosis,
prognosis and therapy of various pathologies, through a literature review on this subject.
based on the sciometric analysis. A bibliographic review and sciometric analysis were
performed in reliable databases, using the keywords: microRNAs, cancer, prostate,
colorectal, lung, gastric, cervical, autoimmune, lupus erythematosus, rheumatoid
arthritis, metabolic diseases, diabetes, diseases. Neurological disorders, Epilepsy,
Multiple Sclerosis, Alzheimer's, Neoplasms, Leukemias, Myelomas, Lymphomas and
therapy. Based on the results observed at the end of the literary review, there was a great
development of knowledge of these molecules regarding their importance in the
regulation of gene expression and also for the diagnosis, prognosis and therapy of
various types of pathologies. the area of diagnostics better development in relation to
therapy and also presenting a higher concentration of studies in cancer diseases. It is
also presented a review of the bibliography on the subject that aims to disseminate
information, due to the low amount of publications in Portuguese.

Key words: MicroRNAs, Pathology, Diagnosis, Prognosis, Therapy
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1 INTRODUCAO

Sao notérios os avangos que se observam hoje, ligados a area da
Biologia Molecular. Da descoberta da estrutura do DNA aos mecanismos de
regulacdo génica, muitos foram os achados de grande significancia. Entre os
ultimos avancos encontram-se o0s microRNAs (miRNAs), descritos
primeiramente na década de 90, dos quais se conhece o papel regulador desde
0s anos 2000. Pesquisas tém demonstrado a participacédo destas moléculas em
diversas doencas — dentre elas, o cancer (PEREIRA, 2015). Evidéncias
cientificas demonstraram o envolvimento de miRNAs em doen¢as humanas,
justamente devido a sua atuagao na regulacao do crescimento e diferenciagéo
celular (CARLETON et al., 2007).

Pesquisas realizadas na ultima década trouxeram evidéncias de que os
MiRNAs possuem origem bastante antiga e ja estariam presentes no genoma de
formas de vida unicelulares, ainda metabolicamente bastante simples (MOLNAR
et al., 2007). Segundo Pereira et al. (2015, p. 34), “nesses organismos, 0s
MiRNAs teriam surgido como uma nova classe de reguladores e moduladores
da expressao génica’. Apesar do surgimento dos miRNAs em animais
provavelmente ter acompanhado a emergéncia multicelular, nas plantas a
evolucdo desses pequenos RNAs regulatérios ocorreu anteriormente ao
surgimento dos organismos multicelulares, pois foram encontrados miRNAs
ortdlogos aos das plantas na alga unicelular Chlamydomonas reinhardtii
(MOLNAR et al., 2007). Esse fato, aliado & auséncia de miRNAs no genoma de
fungos e a diferenca na estrutura e biogénese entre animais e plantas, sugere
gue a origem dos miRNAs tenha ocorrido de maneira independente nesses dois
reinos (JONES-RHOADES et al., 2006).

Estudos da expressdo génica demonstraram que diferentes células,
tecidos e 6rgdos dentro de um mesmo organismo possuem padrdes diferentes
de expressao génica embora tenham o mesmo genoma (ALBERTS et al., 2010).
Além disso, essas assinaturas de expressdes génicas foram consideradas
dindmicas, ou seja, sensiveis a alteracdes durante o desenvolvimento, nas
mudancas no ambiente na presenca de doencas, e na terapia com drogas
(BIRCHLER; VEITIA, 2007). Recentemente os miRNAs foram reconhecidos

pelos cientistas por terem um amplo papel na quantidade de proteinas



produzidas por muitos genes eucaridticos (GRIFFITHS et al., 2013). A
descoberta de que a regulagao génica pode ser feita por pequenos RNAs nao
codificadores, principalmente pelos miRNAs, constitui um marco importante no
campo da biologia molecular moderna (PEREIRA, 2015).

Varias evidéncias recentes demonstram que os miRNAs exercem um
papel crucial no desenvolvimento de doencas humanas, podendo ser também
marcadores de seu progresso, progndéstico, diagnostico e na avaliacdo de
respostas ao tratamento (BLENKIRON; MISKA, 2007). A maioria das pesquisas
sobre miRNAs e doencas humanas tem foco no estudo do papel dos genes de
mMiRNAs no processo da doenca, com muitos estudos utilizando métodos de
andlise de expressdo de miRNAS de forma global em amostras clinicas
(MATTICK; MAKUNIN, 2006).

Por ser uma tematica recente e dindmica da ciéncia, muitos esfor¢os tém
sido realizados para ampliar o conhecimento sobre os mecanimos que envolvem
0os mMiRNAs. Levando em consideracdo a importancia dessas moléculas no
controle da expresséo génica e sua influéncia no organismo, torna-se evidente a
necessidade do conhecimento e compreensdo sobre os mMiRNAs, sua
contribuicdo para o desenvolvimento de patologias e sua utilizagdo no
diagndstico, no progndstico e na terapéutica (PEREIRA, 2015).

A aquisicéo rapida e recente de informacgdes sobre esses aspectos, bem
como sua divulgacao, torna necessaria a avaliacdo destes avancos em uma
abordagem quantitativa, visando identificar na propria producdo cientifica o
progresso do conhecimento nesta area de estudo, reconhecendo onde os
esforcos cientificos tém sido aplicados. Essa abordagem requer medidores
cientificos, nominados de acordo com suas diversas atividades (VANTI, 2002),
gue permitem uma melhor compreensdo da amplitude e da natureza das
atividades de pesquisas desenvolvidas dentro de uma area do conhecimento.
Dentro desses medidores cientificos temos a cienciometria, estudo dos aspectos
guantitativos das atividades cientificas, que permitem identificar dominios de
interesse, onde o0s assuntos estdo mais concentrados (MACIAS-CHAPULA,
1998).

Dessa forma conhecer o atual estado da producéo cientifica sobre
MiRNAs permitira entender como se tem dado os esforcos de investigacdo da

comunidade cientifica, indentificando os avancos existentes no conhecimento



dentro desta area de estudo, fornecendo informagfes que permitirdo posicionar
apropriadamente novos temas e oportunidades de pesquisas. Neste contexto, o
objetivo deste trabalho foi analisar o desenvolvimento do conhecimento cientifico
sobre a utilizacdo de miRNAs com base em resultados publicados em artigos
cientificos, identificando tendéncias e caréncias dentro desta tematica.

1.1 PROBLEMATIZACAO

Segundo Griffiths et al. (2013) um dos achados mais surpreendentes na
Biologia foi o de que apenas uma pequena fracdo do cédigo genético codifica
proteinas, isto corresponde a pouco mais de 2% do genoma na maioria dos
organismos multicelulares complexos. Ete fato aponta para a reflexdo sobre a
importancia desses transcritos ndo codificadores de proteinas e quais as funcoes
exercidas por estes no organismo. Os miRNAs sdo conhecidos pelo seu
envolvimento na regulagéo do crescimento e diferenciagéo celular (CARLETON
et al., 2007), sendo que uma das primeiras evidéncias de miRNAs em doencas
humanas tem origem na area de oncologia (PEREIRA, 2015).

Levando em consideracao a importancia dessas moléculas no controle
da expressdo génica e a sua influéncia no organismo, torna-se evidente a
necessidade de desenvolvimento de mais estudos para compreender como
estes microRNAs contribuem para o desenvolvimento de patologias e,

possivelmente, utiliza-los para diagnostico, prognostico e terapéutica.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

Analisar o desenvolvimento do conhecimento cientifico sobre a utilizacéo
de miRNAs em diagndsticos, prognosticos e terapia de patologias variadas com

base em resultados publicados em artigos cientificos.

1.2.2 Objetivos especificos

Revisar a literatura sobre a utilizacdo de miRNAs no diagnéstico, no
prognaostico e na terapia de patologias variadas.
Realizar estudo cienciométrico, quantificando o numero de artigos

publicados por ano, doenca e periddico cientifico.



Evidenciar quais foram os progressos obtidos na utilizagdo de miRNAs
no diagndstico, prognostico e na terapia de patologias variadas.

2 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

O trabalho desenvolvido seguiu os preceitos do estudo exploratério por
meio de pesquisa bibliografica, que, segundo Gil (2008, p.50), “é desenvolvido a
partir de material ja elaborado constituidos de livros e artigos cientificos”.

Nesta perspectiva a proposta de Gil (2008) foi utilizada nas seguintes
etapas:
1. Fontes bibliograficas e de pesquisa; 2. Coleta de dados; 3. Analise e

interpretagéo dos resultados; 4 Reviséo Bibliografica.

2.1 FONTES BIBLIOGRAFICAS E DE PESQUISA

Foram utilizados livros e artigos cientificos, fisicos e de acervos digitais.
Os livros abordaram temas gerais (Biologia Celular e Genética), que permitiram
a revisdo de conhecimentos para melhor compreensdo da atuacdo dos
microRNAs, e um livro especifico sobre o tema abordado que embasou o
desenvolvimento do trabalho. Os artigos sobre a teméatica foram acessados nas
bases de dados miRbase, Scielo, PubMed, Human microRNA Disease database,
miRCancer, VIRmMIRNA e miR2Disease.

2.2 COLETA DE DADOS

A coleta de dados teve inicio em 01/01/2019 e término em 03/11/2019,
inicialmente foram utilizadas palavras chaves relacionadas com o tema, sendo
estas: microRNAs, cancer, prostata, colorretal, pulméo, gastrico, cervical,
autoimune, Lupus Eritematoso, Artrite Reumatoide, doencas do metabolismo,
Diabetes, doencas neurolégicas, Epilepsia, Esclerose Mdltipla, Alzheimer,
neoplasias, Leucemias, Mielomas, Linfomas e terapia nas bases de dados acima
mencionados. Apdés o levantamento dos artigos foi realizada uma leitura
exploratoria, na qual se verificou se a obra era de interesse para o trabalho em

andamento. Nas obras selecionadas foi realizada a leitura seletiva, mais



profunda, da qual foram extraidas as informacfes para compor a revisao
bibliografica dos resultados. Para o estudo cienciométrico foram extraidas
informacdes especificas, tais como, ano de publicacdo, niumero de artigos
publicados por tipo de doenca e o numero de publicacdes por periddicos
cientificos representados através de gréficos e tabela de dados.

2.3 ANALISE E INTERPRETACAO DOS RESULTADOS

Durante esta etapa foi realizada a leitura analitica com a finalidade de
sumarizar e ordenar as informacdes contidas nas fontes de forma que estas

possibilitem a obtencao de informacdes para a pesquisa e revisao bibliografica.

2.4 DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Nesta etapa as categorias que emergiram das etapas anteriores foram
analisadas e discutidas a partir do referencial tedrico relativo a tematica do

estudo.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Observou-se um avanco crescente e significativo na publicacao
cientifica que aborda os miRNAs, com destaque especial nos dois ultimos anos
(2018-2019) (Fig.1).
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FIGURA 1. Quantidade de artigos sobre miRNAs publicados por ano de
publicacao.



Os 271 artigos encontrados estavam distribuidos por varios periodicos,
destacando-se a PLOSOne (16 artigos), Proceedings of the National Academy
Sciences (10) e Science (7), entretanto a maior parte dos peridédicos apresentou
somente um artigo sobre o tema (Tab. 1). Isto demonstra que apesar do
reconhecimento de sua importancia para o correto funcionamento homeostatico
corporal, os miRNAs ainda ndo possuem meios de divulgacédo (periddicos)
especializados proprios para este ramo cientifico.

Na quantificacdo de trabalhos por patologias associadas ao miRNAs (Fig.
2) pode-se observar que a maioria dos trabalhos esteve concentrada na area da

oncologia médica (Fig. 2B).
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FIGURA 2. Numero de artigos publicados por patologias associadas a miRNAs. A.
Neoplasias hematolégicas. B. Tumores Solidos. C. Doencas inflamatérias ou
autoimunes. D. Demais patologias.



TABELA 1. Numero de artigos sobre miRNAs publicados por periddico cientifico.

Numero de artigos por periédico cientifico

Periddicos cientificos Quantidade
Acta Diabetologica 1
African Journal of

Periddicos cientificos Quantidade
Human Molecular Genetics 2
International journal of

Infectious Diseases g Molecular Science 2
) International Journal of
1
Anging Cancer
All Cycle - International Journal of
Oncology
American Journal 1 Journal of Molecular
Psychiatry Neuroscience
Annals of Surgery 1 International _Journal of
Neuroscience
Annals of Clinical and 1 International Journal of
Translation Neurology Molecular Medicine
Annu'al Review of Journal of the American
Genomics and Human . .
. 1 Medical Association
Genetics
Annual Review of Palnt Journal of Cellular
. 1 ) :
and Biology Biochemistry
Anticancer Research 1 Journal of Gastroenterology
ADODLOSIS 1 Journal of Molecular
pop Medicine
Arquivos de Neuro- 1 Journal of Experimental &
Psiquiatria Clinical Cancer Research
Artrithis & Rheumatisms 2 Journal C.’f CI_|n|caI
Investigation
ohutoimbeiylReviews 1 Journal qf Alzheimer’s
Disease
Behavioural Brain 1 Journal of Biochemichal
Research and Molecular Toxicologiy
BMC Research Notes 1 Journal of B|olog|cal
Chemistry
Bloc_hemlcgl and Journal of Cardiovascular
Biophysical 2
S Pharmacology
Communications
Biological and :
Pharmaceutical Bulletin 1 Journal of Cell Science
BioMed Research 1 Journal of Cellular
International Biochemistry
Biomedicine & 1 Journal of Cellular
Pharmacotherapy Phisiology
Blood Cancer 1 Journal of Clinical
Oncology
Blood 6 Journal of Crohn and

Colites



Cont. Tabela 1

Boiscience Reports

Brain Research
Breast Cancer
Research
British Journal of
Hematology
British Journal of
Cancer
Cancer Biology &
Therapy
Cancer Biomakers
Cancer Cell
Cancer Letters
Cancer Privention
Research
Cancer Research
Cancer Science
Cardiovascular
Research
Carcinogenesis
Cell Death &
Differentiation
Cell Research
Cell
Cellular Phisiology and
Biochemistry
Chemico-Biological
Interactions
Chemotherapy and
Pharmacology
Chimical Biological
Interactions

Circulation

Circulation Research
Clinical Cancer
Research
Clinical Chemistry
Clinical Experimental
Medicine
Clinical Geniturinary
Cancer
Crohn Molecular
Medicine Reports
Current Opinion in
Hematology
Current Opinion in
Neurology

Journal of Gastroenterology
and hepatology
Journal of Immunology
Journal of Investifgative
Dermatology

Journal of Neurochemistry

Journal of Neuroscience

Journal of Surgical
Oncology
Laboratory Investigation
Lancet
Leukemia

Leukemia Research

Leukemia & Lymphoma
Lupus

Mayo Clinic Proceedings

Medical Oncology
Medicinal Research
Reviews
Molecular Medicine
Molecular Cell

Molecular Oncology

Molecular Therapy

Molecular Therapy-Nucleic
Acids

Moviment Disorders

Multiple Sclerosis and
Related Disorders
Nature Cell Biology

Nature Genetics
Nature Medicine
Nature Methods

Nature Neuroscience

Nature Reviews Cancer

Nature Reviews Drugs
Discovery

Nature

N

W R R



Cont. Tabela 1

Cytokine Growth Factor
Reviews
Disease Markers
Development
Digestive Diseases
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3.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1.1 MiRNAs e suas implicacdes bioldgicas

Descobertos em 1993, mas somente reconhecidos em 2001 como uma
ampla classe de RNAs reguladores, os miRNAs sao pequenos RNAs nao
codificadores, responsaveis pela regulacdo de amplas redes génicas em
diversos organismos, esses miRNAs participam também da regulacéo dos niveis
proteicos da célula, controlando ativamente a homeostase, com grande
implicacédo no desenvolvimento embrionario, proliferacéo e diferenciacao celular
(PEREIRA, 2015). No ser humano, o primeiro miRNA idententificado foi o let-7
em 2000 (PASQUINELLI et al., 2000) e atualmente mais de 2500 sequéncias
maduras foram caracterizadas no genoma humano (PEREIRA, 2015).

Em algumas espécies, o numero de genes de miRNAs correspondem de
1 a 2% do numero de genes codificadores de proteinas (BARTEL, 2009) e no
genoma eles representam diferentes classes de organizacao estrutural podendo
estar localizados no contexto das unidades de transcricdo ndo codificante ou
alojados dentro de genes que codificam para proteinas (PEREIRA, 2015). Em
células de mamiferos mais de 70% dos miRNAs estdo localizados dentro de
introns de genes codificadores de proteinas, regulados pelo promotor do gene
hospedeiro ou ainda sobrepondo-se ao gene codificador da proteina, pela
transcricdo na direcao antissenso, utilizando um promotor distinto (RODRIGUEZ

et al., 2004). Curiosamente muitos genes de miRNAs apresentam-se em arranjos
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policistronicos?!, onde varios miRNAs maduros s&o gerados (cluster de miRNAs)
(CHIANG et al., 2010), semelhante ao mecanismo de transcrigcdo do operon lac
em que os trés genes lacZ, lacY e LacA sao transcritos em um unico RNA
mensageiro (MRNA) (GRIFFITHS et al., 2013) . O catélogo do genoma humano
realizado pelo extensivo estudo do projeto ENCODE (Encyclopedia of DNA
Elementes, www.encodeproject.org) indica que aproximadamente 70% do

genoma humano apresenta sitios que geram transcritos codificadores e néo
codificadores de proteinas e que aproximadamente 6% desses segmentos
foram identificados como pequenos RNAs (DJEBALI et al., 2012).

Uma pequena populacdo de miRNAs pode ser direcionada para fora da
célula, esses sdo secretados envolvidos em vesiculas (microvesiculas ou
exossomos) ou ligados a proteinas Argonauta2, atuando nas células
circunvizinhas ou em células distantes via secrec¢ao na circulagdo (PEREIRA,
2015).

Em mamiferos, inclusive no homem, a repressédo da expressao génica
ocorre pelo pareamento imperfeito do miRNA com a 3’ UTR de seus mRNAs—
alvos, modulando os niveis proteicos (BARTEL, 2009). O controle pos-
transcricional de miRNAs em mamiferos ocorre predominantemente pela
desestabilizacdo do mRNAs-alvo (mais de 80%) e, em pequena proporcao
devido a repressao da traducdo (GUO et al., 2010a). Estima-se que mais da
metade de todos os mRNAs codificados no genoma humano sdo alvos de
mMiRNAs (FRIEDMAN et al., 2009).

A presenca de mMiIRNAs no sistema adiciona uma substancial
complexidade no controle das redes moleculares de uma grande variedade de
processos bioldgicos. O impacto de um miRNA na expressdo de um gene-alvo
correlaciona-se com a quantidade de moléculas de miRNAs maduros; os
hepatdcitos, por exemplo, apresentam altas concentracdes — 50 mil moléculas
de miR por célula (KRUTZFELDT et al., 2005).

. Grupo de miRNAs localizados dentro de introns que séo regulados a partir do
promotor do gene hospedeiro.
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3.1.2 Uma visao geral dos miRNAs na fisiologia humana

A compreensédo do papel de cada miRNA nos tecidos, considerando a
complexa rede de interagdo miRNA e mRNA, esta em seu inicio. Aspectos que
dificultam a andlise de fung¢éo de um determinado miRNA nas células ou tecidos
decorrem do fato de que a manipulacdo de um Unico miRNA pode néo ter um
efeito drastico por que existem “familias de miRNAs” cujos membros contém a
mesma sequéncia seed?, portanto esses membros podem se sobrepor
funcionalmente (BARTEL, 2009). E necessario levar em conta que grande parte
dos mRNAs possuem dois ou mais sitios de ligacao para diferentes miRNAs que
podem sinergizar ou antagonizar a expressao de mRNAs-alvo (PEREIRA, 2015).

Os miRNAs tém sido associados a varias vias metabdlicas, tais como
metabolismo do colesterol e da glicose, 0 miR-122, um miRNA figado-especifico
e altamente expresso (TANG et al., 2011), quando deletado em modelo animal
promove uma reducao do colesterol sérico e de triglicérides. Da mesma forma,
a utilizacao de antagomir (um miRNA antissenso inibidor) de miR-122 em ratos
levou a diminuicdo de colesterol (KRUTZFELDT et al., 2005). O efeito sobre o
colesterol no soro é devido, em parte, a uma reducao da expressdo de enzima
de biossintese do colesterol em hepatdcitos.

Muitas familiais de miRNAs atuam no metabolismo da glicose. O miR-
375 é altamente expresso nas células da ilhota pancreatica e controla
negativamente a secrecao de insulina em células beta (POY et al., 2004). O miR-
375 tem como alvo o mRNA de miotrofina (gene Mtpn) e inibe a expressao de
miotrofina, enzima citoplasmastica que induz a exocitose de granulos de insulina.
O miR-124 e let-7b, miRNAs altamente expressos nas ilhotas, atuam em
conjunto com o miR-375 no controle da expressdo de miotrofina, sendo um
exemplo da acdo convergente de varios miRNAS na expresséao de Unica proteina
(KREK et al., 2005). Os miRNAs da familia let-7 quando superexpressos em
animal transgénico, induzem a uma reducao a tolerancia a glicose, e quando se
inibe a biogénese de let-7 ha uma melhora na captacédo da glicose (ZHU et al.,

2011). Notavelmente nem sempre a desrupcdo de um gene de miRNA altamente

2 Sequéncia na regiao 5 do miRNA maduro crucial para o reconhecimento do
mRNA alvo.
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expresso nos tecidos adultos produz fendtipos deletérios na organogénese
(OLIVE et al., 2015).

Os sistemas bioldgicos usam uma variedade de mecanismos para
manter suas funcdes frente as perturbacdes ambientais e genéticas. Evidéncias
crescentes indicam que os miRNAs conferem robustez ao sistema bioldgico,
auxiliando na correcdo das flutuacdes do nimero de cépias transcritas (MRNAS)
por influéncias enddgenas ligadas a maquinaria de transcricdo ou a estimulos
externos (EBERT; SHARP, 2012). Até 0 momento a maioria dos estudos tem
focado na interacdo binaria de determinado miRNA e um Unico alvo para a
definicao de fenétipos, porém, ndo se pode ignorar que cada miRNA exerce sua
influéncia em multiplos genes alvos funcionalmente relacionados e que, em

conjunto, constituem uma rede de expressao génica (PEREIRA, 2015).

3.1.3 Tecido muscular cardiaco e esquelético

O desenvolvimento e a fisiologia dos tecidos muscular cardiaco e
esquelético sdo modulados pela regulacdo poés-transcricinal exercida pelos
MiRNAs (PEREIRA, 2015). Um paralelo que podemos utilizar € a embriogénese
em Drosophila melanogaster em que elementos regulatérios controlam
respostas distintas na expressao génica das células no zigoto (GRIFFITHS et al.
2013). Estudos recentes tém demonstrado a participacdo de miRNAs no
processo de miogénese, crescimento muscular, embrionario, funcdo cardiaca e
hipertrofia. Os musculos cardiacos esqueléticos apresentam expressao
enriquecida de determinados miRNAs denominados myomiRs, cuja expressao
esta sobre controle de fatores regulatorios miogénicos (do inglés MRF) como
Myod, Miogenia, Myf5, Mf2, MRF4 e SRF (RAO et al., 2006). Os myomiRs miR-
1 e miR-133 sdo expressos no coracao e no musculo esquelético. Enquanto o
miR-208a € expresso somente no coracdo, e miR-206 exclusivo do musculo
esquelético (VAN ROOIJ et al., 2007).

3.1.3.1 Musculatura cardiaca

Os miRNAs regulam o correto desenvolvimento e a correta funcdo do
coracao. Esse fato foi constatado por um estudo em que a delecédo do gene de
Dicer em camundongos geneticamente modificados resultou na cardiomiopatia

dilatada progressiva, faléncia cardidca e morte pés-natal, observando-se a perda
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da expresséo de proteinas contrateis e severo desarranjo sarcomérico (CHEN et
al., 2008a). Um estudo de sequenciamento em larga escala no coracédo adulto
de camundongos, mostrou que 20 miRNAs mais expressos correspondem a
mais de 90% de transcritos de miRNAs detectado neste tecido (RAO et al., 2009).
Dentre estes miRNAs destaca-se a alta expressao de miR-1, que corresponde a
40-45% dos transcritos de miRNAs (LAGOS-QUINTANA et al., 2002; RAO et al.,
20009).

MiR-1 é transcrito a partir de dois genes, miR-1-1 e miR-1-2, localizados
em cromossomos diferentes, cuja expressdo € influenciada pelos fatores de
transcricdo SRF, MyoD e Mef2 9 (ZHAO et al., 2005). O enriguecimento da
expressédo de miR-1 no coracdo adulto indica que esse miRNA atua de maneira
central na manutencdo da funcéo cardiaca. A desregulacdo na expressao de
miR-1 resulta em importantes defeitos no desenvolvimento e na funcéo
cardiovascular. De fato, camundongos com Knockout® para o gene de miR-1-2
apresentaram multiplos defeitos na funcdo cardiaca, como interferéncia na
morfogénese, resultando na letalidade de 50% até a amamentagao, além de
defeito na septacdo ventricular, disfuncdo ventricular, anormalidades na
conducéo elétrica e controle do ciclo celular (ZHAO et al., 2007). Além disso, o
aumento na expressdo de miR-1 no coracdo em desenvolvimento resulta na
proliferacdo defeituosa de miociotos ventriculares (ZHAO et al., 2005). Um dos
alvos validados de miR-1 € Hand2, um fator transcricional essencial para o
desenvolvimento cardiaco cuja expressao encontra-se aumentada em animais
com Knockout para miR-19 (ZHAO et al., 2007) e reduzida no coragcao de animais

com superexpressao desse miRNA (ZHAO et al., 2005).

3.1.3.2 Remodelamento cardiaco

O coracdao apresenta um crescimento hipertrofico em resposta a diversos
estimulos de estresse e hipotireoidismo, como resultado da modulagao os niveis
de proteinas contrateis da cadeia pesada de miosina (MHC) (genes MYH). Nesse
processo ocorre perda da expressao aMHC (codificado pelo gene MYHG6), a
principal isoforma de miosina expressa no coracdo adulto de roedores, e o

aumento da expressao de BMHC (codificado pelo gene MYH7). O miR-208a esta

3 Nocauteamento. Termo utilizado para indicar a inibicdo da expressdo de um
gene.
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localizado no intron 29 de MyH®6, sendo expresso em altos niveis no coracao
enquanto o miR-208b esta localizado no intron 31 de MyH7 (VAN ROOIJ et al.,
2007).

A disrupcdo do gene miR-208a em camundongos resulta em animais
viaveis, mas que apresentam perda continua da contratilidade cardiaca desde a
idade jovem até a avancada. Além disso, a hipertrofia induzida por estimulos
classicos, como o aumento da pressdo cardiaca e a ativacao da via calcineurina,
ndo ocorre nesses animais que também se tornam refratarios ao efeito do
hipotireoidismo sobre a expressao de 3-MHC (VAN ROOIJ et al., 2007). Por outro
lado, a expressao exdgena de miR-208a no coragédo induz a hipertrofia cardiaca
em camundongos (CALLIS et al., 2009). Esse efeito € atribuido a reducdo dos
niveis proteicos de Thrap 1, um componente do complexo receptor nuclear do
hormdnio tiroidiano que inibe a transcrigdo do gene de BMHC enquanto ativa o
gene de a-MHC (VAN ROOIJ et al., 2007). Cabe ressaltar também que o
nocauteameto de miR-208a leva a perda da expresséo de outro miRNA, o miR-
499, localizado no intron do gene Myh7b (VAN ROOIJ et al., 2009), e que
também influencia no remodelamento cardiaco. A reposicdo de miR-499 em
animais knockout para miR-208a é capaz de restaurar a resposta de BMHC e a
expressao de miR-208a em animais hipotiroidianos, indicando que miR-499 é um
mediador a jusante de miR-208a (PEREIRA, 2015).

Outro miRNA associado ao remodelamento cardiaco é o miR-195, que
encontrava-se aumentado durante o processo de hipertrofia cardiaca em
humanos, em camundongos o aumento deste miRNA in vitro resulta do
crescimento hipertréfico de cardiomiocitos, observado pela organizacdo da
actina no citoplasma. Este processo também é observado in vivo quando o miR-
195 é expresso especificamente no coracdo de camundongos e induz a
hipertrofia em animais com poucas semanas de vida, e que progride para
cardiomiopatia dilatada e faléncia cardiaca em animais jovens (VAN ROOIJ et
al., 2006).

3.1.3.3  Mdsculo esquelético

Assim como no coracdo, o tecido muscular esquelético apresenta
enriquecimento na expressao de diferentes myomiRs. A expressao conjunta de

miR-1, miR-133a, miR-133b e miR-206 corresponde a quase 25% de toda a
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expressdo de miRNAs no musculo esquelético (MCCARTHY, 2008). Dentre
esses MiRNAs, miR-206 apresenta expressao exclusiva no musculo esquelético
(KIM et al., 2006).

MiR-206 e miR-1 agrupam-se em uma mesma familia, uma vez que a
sequéncia de miR-206 apresenta 86% de identidade com a sequéncia de miR-1,
sendo a regido seed idéntica entre estes mMiRNAs. Apesar deste fato, a funcao
de miR-206 no musculo esquelético parece ser especifica, sendo que em
mioblastos este miRNA induz a diferenciacdo muscular esquelética através da
expressdo de miosina de cadeia pesada (MHC) do fator de miogenina e da
multinucleacgao celular (KIM et al., 2006).

Por sua vez o miR-1 encontra-se altamente expresso no tecido muscular
esquelético (ZHAO et al., 2005), sendo que seus dois genes de miR-1-1 e miR1-
2 encontram-se localizados em cluster com genes miR-133a-2 e miR-133a-1,
respectivamente (CHEN et al., 2006). Apesar da localizacdo gendmica em
cluster, miR-1 e miR-133 exercem papéis distintos nas células musculares
esqueléticas. Equanto miR-1 estimula a diferenciacdo muscular, miR-133 induz
a proliferacao celular (CHEN et al., 2006). A superexpressédo de miR-1 acelera a
miogénese observada através do aumento da miogenina e do MHC, e outros
marcadores como MyoD, MEF2 e a-actina esquelética em mioblastos, além de
reduzir a proliferacdo celular (CHEN et al., 2006). A expressao de miR-133 inibe
a expressao de miogenina e MHC enquanto promove a proliferacdo de
mioblastos (PEREIRA, 2015).

MiR-208b e miR-499 também sdo expressos no musculo esquelético,
influenciando a conversdo de miofibrilas rapidas em lentas no muasculo
esquelético ao regular a expressao de fatores que controlam a expressao de -
MHC, como Sox-6, Pur-g e Sp3 (VAN ROOIJ et al., 2009). Neste etudo o duplo
knockout de miR-208b e mIiR-499 resultou em animais que perderam
substancialmente miofibras do tipo |, observado no musculo soleo, além de
reducao na expressao de B-MHC. Por outro lado, a superexpressao de miR-499
no musculo esquelético rapido em camundongos causa a conversao das
miofibrilas rapidas em lentas no musculo s6leo em animais transgénicos (VAN
ROOIJ et al.,, 2009), o que se reflete em melhoramento de resisténcia
(endurance), uma vez que esses animais correm 50% mais que animais

selvagens quando desafiados em exercicio de esteira (PEREIRA, 2015).
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3.1.4 Desenvolvimento e plasticidade sinaptica

Os miRNas sdo encontrados de maneira particularmente abundante no
tecido nervoso e participam de diversas fun¢des regulatorias, abrangendo desde
o desenvolvimento neuronal até as regulacdes de sua fungéo (PEREIRA, 2015).
Até o momento, os resultados das pesquisas indicaram que a participacdo dos
miRNAs no desenvolvimento do cérebro néo € voltada para a decisédo do destino
celular das células progenitoras neurais em neurbnios, mas essencial para o
desenvolvimento apropriado e funcionamento adequado da célula nervosa
madura (DE PIETRI TONELLI et al., 2008).

A delecédo condicional de Dicer causa em embrides massiva hipotrofia
do cértex pds-natal, gerando fendtipos anormais nos neurdnios dopaminérgicos
do mesencéfalo (KIM et al.,, 2007) nas células de Purkinje do cerebelo
(SCHAEFER et al., 2007), neuronios do telencéfalo (MAKEYEYV et al., 2007),
neurdnios excitatorios do cortex e hipocampo (DAVIS et al., 2008) e nos
progenitores neurais olfatorios (CHOI et al., 2008), porém nenhum efeito foi
observado nas ceélulas neuroepiteliais adjacentes, além disso, observou-se a
morte de progenitores neurais indicando que os mMIRNAs participam do
desenvolvimento do sistema nervoso desde estagios bem precoces (PEREIRA,
2015).

MiR-124 é considerado um dos miRNAs especificos do sistema nervoso
central e apresenta funcdes bem conservadas no desenvolvimento neuronal de
espécies que abrangem Caermohabidits elegans a Homo sapiens
(KLOOSTERMAN et al., 2006). Esse miRNA é responsavel por suprimir a
expressao de transcritos relacionados a diferenciacéo neural (LIM et al., 2005),
tendo como alvo mais de cem transcritos diferentes. Dessa forma, células ndo
neurais expostas a miR-124 passam a emitir prolongamentos neurais conhecido
como neuritos (YU et al., 2008a).

MiR-124 também estimula a proliferacdo de percursores neurais, assim
como promove a diferenciacdo em neurénios. Os mecanismos moleculares pelos
guais o0 miR-124 atua envolvem: (i) interacdo com a proteina de unido de trato
de polipirimidina (PTBP1), uma proteina ligante ao mRNA que influencia o
processamento de pré-mRNA, assim como seu metabolismo e transporte
(MAKEYEV et al., 2007); (i) ligacado e inibicdo do Fator Silenciador Neural
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Restritivo (NRFS/REST), um gene que atua como repressor transcricional de
genes neurais (VISVANATHAN et al., 2007); (iii) regulacdo de ATPases que
atuam no complexo de fatores associados a Brg/Brm (BAF), responséaveis pelo
remodelamento da cromatina relacionada aos fatores especificos neurais (YOO
et al., 2009); (iv) superexpressdo de Sox9 um fator inibidor da neurogénese
(CHENG et al., 2009); (v) modulacdo da expressao de laminina (LAMC1) e
integrina 1 (ITGB1), proteinas responsaveis pela adeséo entre as células-tronco
neurais e a membrana basal (CAO et al., 2007).

Além de controlarem a diferenciagcéo neural, os miRNAs podem controlar
a excitabilidade de neurbnios adultos. O receptor de glutamato N-metil-D-
aspartato (NMDA) pode ser ativo, em partes, pelo aumento dos niveis de miR-
219 (KOCERHA et al., 2007). Em conjunto com miR-132, miR-219 também pode
alterar a responsividade neuronal ao potassio, ao glutamato e ao NMDA. Os
mecanismos envolvidos na excitabilidade neural onde miRNAs atuam também
incluem o controle dos receptores de neurotransmissores no local da sinapse.
Por exemplo miR-1 é responsavel por diminuir a expressao de receptores
nicotinicos e colinérgicos, alterando a sensibilidade neural a esses receptores
nas juncdes neuromusculares (SIMON et al., 2008).

Aléem dos miRNAs atuarem na regulacdo da morfologia neuronal
(WAYMAN et al.,, 2008), diversos miRNAs e componentes da maquinaria
molecular que participam da regulacdo mediada por eles incluindo Dicer elF2c
(Homélogo a Argonauta) Armitage, FRMP (FMR1), dentre outros, ja foram
observados nos locais de sinapses e de espiculas dendriticas (COUGOT et al.,
2008). Um dos primeiros a serem descritos nos locais de sinapses foi o miR-134,
responsavel pela repressdo do mRNA da quinase da Proteina Remodeladora de
Sinapse (LIMK1). O miR-138 também foi detectado em sinapses dendriticas e é
responsavel por inibir a enzima APT1, responsavel pela palmitoilacdo de
diversas proteinas da regido sinaptica (SIEGEL et al., 2009).

A participacdo dos miRNAs na regulacao sinaptica pode também levar a
modulacdo comportamental, a regulacdo da sintese proteica no local das
espiculas dendriticas € fundamental no processo de aprendizado, na memoria,
bem como nas alteracdes severas na cognicdo e comportamento, como
esquizofrenia, autismo, sindrome de Tourette e transtorno bipolar, que podem

estar relacionados a disfungfes sinépticas e regulacado por miRNAs (PEREIRA,
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2015). Por exemplo os transcritos de proteinas envolvidos na sindrome de
Tourette apresentam sitios de ligagdo para o miRNA hsa-miR-189 (ABELSON et
al., 2005).

3.1.5 ImplicacBes patolégicas de desregulacdo de miRNAs

3.15.1 MiRNAs nas doencas neurolégicas
3.1.4.1.1 Epilepsias

As epilepsias formam um grupo de doencas cronicas decorrentes de
alteracdoes das funcdes cerebrais associadas ou ndo a outras doencas do
sistema nervoso, atingindo cerca de 1,5% a 2% da populacéo geral (HAUSER et
al., 1996; BORGES et al.,, 2004), sendo considerda um problema de saude
publica segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS). A caracteristica
comum a todas as sindromes epilépticas é a ocorréncia de crises causadas por
descargas neuronais anormais, as quais ocorrem de forma passageira,
sincrdnica e desorganizada, levando a manifestacdes clinicas dependendo da
regiao ou regides afetadas do sistema nervoso central (SNC) (BEGHI, 2009).

Mckiernan et al. (2012) detectaram em espécimes saudaveis de
hipocampo humano a expressado de, aproximadamente, 200 miRNAs entre 380
analisados. Esses autores, ao trabalharem com espécimes de pacientes com
epilepsia do lobo temporal mesial (ELTM), observaram a diminuicdo de miRNAs
expressos. Desses 24% ndo foram encontrados no tecido epiléptico e 51%
apresentaram menor expressao quando comprados com o0s controles. Os
autores investigaram a possibilidade de falha na maquinaria de maturacédo dos
MiRNAs e constataram uma diminuicdo significativa da enzima Dicer,
responsavel pela formacao de miRNAs maduros. Diversos miRNAs apresentam
envolvimento nos mecanismos inflamatorios, sendo mir-146a o primeiro miRNA
associado a inflamacéo em estudos com epilepsia (ARONICA et al., 2010). Esse
miRNA regula a expressdo de receptores toll-like* e seu nivel elevado foi
detectado em hipocampos de ratos imaturos e adultos apés status epilepticus
em espécimes de hipocampo de criancas e adultos com epilepsia do lobo
temporal (ELT) (OMRAN et al., 2012). O aumento da expressao de mir-146a

esteve presente em neurdnios e astrécitos, indicando a especificidade de tipos

4 Receptores transmembrana.
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celulares que produzem esse mMiRNAs (IYER et al.,, 2012). Outro miRNA
associado a processos inflamatorios do SNC na ELT é o miR-155 que apresenta
aumento de expressdao no tecido hipocampal em criangcas com ELT e, além disso,
também foi encontrado diferencialmente expresso em ratos imaturos, sendo o
aumento da expressdo correlacionada ao aumento de TNF-alfa no tecido
nervoso (ASHHAB et al., 2013).

Um dos primeiros miRNAs encontrados diferencialmente expressos no
hipocampo de animais modelo para ELT foi o miR-132 (NUDELMAN et al., 2010),
sendo que a expressao desse miRNA estava aumentada no hipocampo de
camundongos oito horas apés a administracdo de pilocarpina (droga
convulsivante) (TURSKI et al., 1983). A expressdo de miR-132 em neur6nios é
induzida pela atividade elétrica, acdo de neurotrofinas e tem como funcédo a
regulacdo génica relacionada a plasticidade sinaptica (WAYMAN et al., 2008).
Estudos recentes com animais induzidos por pilocarpina, sensiveis e resistentes
a acao de drogas antiepilépticas encontraram alteracdo da expressao de quatro
tipos de miRNAs (miR-206, miR-374, miR-468, miR-142-5p). Essas observacoes
foram encontradas através da comparacdo do grupo de animais resistentes com

0 grupo controle e com o grupo sensivel (MOON et al., 2014).

3.1.4.1.2 Doenga de Alzheimer

A doenca de Alzheimer (DA) é um disturbio neurodegenerativo que
provoca a deterioracdo progressiva das funcdes cerebrais, como perda de
memoria, da linguagem, da razdo e da capacidade de cuidar de si mesmo
(MCKHANN et al., 1984). Acredita-se que mais de 5% da populacdo mundial,
com mais de 60 anos manifeste sintomas relacionados a doenca de Alzheimer
(FERRI et al., 2005). N&o se conhece a causa especifica desse distarbio, porém
existem algumas lesdes cerebrais caracteristicas, as duas principais sao: 1. as
placas senis decorrentes do depdésito de proteina beta-amieldide, obtida através
da clivagem da proteina precursora de amiloide (APP) pela enzima beta
secretase 1(BACEL), e 2. dos emaranhados neurofibrilares da hiperfosforilacéo
da proteina Tau (BRAAK; BRAAK, 1995; HARDY; SELKOE, 2002).

Estudos recentes relacionam a desregulacdo de miRNAs encontrados
em cérebros de pacientes com a progressao da doenca, destacando-se miR-29,
miR-9, miR-34, miR-107, miR-106, miR-146 e miR-181 (SCHONROCK; GOTZ,
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2012). Muitos deles tém sido associados a alteragdo da regulacdo de genes
chaves, o miR-107 parece ser o0 mais relevante nesse disturbio
neurodegenerativo, sua baixa expressao foi observada nos estagios iniciais da
doenca no lobo temporal e correlacionado com a alta expressao do gene
(BACE1) (WANG et al., 2008). Os mesmos autores confirmaram que o miR-107
diminuiu com o avanco da doenca e observaram que o aumento de BACE1l
ocasionou simultaneamente o excesso de deposicdo de beta-amildide e
aumento da densidade de placas neuriticas (WANG et al., 2008a). Do mesmo
modo, Long et al. (2014) observaram que a desregulacao de niveis de BACE1
pode ocorrer também em decorréncia de diminuicdo significativa dos niveis de
miR339-5p em amostras cerebrais de pacientes, quando comparadas com 0s
individuos controles pareados cuidadosamente pela idade. A familia do miR-29
também tem se mostrado presente em casos esporadicos de DA, pois esse
cluster tem sitios de ligacéo para o gene BACEL e sua perda é correlacionada a
alta expressao deste gene (ZONG et al., 2011).

Além desses miRNAs, o miR-9 é altamente conservado e expresso no
cérebro e foi encontrado desregulado na DA (SCHONROCK; GOTZ, 2012). Os
alvos desse miRNA incluem NFH, uma proteina encontrada em emaranhados
neurofibrilares e SIRT1, uma deacetilase que interage com a proteina TAU
(SAUNDERS et al., 2010). O miR-146a conhecido por seu papel regulador na
imunidade inata, foi encontrado hiperexpresso em hipocampo e cortex temporal
em pacientes sugerindo também uma relacao de via inflamatéria associada a DA
(SETHI; LUKIW, 2009).

Outro aspecto se refere a associacdo de miRNAs com DA em regides
especificas do cérebro. A baixa expressao de miR-132-3p foi reportada em trés
diferentes areas: hipocampo, cértex pré-frontal e temporal do cérebro de trés
coortes de pacientes e validadas por duas diferentes técnicas (sequenciamento
de nova geracao e hibridizacdo in situ). Foi observado, também, que com o
agravamento da doenca as células neuronais apresentaram menor expressao
desses miRNA e o aparecimento da forma hiperfosforilada da proteina TAU (LAU
et al., 2013). O diagndstico precoce e preciso é fundamental para as tentativas
de diminuir ou retardar a progresséo da doenca. Dada a dificuldade de métodos
de imagem que fornecam diagndsticos claros e decisivos, tem se buscado

marcadores de diagndstico e progndsticos menos evasivos e estaveis. Tan et al.
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(2014) apresentaram um perfil de miRNAs circulantes no soro que foram
validados em 158 pacientes com DA e 155 controles, s&o eles: miR-98-5p, miR-
885-5p, mMiR-483-3p, mMiR-342-3p, mMiR-191-5p e miR-let-7d-5p. Da mesma
maneira, mas em liquido cefalorraquidiano, foi demonstrado que os niveis de
miR-27a-3p em 35 pacientes com DA estavam reduzidos quando comparados
aos niveis de expressao de 37 individuos do grupo controle (SALA FRIGERIO et
al., 2013).

3.1.4.1.3 A doenga de Huntington

A doenca de Huntington (DH) é um distarbio degenerativo associado a
coreia, ou atetose, a perda da cognicdo e alteracdes psiquiatricas e € causada
por uma expansao de repeticbes do cédon CAG no gene que codifica a proteina
huntingtina (HTT) (MACDONALD, 1993). A DH também é caracterizada pela
perda progressiva de neurdnios no cortex e corpo estriado, estimando-se que a
prevaléncia seja de 2-5 em 100.000 habitantes (PRINGSHEIM et al., 2012). Em
modelos desse disturbio, miR-146-a, miR-125-b e miR-150 foram encontrados
hipoexpressos, enquanto miR-34-b foi encontrado com expressao aumentada na
presenca da proteina HTT mutante (SINHA et al., 2010). Também foi observado
gue a familia miR-200 estava alterada no cortex de camundongos mutantes de
HTT nas fases iniciais da doenca, isso poderia levar ao comprometimento de
genes envolvidos na plasticidade e sobrevivéncia neuronais (JIN et al., 2012).
Os componentes chave da biogenes de miRNAs foram associados a DH, Lee et
al. (2011) demonstraram a desregulacdo de Dicer, Drosha e Exportin-5 em
diferentes fases do curso da doenca em modelo animais. Zuccato et al. (2007)
observaram que 0 aumento da expressdo do gene REST (RELl-silecing
Transcripiton Factor) em neurbnios de pacientes, diferentemente do que foi
encontrado em neurdnios de pacientes saudaveis sugeriu que essa
desregulacéo pode ter uma repercussao no aumento da repressao do gene HTT

e ocasionar efeito negativo de sobrevivéncia desse grupo celular.
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3.1.5.2 MiRNAs e osTranstornos psiquiatricos

Os transtornos psiquiatricos ou mentais sdo geralmente caracterizados
por uma geracao de pensamentos, emoc¢des e comportamentos anormais.
Dados do Ministério da Saude relataram que 3% da populacdo brasileira tem
transtornos mentais graves e persistentes que incluem esquizofrenia, transtorno
afetivo bipolar, autismo e depressdao (ONOCKO-CAMPOS; FURTADO, 2006).
Resultados recentes dos estudos de associacdo baseados em genomas
completos indicam que a maioria dos casos de distirbios psiquiatricos foi
decorrente de centenas de milhares de variantes genéticas comuns atuando em
conjunto para produzir um fendtipo neropsiquiatrico e sugeriram que, tanto a
esquizofrenia quanto o transtorno bipolar, sdo poligénicos com milhares de
polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) comuns que contribuem para uma
grande porcentagem na doenca (PURCELL et al., 2009).

Embora esses disturbios possam ter um componente genético, a
variabilidade entre os pacientes tem dificultado a identificacdo dos principais
genes que participam do desenvolvimento desses transtornos (MILLER;
WAHLESTEDT, 2010), sugerindo a participacdo de moléculas reguladoras
adicionais ainda ndo conhecidas. Diante disso, a desregulacao da expressao dos
MiRNAs pode ter papel importante em alguns aspectos do desenvolvimento

neuroldgico dos transtornos psiquiatricos (PEREIRA, 2015).

3.1.5.2.1 Esquizofrenia

Segundo Pereira et al. (2015, p. 182), de acordo com o manual de
Diagndstico e Estatistica da Sociedade Norte-Americana de Psiquiatria (DSM-
IV), a esquizofrenia é uma doenca complexa caracterizada por uma
desintegracdo dos processos de pensamento e de capacidade de resposta
emocional, alguns sintomas da doenca sdo alucinacfes visuais e acusticas,
delirios paranoicos, disfungédo social e discurso e pensamento desorganizado,
sendo complexa e pouco compreendida.

Niveis anormais de alguns miRNAs foram detectados nos cérebros de
pacientes com Esquizofrenia em comparacdo com os cérebros de individuos
sem diagnéstico de distarbio psiquiatrico (PEREIRA, 2015). Perkins et al. (2007)
analisaram a expressédo de 254 miRNAs no cortex pré-frontal em 15 pacientes

esquizofrénicos ou esquizoafetivos e 21 amostras de individuos controles,
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identificando 16 miRNAs diferencialmente expressos, dos quais 15 estavam com
a expressao diminuida nos pacientes. Os miRNAs miR-26b, miR-30b, miR-29b
e miR-106b apresentaram maiores valores de alteracéo de expressédo. Variantes
raras nas sequéncias de pré-miRNAs (miR-18b, miR502 e miR-505) e de
mMiRNAs maduros (let-7f, miR188, miR-325, miR-509, miR-510 e miR-660) foram
encontrados em maior frequéncia em homens afetados por esse transtorno em
comparacao a individuos saudaveis (FENG et al., 2009).

Hansen et al. (2007) utilizaram uma amostra composta por 1476
individuos saudaveis e 840 pacientes com esquizofrenia para 18 SNPs,
encontrando dois SNPs (rs17578796 e rs1700) nos miR-206 e miR-198,

respectivamente, que mostraram uma associagao significativa com a doenca.

3.1.5.2.2 Transtorno Afetivo Bipolar

O Transtorno Afetivo Bipolar (TAB) & um disturbio psiquiatrico grave e
incapacitante, com uma prevaléncia na populacdo mundial de 1,5% (HILTY et
al., 1999). E caracterizado por episodios de mania ou hipomanias, intercalados
com periodos de depressao e de eutimia (BARNETTE; SMOLLER, 2009 apud
PEREIRA, 2015). As analises de miRNAs diferencialmente expressas entre
individuos saudaveis e pacientes com o transtorno revelaram uma reducéo
significativa na expressdo de miR-132 no cortex pré-frontal desses pacientes
(MILLER; WAHLESTED, 2010). Além disso, foi observado que a administracao
de cloreto de litio e valproato, estabilizadores do humor utilizados para tratar
TAB, alteram a expressao dos miRNAs: let-7b, let-7c, miR-128a, miR-24a, miR-
30c, miR34a, miR-221 e miR-14. Os alvos identificados desses mMiRNAs
desregulados dao indicios de que eles podem estar envolvidos na neurogénese.
Estes resultados, em conjunto, indicaram que a expressao de miRNAs e de seus

genes-alvos é afetada por drogas psicoativas (ZHOU et al., 2008).

3.1.5.2.3 Autismo

Grupo de disturbios caracterizado por um espectro de prejuizos
gualitativos na interacdo social, associados com diferentes graus de déficits na
comunicacdo, comportamentos repetitivos e interesses restritos (DSM-1V apud
PEREIRA, 2015). Estima-se que 1% a 2% da populacdo seja acometida por

alguma forma de autismo (KIM et al., 2011). A causa desse grupo de disturbios
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permanece desconhecida, mas em pelo menos 20% dos casos, uma causa
genética foi identificada (DELORME et al., 2013). A desregulagéo do padréo da
expressdo de miRNAs em individuos com essa sindrome foi verificada
primeiramente por Abu-Elneel et al. (2008), que relataram diferencas na
expressao de 28 miRNAs em tecidos cerebelares de 13 pacientes com autismo
e 13 individuos controle, pareados com relacdo a idade, ao sexo e ao hemisfério
cerebelar estudado. Sarachana et al. (2010) foram capazes de identificar genes
gue sao suscetiveis de serem regulados por miRNAs no autismo, validando dois
genes-alvo de miRNAs ID3 e PLK2, que estdo envolvidos no ciclo circadiano

bem como com a modulagéo sinaptica.

3.1.6 MiRNAs nas doencas cardiovasculares

Doencas cardiovasculares, inclusive a complicacdo mais severa, 0
infarto do miocardio, tem se tornado a principal causa de morte no mundo
(MUSUNURU; KATHIRESAN, 2010). Mais de 80% das mortes subitas no mundo
sé@o causadas por aterosclerose coronaria, e as outras 20% sao causadas por
outras doencas cardiacas, inclusive cardiomiopatias, doenca congénita do
coracao, hipertrofia cardiaca, doenca da valvula aorta e outros disturbios
cardiacos (MUSUNURU; KATHIRESAN, 2010).

Estudos indicaram que miRNAs sdo altamente expressos no sistema
vascular e sdo moduladores criticos para a diferenciacdo, contracdo, migracéo e
apoptose das células vasculares, sendo que a desregulacdo da expressao
desses miRNAs pode causar doencas dos vasos (QIN; ZHANG, 2011). Ja se
conhece o miRNA especifico que regula células endoteliais e a angiogénese:
miR-126 (SMALL; OLSON, 2011), cuja funcédo é regular a angiogénese e a
neoangiogénese apods infarto do miocardio (WANG; OLSON, 2009 apud
PEREIRA, 2015).

Através da clonagem direta (LAGOS-QUINTANA et al.,, 2002) e do
estudo do perfil de microarranjos (VAN ROOIJ et al., 2006), varios miRNAs que
sa0 expressos no coracao ja foram identificados. Em particular, miR-1 e miR-133
sdo altamente expressos no coragao e na musculatura esquelética, sendo assim,
o seu papel no desenvolvimento do tecido cardiaco foram, e continuam sendo, o

foco de estudos diversos. O miR-1 é um miRNA altamente conservado entre
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espécies e o mais abundante no coracao adulto representando 24% dos miRNAs
presentes nesse 6rgao (LI et al., 2010).

A hipertrofia cardiaca se refere a uma extensa remodelagem do coragéo
em repostas a varios estimulos bioquimicos e patolégicos. Devido ao
alargamento dos miocitos e ao aumento da fibroina, ocorre o aumento da
espessura das paredes do ventriculo, levando a insuficiéncia cardiaca e a morte
subita (KEHAT; MOLKENTIN, 2010). Estudos demonstraram que genes da fase
fetal do desenvolvimento cardiaco sdo reativos durante a hipertrofia cardiaca
(ABRAHAN et al., 2002), aos quais tem sido associada a hiporegulacao de miR-
26b e do fator de transcricdo GATA4 (HAN et al., 2012). Trabalhos recentes
indicam o papel critico do miR-22 no desenvolvimento da hipertrofia e na
remodelagem cardiaca em resposta ao estresse (HUANG et al., 2013).

Outra doenca cardiaca que esta relacionada com miRNAs € a miocardite
viral (MCV), condicdo que causa destruicdo irreversivel dos midcitos e
insuficiéncia cardiaca, esses sintomas sao conhecidos por serem o resultado das
respostas imunoldgicas agudas as viroses cardiotroficas (PEREIRA, 2015).
Durante a miocardite viral o nivel de expressdo miR-1 é extremamente
aumentado, correlacionando-se com a diminuicdo dos niveis de proteinas
conexina-43 no coracdo com MCV (XU et al., 2012). Somando-se ao miR-1
outros miRNAs, como miR-155, miR-146b e miR-21 apresentam-se induzidos
durante a miocardite viral aguda, o miR-155 ja foi anormalmente localizado em
infiltracbes por macrofagos e em linfécitos T. A inibicdo do miR-155, através da
utilizacdo de LNAantagomirs, atenua a infiltracdo cardiaca dos macrofagos,
diminui a ativacdo dos linfocitos T e reduz o dano no miocardio na miocardite
viral aguda (CORSTEN et al., 2012).

3.1.7 Diagnostico e progndstico baseados em miRNAs
3.1.7.1 Neoplasias
O padréo de expressdo de miRNAs é uma assinatura em potencial da
classificacdo, diagndstico e predicdo sobre a progressdo do cancer
(DUTTAGUPTA et al., 2011), sendo utilizado para esta finalidade, ndo apenas

somente amostras de bidpsias dos tumores como também dos fluidos biolégicos,
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como soro, plasma, urina, escarro e outros, propiciando investigacdes
minimamente invasivas.

O primeiro estudo que associou a desregulacdo de miRNAs em doencas
humanas foi publicado em 2002 por Calin e colaboradores, descrevendo a
delecdo ou regulacéo negativa de miR-15a e miR-16-1 na Leucemia Linfocitica
Cronica (LLC) (CALIN et al., 2002). Depois desses relatos, a atividade dos
MiRNAsS como supresores tumorais e oncogenes foi demonstrada em diversos
tumores (KASINSKI; SLACK, 2011).

Devido a participacdo dos miRNAs na regulacdo de grande parte dos
genes codificadores de proteinas, também participam da regulacdo de quase
todos os processos biolégicos das células (FRIEDMAN et al., 2009) e, portanto,
estdo envolvidos com a patogeneses das doencas humanas (MENDELL;
OLSON, 2012). A expressao de grupos de miRNAs pode caracterizar
determinadas doencas e, também, os seus diferentes estagios e subtipos,
consequentemente a expressao e funcdo de miRNAs podem ser uUteis para o
diagnastico e o prognostico das mais diversas patologias (GARZON et al., 2010),
além de serem considerados promissores alvos terapéuticos (PEREIRA et al.,
2013).

Apesar da grande evolucao das técnicas de imagem para diagnosticos e
acompanhamento de doencas neoplasicas, a analise de tecido tumoral por meio
da bidpsia ainda € muito utilizada, isso ocorre devido ao numero de
biomarcadores confiaveis no fluidos biolégicos ainda ser baixo para que este seja
usado com mais frequéncia em diagnosticos na pratica clinica (PEREIRA, 2015).
Neste sentido, os miIRNAs sédo extremamente promissores, pois estado presentes
de forma estavel nos fluidos biolégicos como saliva, plasma, suor e urina
(MADHAVAN et al., 2013). A grande estabilidade dos miRNAs nesses fluidos é
devido, em parte, ao fato deles serem carreados dentro de vesiculas chamadas
exossomos, que sdo formadas dentro das células e, posteriormente, liberadas
ao fundirem-se com a membrana plamatica. O fato importante € que as células
tumorais parecem ser fonte priméaria dos exossomos e, portanto, dos miRNAs
circulantes nestes pacientes (SHEN et al., 2013). Dessa maneira, 0s miRNAs
encontrados em exossomos em fluidos biologicos refletem indiretamente o
ambiente tumoral, ja que provém de células tumorais e que séo liberadas pelas

vesiculas para a comunicagdo com as demais células tumorais, com o estroma
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ou ainda para a sinalizacdo de forma sistémica (PEREIRA, 2015). Outras
explicagdes para a existéncia de miRNAS em fluidos incluem o rompimento das
células em situacdes patolégicas e a subsequente liberacdo de miRNAs no
fluido, além disso, j& foram descritos miRNAs circulantes ligados a proteinas
como Argonauta e Nucleofosmina (SHEN et al., 2013).

3.1.7.1.1 Neoplasias hematoldgicas
Os miRNAs tém um papel importante na hematopoese, pois regulam

praticamente todos os estagios de diferenciacdo das células sanguineas
(PEREIRA, 2015), consequentemente, a expressao aberrante de miRNAs
também estd associada a diversas neoplasias hematoldgicas (VASILATOU et
al., 2010).

3.1.7.1.1.1 Leucemia Linfocitica Crénica
A Leucemia Linfocitica Crbnica € uma doenca clonal de células B

maduras acumuladas na medula 6ssea, baco, sangue periférico e linfonodos
(SALEH et al., 2016).

O primeiro cluster de miRNA utilizado para diagndstico e progndéstico de
leucemia foi 0 miR-15-a/miR-16-1, inicialmente associado a Leucemia Linfocitica
Croénica (LLC) e posteriormente a outras neoplasias hematologicas e tumores
sélidos (PEREIRA, 2015). Esse grupo de miRNAs possui atividade supressora
tumoral e a expressao de sua forma madura pode desaparecer ou diminuir
devido: (i) a delecao da regido 13q14.3, onde estao localizados, (ii) a mutacdes
de ponto na regido 3’ do percursor do miR-16 ou (iii) a delecéo do cluster miR-
15a/miR-16-1 (KASINSKI; SLACK, 2011). Foi demonstrado a correlacéo inversa
entre a expressao desses miRNAs e a expressdo do gene da proteina Bcl-2,
resultando na diminuicdo de apoptose de células tumorais levando a uma maior
agressividade da LLC (CIMMINO et al.,, 2005). O cluster miR-15a/miR-16
correlaciona-se com outros fatores progndéstiscos em LLC, como a expressao
alta ou baixa de ZAP70 (70-kD zeta-associated protein) e casos com 0 gene da
regido variavel da cadeia pesada de imoglobulina (IgVH) ndo mutada ou mutada
gue indicam prognostico agressivo e indolente, respectivamente. Essa
correlacdo posicionou o cluster miR-15a/miR-16 como marcador de progndstico

em LLC na qual sua menor expressao representou um melhor progndstico
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(CALIN et al.,, 2005). Mais recentemente foi descrita uma rede maior de
regulacdo em LLC na qual o supressor tumoral TP53 também foi alvo do cluster
miR-15a/miR-16 e regulou outros MiRNAs relacionados com o progndéstico de
LLC: miR-34a, miR-34b, miR-34c (FABBRI et al., 2011).

A expresséo elevada do oncogene Tcll (T cell leukemia/lynphoma 1)
esta associada a forma agressiva da LLC inclusive em status de IgvVH e ZAP70
(PEREIRA, 2015), ocorrendo uma correlagdo inversa entre a expressao de Tcll
e de miR-29 e miR-181b (HERLING et al., 2006). A menor expresséo de miR-
150 esta associada com marcadores de mau prognéstico, com maior expressao
de ZAP-70 e status ndo mutado de IgVH (MRAZ et al., 2014). Outro miRNA de
importancia em LLC é o miR-223, uma vez que foi verificado a associagédo de
sua menor expressao com a agressividade e pior prognostico de LLC (PEREIRA,
2015). No mesmo estudo foi também determinado que HSP90 (heat shock
protein 90) é um alvo destes miRNA e sua alta expressao também é associada
com o pior prognostico o que demonstra a importancia dessa via de regulacao
na LLC (RODRIGUEZ-VICENTE et al., 2015).

Um miRNA também estudado na LLC € o miR-155, sendo que individuos
com LLC tém elevados niveis de expressao desse miRNA em células B que
progridem de um estado normal para linfocitose monoclonal de células B, além
disso, no mesmo estudo, foi demonstrado que o miR-155 pode ser usado como
fator preditivo de resposta ao tratamento, uma vez que niveis plasmaticos
significativamente menores desse miRNA foram encontrados em pacientes que
desenvolveram resposta completa ao tratamento (FERRAJOLI et al., 2013).

Além do miR-155, outros miRNAs circulantes foram descritos no
diagnostico e acompanhamento da LLC: miR-195, miR-29a e miR-222 sédo
capazes de diferenciar pacientes com LLC de controles (PEREIRA, 2015).
Também foi descrita uma assinatura de seis miRNAs (miR-29a, miR-483-5p,
miR-195, miR-185, miR-135a e miR-15a) com 0S quais se conseguiu separar
pacientes com expressao positiva e negativa de ZAP70, apesar de nao ser capaz
de realizar essa mesma segregacao para status IgvVH (MOUSSAY et al., 2011).
Estudo realizado por Saleh et al. (2016) demostrou que a expressao aberrante
de miRNA desempenha um papel relevante na patogénese de LLC: na andlise
de 17 amostras de linfonodos e sangue periférico de pacientes com LLC foi

identificado o aumento da expressdo de um painel de miRNAs em linfonodos
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com LLC. Além disso foi demonstrado que Ibrutinibe (farmaco atualmente
utilizado para o tratamento de LLC) regula negativamente a expressao de um
subgrupo de miRNAs relacionados a ativagédo de células B, levando ao aumento
da expressao de alvos miRNA incluindo supressores de tumor e uma reducao na
proliferacao celular (SALEH et al., 2016).

3.1.7.1.1.2 Mieloma Mudiltiplo
O Mieloma Mudiltiplo é uma doenca hematoldgica maligna caracterizada

por proliferagdo anormal de células malignas do plasma na medula 0ssea
(WANG et al., 2019).

A primeira implicagdo da expressao de miRNA desregulado em Mieloma
Multiplo (MM) foi relatada por Loffler et al. em 2007 (CARACCIOLO et al., 2018),
onde foi demonstrado que a transcricdo de miR-21 estd sob controle de
interleucina 6 (IL-6) através de um mecanismo envolvendo STAT3 (do inglés:
signal transducers and activators of transcription), e que a expresséao ectépica de
miR-21 torna as células MM independentes do estimulo de crescimento de IL-6
(CARACCIOLO et al., 2018).

Assinaturas de miRNAs associadas com diferentes anormalidades
citogenéticas e estagios clinicos da doenca ja foram descritas (PEREIRA, 2015).
O miR-21 e o cluster miR-17-92 sédo oncogénicos no MM levando a maior
sobrevivéncia celular e menor apoptose (WONG et al., 2012). Ja miR-15a e miR-
16-1 sdo miRNAs que agem como supressores tumorais em MM, estimulamdo
apoptose e suprimindo a via NF-kB (um complexo proteico que atua como fator
de transcricdo) que promove a proliferacdo e a sobrevivéncia de células em MM
(ROCCARO et al.,, 2009). Porém, had um relato cotraditério que aponta a
superexpressao do cluster miR-15a/miR-16-1 como fator de mau prognostico em
MM (GAO et al., 2012). O miR-181a, o miR-181b, o cluster oncogénico miR-
106b-25 e 0 miR-32 estdo regulados positivamente em MM e interagem com o
gene PCAF, codificador de uma histina acetiltransferase que regula a expressao
de p53 (proteina que atua na supressao tumoral) nessa doenca (LIONETTI et
al., 2012). Foi estabelecido que a expressdo aumentada de trés miRNAs € capaz
de agrupar pacientes com MM de acordo com a classificacdo do TC (referente a

translocacéo existente e expressao de ciclina D1): miR-99b, Let-7 e miR-125a-
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5p (LIONETTI et al., 2012). Outra pesquisa relatou o aumento da expresséo de
miR125b em amostras de plasmas de 35 pacientes com MM em comparacéo
com outas 20 amostras de controles saudaveis, foi demonstrado, ainda, que a
expressdo de um inibidor de miR-125b em células MM em um modelo de
camundongo xenoenxertado suprimiu o crescimento do tumor (JIANG et al.,
2018b).

Foi verificado que a superexpressdo exogena do miR-29b inibiu a
proliferacdo, mas induziu a parada do ciclo celular e a apoptose do MM. O
FOXP1> foi identificado como um gene alvo direto para o0 miR-29b e a
restauracdo da antiproliferacéo induzida por miR-29b e pro-apoptose em linhas
de células MM de FOXP1, efeitos inibitérios do miR-29b sobre o crescimento de
tumores MM foram validados em camundongos (WANG et al., 2018).

Andlises através de microarranjos desvendou a expresséo diferencial de
miRNAs em subgrupos citogenéticos, seu envolvimento na biologia do tumor e
sua efichcia em modelos prognésticos. Pequenos perfis de expressdo de
microarranjos de RNA-seq e miRNA GeneChip® foram obtidos em um painel
representativo de 30 tumores primarios de MM, totalmente caracterizado por
aberracdes gendmicas e mutacdes (AGNELLI et al., 2019).

Uma pesquisa realizada por Jia et al. (2018), concluiu que o miR-26b-5p
atuaram como um supressor tumoral através da supressao da proliferacéo
celular, induzindo a apoptose de células diretamente direcionadas ao JAG16 no
MM.

Estudos in vitro detectaram que o miR-19a estd superexpresso nas
células do mieloma. A proliferacdo e a invasdo de células de mieloma sao
analisadas por ensaios de matrigel MTT e BD (ensaios colorimétricos),
respectivamente. Sendo o miR-19a constatado como um oncogene em MM,
promovendo a proliferacdo, a invaséao e a inibicdo da apoptose celular (ZHANG
et al., 2016).

5 FOXP1 é o gene responsavel pela sintese da proteina Forkhead box protein P,
necessaria para desenvovimento do cérebro, coracdo e pulmdo em mamiferos.
6 JAG é uma das cinco proteinas da superficie celular que interagem com 4

receptores na via de sinalizagcdo de Notch em mamiferos.
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3.1.7.1.1.3 Leucemias pediatricas agudas
Nas leucemias pediatricas agudas, como a Leucemia Mieloide Aguda

(LMA) e a Leucemia Linfocitica Aguda (LLA) do tipo B, a expressao de alguns
mMiRNAs nos blastos leucémicos esta associada com a resposta clinica e pode
ser usada como fator preditivo de recaida (COCCO; AIROLDI, 2011).

Schotte et al. (2011) definiram um grupo de miRNAs que determina uma
reposta clinica desfavoravel, de forma independente do subtipo de LLA: miR-33,
miR-215, miR-369-5p, miR-496, miR518, e miR-599. Por outro lado, miR-10a,
miR-134, miR-214, miR-484, miR-572, miR-580, miR-624 e miR-627 sao fatores
preditivos de boa resposta clinica. Em relacdo a anormalidades citogenéticas e
as respostas clinicas foi descrito que a regulacdo negativa do Let-7b é restrita
em LLA-B.

Um estudo sobre a expressao do miR-143 e do miR-182 na LLA infantil
avaliou sua significancia clinica em pacientes que receberam o protocolo Berlin
— Frankfurt — Minster (BFM). Amostras de medula 0ssea de 125 pacientes com
LLA na infancia apos o diagnéstico e o final da inducéo (Eol; dia 33), bem como
de 64 criancas controle saudaveis submetidas a extracdo de RNA,
poliadenilacéo e transcricdo reversa. Os niveis de expressao dos miRNAs foram
guantificados por analise de gPCR, as avaliacdes citogenética, imuno-histotipica
e doenca residual minima (DRM) dos pacientes foi realizada de acordo com as
diretrizes internacionais. Os niveis de miR-143/ miR-182 em medula 0ssea foram
significativamente diminuidos em pacientes com LLA na infancia no momento do
diagnostico e aumentaram em mais de 90% dos pacientes no Eol. A analise de
sobrevida dos pacientes destacou que as criangas que superexpressam miR-
143 e miR-182 no Eol apresentaram risco significativamente maior de recaida de
curto prazo (PIATOPOULOU et al., 2018).

Resultados sugeriram que um baixo nivel de miR-652-3p pode estar
envolvido na patogénese da LLA pediatrica. A superexpressao do miR-652-3p
pode suprimir as células da leucemia linfoblastica, promovendo a apoptose e
aumentando a sensibilidade aos medicamentos quimioterapicos (JIANG et al.,
2018a). De forma mais ampla, o0 miR-7 e miR-216 foram associados a mau
prognostico e miR-150, miR-191, miR-312, miR-486 e miR-487 foram associados
a um prognastico favoravel em LLAs pediatricas (DE OLIVEIRA et al., 2012).

Foram descritas também associagbes entre miR-146a, miR-181a, e miR-181c
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com menor sobrevida e de miR-221 com maior sobrevida em pacientes com LLA
(OHYASHIKI et al., 2010). Em um trabalho realizado por Ghodousi e Rahgozar
(2018) revelaram um novo papel diagnéstico para o miR-326 e o fo miR-200c
como potenciais biomarcadores da LLA pediatrica, a regulagdo negativa do miR-
326 foi introduzida, pela primeira vez, como um fator progndéstico para resisténcia
a drogas na LLA infantil, sendo o transportador ABCA2 proposto como um gene
alvo para o miR-326, através do qual ele pode exercer seu impacto sobre a
resisténcia a drogas. Esses dados podem fornecer abordagens inéditas para
novas terapias e diagnésticos (GHODOUSI; RAHGOZAR, 2018).

A expresséo do miR-192 no soro foi associada ao bom desempenho para
rastrear individuos pediatricos com leucemia mieloide aguda (LMA) a partir de
controles normais. Além disso, 0 miR-192 sérico foi identificado como um
indicador prognostico independente tanto para a sobrevida global quanto para a
sobrevida livre de eventos, sendo que a baixa expressao de miR-192 no soro
contribuiu significativamente para o mau prognoéstico em toda a coorte de
pacientes com LMA (TIAN et al., 2018).

Em outro estudo com 60 criancas sendo 30 com LLA e 30 criancas
saudaveis, pareadas por idade e sexo como grupo controle, a expressao de MiR-
181a mostrou uma diminui¢do altamente significativa, com aumento e diminuicéo
significativos dos niveis de proteina Smad7 e TGF-B1, respectivamente, em
amostras de soro de LLA em comparacdo com o grupo controle. Evidenciando
gue miR-181a pode atuar como um supressor tumoral na LLA pediatrica com
superexpressao do seu par alvo, Smad7 que regula a sinalizacdo de TGF-31
através de um loop de feedback negativo e medeia a interacéo entre o TGF-31
e outras vias de sinalizacao; sugerindo que a superexpressdo de Smad7 pode
ter potencial terapéutico em LLA (NABHAN et al., 2017).

A analise da expressao de miR-128 e let-7b em amostras de medula
0ssea feitas com 56 pacientes com LLA demonstraram alta expressdo de miR-
128 e nenhuma alteragéo para os niveis de let-7b, tais resultados sugeriram que
a determinacéao do nivel de expressédo do miR-128 pode fornecer uma ferramenta
para confirmacdo do diagnostico de LLA na infancia, acompanhamento para
resposta do tratamento e um possivel preditor de recidiva precoce (SHAFIK et
al., 2018).
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3.1.7.1.2 Linfomas
Os linfomas constituem um grupo heterogéneo de doencas neopléasicas

gue se originam de células do sistema imunoldgico, a grande maioria tem origem
nas células B e uma minoria, em células T. Tradicionalmente s&@o divididos em
linfomas de Hodgkin (LH) e linfomas n&o-Hodgkin (LNH), que correspondem
respectivamente a 20% e 80% dos casos (COLLEONI et al., 2009).

Em linfomas, o padrdo de expressao do miR-155 é muito importante para
diferenciar o linfoma de Burkitt (LB), no qual a expressédo de miR-155 é ausente
do Linfoma Difuso de Grandes Células B (LDGCB), no qual miR-155 esta
expresso (DI LISIO et al., 2012). A perda da expressao de miR-155 correlaciona-
se com a presenca da translocacdo MYC-IGH, tipica de LB. Neste, a expressao
de MYC encontra-se desregulada como consequéncias, translocagdes entre o
MYC (8g24) e genes das imunoglobuinas. O MYC regula a expressao e varios
mMiRNAS, que por sua vez agem coordenadamente para controlar a expressao
de MYC. Assim o LB é caracterizado pelo descontrole dessa alca de regulacao
do qual participam let-7a, let-7e, let-7f, miR-34b, miR-98, miR-331, miR363, além
do cluster miR-17-92, que esta expresso no LB e é alvo transcricional de MYC
(DI LISIO et al., 2012).

O cluster miR-17-92 também foi capaz de diferenciar o LDGCB de
células B germinativas (LDGCB-CBG) do linfoma folicular de alto grau (LF grau
3) (FASSINA et al.,, 2012). Malumbres et al. (2009) definiram um grupo de
MIRNAS que podem ser utilizados para diferenciar tipos e LDGCB com
prognosticos distintos, o LDGCB-CBG do LDGCB de células B ativas (LDGCB-
CBA). Dentre esses miRNAs, a alta expressdo de miR-22 associou-se com 0
subtipo CBA e, também, com a menor sobrevida total e a sobrevida sem
progressdo (MALUMBRES et al., 2009).

No linfoma de células do manto (LCM), pacientes com menor expressao
e miR-29 apresentaram menor sobrevida, sendo esse um parametro comparavel
ao indice de Prognostico Internacional do LCM. Ja a perda de miR-20b, esteve
associado ao prognéstico favoravel (DI LISIO et al., 2012). Quanto aos miRNAs
circulantes, miR-12, miR-155, miR-210 estdo mais expressos em pacientes com
linfoma difuso de células B grandes em relacdo aos controles saudaveis
(LAWRIE et al., 2008). O miR-221 plasmatico foi capaz de diferenciar pacientes

de controles em um estudo, além de correlacionar-se a sobrevida no linfoma
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extranodal de células T e natural killers’ (GUO et al., 2010a). Em estudo recente
foi sugerido que miR-506 atua como um supressor de tumor e desempenha um
papel significativo na inibicdo da proliferacdo e metstase de linfoma de células
do manto (LCM) humanas pela supresséo de B7-H3. Experimentos de resgate
sugeriram que a restauracdo da expressao de B7-H3 em células LCM reverteu
a inibicdo da proliferacdo e a invaséo induzida pela superexpressao de miRNA-
506 (ZHU et al., 2018).

Pesquisadores da cidade de Harbin (China) analisaram o liquido
cefalorraquidiano (LCR) de pacientes com linfoma primario do sistema nervoso
central (LPSNC), glioblastoma (pré e p6s quimioterapia) e controles saudaveis,
sendo revelado, por meio de reacdo de cadeia da polimerase transcricao
guantitativa reversa, que o nivel plasmatico de expressdo de miRNA-21 teve um
valor diagnostico notavel na distincdo entre LPSNC e glioblastoma, outro tumor
neurologico comum. Além disso, os niveis de expressao de miRNA-21 no plasma
correlacionaram-se positivamente com os do LCR. Portanto, miRNA-21 no
plasma pode ser usado como um novo biomarcador diagnéstico para distinguir
pacientes com LPSNC daqueles com glioblastoma, enquanto o miRNA-21 no
LCR pode ter potencial aplicacdo como um preditor do efeito quimioterapéutico
na LPSNC (YANG et al., 2019).

Tem sido demonstrado, em varios estudos gendmicos recentes, que a
molécula de sinalizacdo STAT3, jusante da sinalizacdo de citocina, é
constitutivamente ativada em células neoplasicas do linfoma cutaneo de células
T (LCCT) (NIELSEN etal., 1997; SOMMER et al., 2004; ZHANG et al., 1996 apud
KOHNKEN; MISHRA, 2019). O miR-21 demonstrou ser um alvo direto de STATS3,
de modo que a sinalizacdo através da cadeia G comum resulta na ativacao de
STATS3 e na regulacéo positiva do miR-21. Importante para a consideracao do
miR-21 como um potencial alvo terapéutico em LCCT foram os dados mostrando
aberrante superexpressdo de miR-21 no estroma da pele de pacientes com
LCCT (LINDAHL et al., 2016 apud KOHKEN; MISHRA, 2019). Estudos
realizados por Takashima e colaboradores (2019) analisando 847 miRNAs
expressos em 27 amostras de LPSNC, observaram que 16 miRNAs foram

expressos em 27 amostras de LPSNC em uma frequéncia de 48%. Sua

! Grupo celular citotoxico importante na resposta a células tumorais e infec¢des
virais.
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importancia variavel foi medida pelo modelo de floresta aleatéria (um algoritimo
computacional) revelando que miR-192, miR-486, miR-28, miR-52, miR-181b,
miR-194, miR-197, miR-93, miR-708 e let-7g tiveram efeitos positivos, ja miR-
29b-2*, miR-126 e miR-182 tendo efeitos negativos; e miR-18a*, miR-425 e miR-
30d como neutros. Os 16 miRNAs foram enriquecidos por termos de ontologia
génica incluindo angiogénese, migracao e proliferacdo celular e apoptose, além
de vias de sinalizacao incluindo TGF-B / SMAD, Notch, TNF e MAPKinase. Os
seus genes alvo incluiram genes relacionados com BCL2 (familia de genes
codificadores de proteinas em mamiferos), oncogene HMGA2 e marcador de
células estaminais de cancro LIN28B. Estes resultados indicam que esta
assinatura miRNA ¢é util para prognostico em LPSNC e poderia auxiliar na
compreensao das vias-alvo para terapias (TAKASHIMA et al., 2019).

3.1.7.1.3 Tumores solidos

3.1.7.1.3.1 Cancer de prostata
O cancer de prostata (CP) foi o primeiro tipo de cancer utilizado para

estabelecer os miRNAs circulantes como biomarcadores sanguineos (PEREIRA,
2015). Foi identificado e validado um painel de cinco miRNAs com expressao
diferencial em pacientes com cancer de prostata em relacdo a pacientes com
Hiperplasia Prostatica benigna (HPB). Trés desses mIiRNAs foram
hipoexpressos (let-7e, let-7c, miR-30c) e dois estavam hiperexpressos (miR-622
e miR-1285) nos pacientes com cancer (CHEN et al., 2012). O miR-141
plasmatico foi capaz de permitir diagndstico de cancer de préstata com uma
sensibilidade de 60% e uma especificidade de 100% e, juntamente com miR-
375, apresentou correlacdo com o score de Gleason (MITCHELL et al., 2008;
BRASE et al., 2011). O miR-141plasmatico também conseguiu predizer a
resposta clinica com 78,9% de sensibilidade (GONZALES et al., 2011).

O mir-375 diferenciou pacientes com metastase e correlaconou-se com
o status dos linfonodos (BRASE et al., 2011). A avaliacdo do nivel plasmatico do
miR-26a teve a capaciadade de discriminar entre cancer e hiperplasia benigna
da préstata com 89% de sensibilidade e 56% de especificidade (PEREIRA,
2015). Ja os miRNAs miR-21 e miR-221 estavam mais expressos em pacientes

com cancer de prostata em comparacdo com individuos saudaveis (YAMAN-
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AGAOGLU et al., 2011) e o miR-221 parece ter sido elevado em pacientes com
tumores dependentes de androgenos (ZHENG et al., 2011a).

A citocina pleiotrépica Interleucina-24 (IL-24) demonstrou matar
especificamente células de cancer de préstata em comparacdo com células
normais quando superexpressadas em estudos in vitro e in vivo. A analise gRT-
PCR mostrou que a superexpressao de miR-4719 e miR-6756-5p diminuiu
significativamente a expressao de IL-24 em células em CP em comparagdo com
o0 controle negativo. Constatou-se, portanto, que miR-4719 e miR-6756-5p
podem regular a progressdo de células cancerosas em CP através do
direcionamento da expressdo de IL-24, podendo ser utlizados como
biomarcadores para a doenca e que estratégias para inibir a expresséo de miR-
4719 e miR-6756-5p para aumentar a expressdo de IL-24 no CP podem ter
eficacia na terapéutica para essa patologia (DAS et al., 2019).

Estudos com o0 miR-1 em células de cancer de prostata realizados por
Gao e colaboradores (2019a) obtiveram resultados que demonstraram que miR-
1 poderia inibir a viabilidade e proliferacdo de células CP, visando as vias de
sinalizacdo c-Met / Akt / mTOR, sendo este, portanto, um potencial candidato
para aplicacéo no tratamento de CP.

Foi evidenciado em analises que a supresséo da expressao de miR-500
inibiu significativamente a proliferacdo de células PC-3 e LnCap (linhagem de
células cancerosas em CP) e foi negativamente regulado com a proteina 1B
(LRP1B), relacionada ao receptor de lipoproteina de baixa densidade. O
aumento da parada do ciclo celular no estagio G1 e a diminuicdo da expressao
proteica de ciclinaD1 e CDK2 foram observadas em resposta ao silenciamento
miR-500 em células PC-3 e LnCap, em combinag¢do com a superexpressao de
LRP1B. O LRP1B foi identificado como alvo do miR-500 e diminuiu
significativamente nos tecidos do CP. Em conjunto, estes resultados
demonstraram que o miR-500 desempenha um papel importante na proliferacéo
de células CP através da inibicdo da expressao de LRP1B (ZHANG et al., 2019).

Estudos realizados sobre miR-582-3p e miR-582-5p por Huang e
colaboradores (2019), demonstraram que a regulacdo positiva desses miRNAs
inibiram a invaséo e a capacidade de migracéo das células CP in vitro, bem como

metastase 0ssea reprimida in vivo.
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3.1.7.1.3.2 Cancer colorretal
No cancer de colorretal (CCR) foram relatados 170 diferentes miRNAs

regulados positivamente em amostras tumorais de CCR (PEREIRA, 2015). A
regulacao positiva de miR-21 foi demonstrada em quinze estudos, a de miR-31,
miR-135b, e miR-183 em 11, 9 e 8 estudos, respectivamente, e a regulagéo
negativa de miR-145 foi demonstrada em quinze estudos, de miR-143 em 9
estudos e de miR-1, miR-195 e miR-378, em seis trabalhos cada (MAZEH et al.,
2013). Um estudo associou a expresséo de miR-21, miR-31, miR-143 e miR-145
em amostras de tumor e margem com caracteristicas clinicas, demonstrando-se
gue a expressao de miR-21 aumenta de forma consistente e significante de
acordo com o estagio do CCR, em casos de linfonodos positivos de pacientes
com doenca disseminada (PEREIRA, 2015). O miR-31, cuja regulagdo positiva
ja havia sido associada com o estagio clinico, ndo foi associado nesse estudo,
porém foi descrita a correlacéo positiva entre a expressédo de miR-31 com o grau
de diferenciacéo do tumor (SLABY et al., 2007). Em outro estudo, os niveis de
miR-21 e miR-135b correlacionaram-se positivamente com o estagio do CCR, ao
passo que miR-96 e miR-135b correlacionaram-se com a metastase hepatica
(XU et al., 2012).

Outros estudos também investigaram os niveis plasmaticos e séricos de
MiRNAs nos CCR e encontraram correlacdo com a expressdo dos miRNAs
nesses fluidos e nos tecidos tumorais (PEREIRA, 2015). O miR-21 conseguiu
diferenciar pacientes com CCR de individuos saudaveis com alta especificidade
e 90% de sensibilidade (KANAAN et al., 2012). Os miRNAs miR-601 e miR-760
estavam significativamente menos expressos no plasma de pacientes com CCR
em relacdo a individuos saudaveis e foram validados em uma coorte de 191
pacientes e controles (WANG et al., 2012b). Dois miRNAs do cluster miR-17-92
(miR-12-3p e miR-92a) se apresentaram em niveis elevados no plasma de
pacientes com CCR e podem discriminar pacientes e individuos saudaveis com
89% de sensibilidade e 70% de especificidade (PEREIRA, 2015). Quanto ao
prognostico a expressao alta de miR-21 no tecido tumoral esteve associada a
um mau prognostico em CCR (OKAYAMA et al., 2012). Dos trés miRNAs mais
comumente relatados como superexpressos no CCR (miR-21, miR-221, miR-
222) apenas o0s niveis de miR-221 foram considerados suficientemente altos

para utilizacdo como biomarcador (PU et al., 2010). Além disso este estudo
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demonstrou que a expressdo de miR-21correlaciona-se com o progndstico de
CCR (PU et al., 2010), sendo que as maiores expressdes deste miRNA estiveram
associadas a estagios avancados da doenca (FENG et al., 2011).

A regulagao positiva de miR-141 no plasma de pacientes com CCR
esteve associada com metastase e teve correlagdo com os niveis de Antigenos
Carcionoembrinarios (CEA) e com o mau progndstico (CHENG et al., 2011). A
menor expressao de miR-195 foi um fator independente de predicdo de maior
sobrevida e esse miRNA estava mais expresso em pacientes com metastase nos
linfonodos em estagios avancados da doenca (WANG et al., 2012). O miR-125b
foi um fator independente de predicdo de tamanho de tumor, invasédo e mau
prognéstico (NISHIDA et al., 2011).

A expressao de miRNAs também foi analisada em amostras de fezes de
pacientes com CCR e foi identificada a maior expresséo do cluster miR-17-92,
miR-21 e miR-135 em relag&o aos individuos saudaveis, com sensibilidade de
74% e especificidade de 79% em uma coorte de 206 pacientes e controles
(KOGA et al, 2010). A superexpressdo do miR-144* conseguiu detectar
pacientes com CCR com sensibilidade e especificidade de 74% e 87%,
respectivamente (KALIMUTHO et al., 2011). A superexpressdo do miR-21 e do
miR-92a nas fezes e no tecido tumoral foi confirmada e diminuiu
significativamente ap0s a remocao cirurgica dos tumores (WU et al., 2011).

Alcantara e Garcia (2019) concluiram que o miR-92a apresentou um
papel oncogénico em CCR, mediada em parte, pela sua regulacdo negativa das
funcdes supressoras do tumor de Merlin (uma proteina supressora de tumor). De
maneira geral, segundo os pesquisadores, os resultados confirmaram Merlin
como alvo do miR-92a, expandindo sua funcéo de miRNA oncogénico em cancer
de células colorretal. O miR-32, um miRNA intrénico localizado no intron 14 do
gene da proteina 245 transmembrana (TMEM245), também foi relatado em
estudos como tendo carater oncogénico em CCR (WU et al., 2019b).

Em andlises realizadas por He e colaboradores (2019) foi demonstrado
miR-3191 como oncogene promovendo a metastase de células CCR através da
represséo translacional do TGFBR2, verificou-se que este pode servir como um

novo alvo para a previsao e a terapia de CCR.
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3.1.7.1.3.3 Cancer de pulmao
Alguns miRNAs podem ser utilizados para discriminar pacientes

saudaveis daqueles com diferentes tipos de cancer de pulmdo. A baixa
expressao de let-7 foi observada repetidamente em amostras tumorais de
pulmao, comparada com amostra de pulmdes saudaveis (KUMAR et al., 2008).
Este procedimento pode ser realizado de forma n&o invasiva por meio da
expressao de alguns miRNAs no escarro, tais como miR-210, miR-708, miR-205,
miR-21, miR-486, miR-375 e miR200b (YU et al., 2010). Além deste, entre 0s
métodos minimamente invasivos de diagnéstico e acompanhamento, tais como
0s niveis séricos e plasmaticos, ja foram utilizados com sucesso na identificacao
de pacientes com cancer de pulméo de células ndo pequenas (CPCNP) os niveis
plasméticos de miR-21, miR-210, miR-486-5p, miR-126, miR-25 e miR-223
(SHEN et al., 2013). Mir-155 e let-7 foram associados a menor sobrevida e ao
mau prognostico, respectivamente (YANAIHARA et al., 2006). Ja a baixa
expressdo de miR-128b correlacionou-se com a resposta terapéutica ao
Receptor do Fator de Crescimento Epidérmico (EGFR), aléem deste outros cinco
MiRNAs (let-7, miR-221, miR-137, miR-372 e miR-182) ja foram usados para
determinar o risco e a recaida neste tipo de cancer (YU et al., 2008b).

A maior expressdo de miR-221 e miR-222 correlacionou-se com formas
mais agressivas da CPCNP (GAROFALO et al.,, 2009). Aléem de miR-21 ser
elevado no soro de pacientes com CPCNP em relacéo a individuos saudaveis, a
sua maior expressao serica correlacionou-se com a formacdo de metastase e
com a menor sobrevida (WANG et al, 2011). O miR-21 foi também
frequentemente associado com metastase de linfonodos, cancer avancado com
monitoramento pos-operatorio (LI et al., 2012). Os miRNAs circulantes miR-25 e
miR-223 foram considerados marcadores de diagndstico promissores para
CPCNP (CHEN et al., 2008b). Os niveis séricos dos miRNAs miR-1, miR-30d,
miR-486, e miR-499 correlacionaram-se com a sobrevida de CPCNP, pacientes
gue tenham dois ou mais desses miRNAs hiperexpressos no soro apresentaram
menor sobrevida do que pacientes que apresentaram apenas um ou nenhum
desses miRNAs (HU et al., 2010b).

Exames em 91 amostras de tecidos com cancer de pulméo de células
nao pequenas contrastados com os dados de 88 tecidos normais na base de

dados Gene Expression Omnibus (GEO) permitiu a observacdo da
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superexpressao de 21 miRNAs e a repressao de outros 281. Os resultados mais
significantes foram em relacdo ao miRNA-520c-3p que demonstrou regulacao
negativa em CPCNP, sugerindo que este miRNA pode funcionar como supressor
tumoral neste tipo de cancer (LI et al., 2019a). Estudos com hsa-miR661-3p
demonstraram que este miRNA foi regulado negativamente em células nao
pequenas de cancer de pulméo enquanto a expressédo da enzima conjugadora
de ubiquitina E2 C (UbcH10) foi aumentada, hsa-miR-661-3p inibe a expressao
do UbcH10 interagindo com o 3'UTR do mRNA UbcH10. O experimento in vivo
realizado pelos mesmos pesquisadores, revelou que em 4 semanas
consecutivas a expressdo de hsa-mi-661-3p diminuiu significativamente o
volume do tumor. No entanto, a superexpressao do UbcH10 poderia reverter
significativamente a inibicdo causada pela deficiéncia de hsa-miR-661-3p (LU et
al., 2019).

Pesquisadores poloneses em um estudo com soro sanguineo de 50
pacientes com adenocarcinoma pulmonar (AP) observaram uma regulacéo
negativa dos miRNAs miR-21-5p, miR-30a5p e miR-126-3p e regulacao positiva
de miR-210-3p e miR-486-5p em relacdo a 29 controles saudaveis, sendo que o
nivel de miR-210-3p no soro apresentou uma precisdo consideravel na
discriminacao de pacientes com adenocarcinoma pulmonar dagueles saudaveis,
demonstrando uma possivel utilidade desses miRNAs como uma alternativa nao
invasiva para diagnéstico de AP (SWITLIK et al., 2019). O miR-186-5p foi
relatado como sendo superexpresso em vinte amostras de pacientes com
adenocarcinoma pulmonar em comparacao com tecidos pulmonares adjacentes
ao tumor, neste mesmo estudo foi observado que miR-186-5p desempenha um
papel importante na metastase de células de adenocarcinoma pulmonar,
aumentando a capacidade de migracdo das células cancerosas (FENG et al.,
2019).

Andlises da expressdo de miR-944 em 25 pacientes nas linhagens
celulares de cancro de pulmdo A549, H1299, SK-Lu-1 e PC-9, apresentaram
uma diminuicdo significativa em relacdo ao grupo controle (saudavel) e em
comparacao com células pulmonares normais de 16HBE, respectivamente. A
expressdo de miR-944 foi significativamente aumentada apds o tratamento com

0 mMiR-944 mimetizador nas células A549 e H1299. Observou-se também que o
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crescimento celular foi atenuado em células miméticas de miRNA-944, em
comparacao com as células miR-Negative control (MIR-NC) (AN et al., 2019).

Foi observada uma correlagdo inversa entre o estado de mutagéo do K-
Ras e os niveis de miR-199b em linhas celulares de CNPCP. A inibicdo deste
miRNA estimulou o crescimento e a metastase do CNPCP, enquanto a
restauracdo do mesmo suprimiu a tumorigénese do pulméo causada pela
mutacéo K-Ras, bem como o crescimento e a metastase do CNPCP mutado pelo
K-Ras. O miR-199b inativou as vias ERK e Akt, tendo como alvo K-Ras, KSR2,
PIK3R1, Aktl e Rhebl. Além disso, foi identificado que K-Ras mutante inibiu a
expressao de miR-199b aumentando a metilacdo do promotor miR-199b (JIN et
al., 2019).

Em um experimento seis ratos foram injetados com células A549
infectadas com LV-NC (lentivirus negative control), outros seis camundongos
foram injetados com células A549 infectadas com LV-anti-miR-135a-5p, sendo
observado que o LV-anti-miR-135a-5p inibiu grandemente o miR-135a-5p e
aumentou a expressao de LOXL4, reprimindo de maneira significativa a

progresséao do cancer de pulméo (ZHANG et al., 2019).

3.1.7.1.3.4 Cancer de mama
Atualmente ndo existem marcadores circulantes para a deteccéo

precoce do cancer de mama que estejam em uso na rotina clinica, mas existem
diversos estudos nesse ambito (PEREIRA, 2015). Os miRNAs miR-30a e miR-
155 circulantes foram considerados melhores marcadores de carcinoma de
mama metastatico do que o0s marcadores sanguineos gerais, antigeno
carcinoembrionario (ACE) e antigeno carboidrato (AC) (SUN et al., 2012). O nivel
sérico do miR-155 foi elevado em tumores primarios de mama em relacdo a
individuos normais (PEREIRA, 2015), j4 o miR-10b e miR-34a, além do proprio
miR-155, foram elevados no soro de pacientes com metastase (ROTH et al.,
2010).

O alto nivel sérico de miR-195b conseguiu discriminar individuos
saudaveis de pacientes com cancer de mama com sensibilidade de 88% e
especificidade de 91% (HENEGHAN et al., 2010), o mesmo ocorreu com 0 miR-
21 e o miR-29a (HU et al., 2012). A expressao baixa de miR-30 correlacionou-se

com tumores negativos para o receptor de estrogeno e de progesterona
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(PEREIRA, 2015). Altos niveis de miR-213 e miR-203 correlacionaram-se com
tumores avangados, o miR-10b e o miR-21 estiveram associados com o grau do
tumor, invasdo vascular e potencial metastatico (IORIO et al., 2008). As
progestinas e a heregulina sdo importantes na etiologia do cancer de mama, do
reconhecimento papel critico da progesterona e dos fatores de crescimento da
via do EGF/Erbb (Epidermal Growth Factor) na tumorigénese da glandula
mamaria, tanto a progestina quanto o ligante heregulina regularam
negativamente miR-16, por meio da sua acdo via Stat-3 e c-Myc, agindo,
portanto, na inibicdo da acao supressora tumoral do miR-16 (RIVAS et al., 2012).

O miR-145 foi um fator importante de progndstico no cancer de mama,
pois tem como alvo o receptor alfa do estr6geno, além de exercer funcéo proé-
apoptoética depende de p53 (SPIZZO et al., 2009). Foi descrita uma alta
expressdo de miR-195 no sangue de pacientes com cancer de mama que nao
foi detectada em pacientes com outros tipos de cancer ou em individuos
saudaveis, demonstrando sua utilidade no diagndstico de cancer de mama
(HENEGHAN et al.,, 2010). Os niveis circulantes de miR-125b estiveram
associados com a resisténcia a quimioterapia (WANG et al., 2012a), sendo este,
por muito tempo, considerado um supressor tumoral do cancer de mama devido
a sua baixa expressao no tecido tumoral. No entanto, evidéncias recentes
sugeriram que a alta expressdo nao esta somente associada a resisténcia a
guimioterapia, mas também com a quantidade de células tronco tumorais e com
a metastase do cancer de mama (WANG et al., 2013). Para miR-205 foi descrita
sua menor expressao em tumores de mama metastatico e, portanto, esse miRNA
pode ter correlacdo negativa com a metastase (GREENE et al., 2010).

A expressao reduzida do miR-4417 esteve significativamente associada
ao pior progndéstico em pacientes com Cancer de Mama Triplo Negativo (CMTN),
enquanto a superexpressao de miR-4417 foi suficiente para inibir a formacao de
migracdo e mamosfera de células CMTN in vitro. Para determinar se o miR-4417
poderia suprimir fenétipos malignos em CMTN, os pesquisadores transfectaram
células MIlIl com miR-4417 mimico e observaram que o potencial migratério das
células foi significativamente diminuido. Também sob condi¢cbes sem soro, apds
a transfeccdo de miR-4417 como esperado, as células CMTN superexpressando

miR-4417 exibiram deficiéncia em crescer como mamosferas, que sdo formadas
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por células iniciadoras de tumor, indicando que o miR-4417 foi o supressor em
tumor de CMTN (WONG et al., 2019).

A analise funcional de miR-122 revelou que esse teve um papel como
supressor tumoral nas células parentais, diminuindo a sobrevida e promovendo
a radiossensibilidade. No entanto, em células radiorresistentes, o miR-122
funciona como analogo ao promover a sobrevivéncia. Esses dados indicaram
gue a supra-regulacdo do miR-122 promoveu a sobrevivéncia celular na
radiorresisténcia adquirida de células de cancer de mama, e sugeriu que o0 miR-
122 controla diferencialmente a resposta a radioterapia por uma dupla funcédo
como supressor tumoral e como oncogene dependente do fendtipo celular
(PEREZ-ANORVE et al., 2019).

InvestigacBes recentes mostraram papéis supressores de tumor para
mMiR-16 e miR-34a. Linhagens de células de cancer de mama humano MDA-MB-
231 e SK-BR-3 foram cultivadas e transfectadas duas vezes com hsamiR-16-5p
e hsa-miR-34a-5p mimetizadas individualmente ou em combinacdo. As células
foram analisadas quanto a taxa de apoptose e indices de ciclo celular por
citometria de fluxo, em ambas as linhas celulares, o0 miR-16 e o miR-34a
induziram apoptose e parada do ciclo celular, além de suprimirem a invaséo e a
migracao. Alguns desses os efeitos, como a parada do ciclo celular e a inducéo
de apoptose, foram significativamente maiores quando se utilizaram os dois
microRNAs do que quando usados individualmente para transfeccéo das células.
Esses resultados indicam que miR-16 e miR-34a podem colaborar na supressao
do tumor de mama (HAGHI et al., 2019). O miR-4458 foi notavelmente reduzido
em tecidos e células de cancer de mama, ao usar os imitadores miR-4458, a
proliferacdo, a migracdo e a invasdo de células foram suprimidas pela
superexpressao deste miRNA, sendo aumentadas pela reducdo do miR-4458
(WU et al., 2019a).

3.1.7.1.3.5 Céancer gastrico
Os miRNAs miR-106 e miR-17 encontraram-se significativamente

elevados no plasma de pacientes com cancer gastrico (CG) em relacdo a
controles saudaveis, podendo, deste modo, serem Uteis como biomarcadores
desse tipo de cancer (ZHOU et al., 2010). A expressao sérica de trés miRNAs
(miR-221, miR-376, miR-744) foi capaz de diferenciar individuos com CG de
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individuos saudaveis com 82,4% de sensibilidade e 58,8% de especificidade,
sendo capazes de identificar esse cancer até cinco anos antes do diagndstico
clinico (SONG et al.,, 2012). O miR-221 esteve superexpresso nos tumores
gastricos em comparacdao a tecido normal adjacente, sendo sua maior expressao
associada com a progresséo tumoral e com mau prognadstico (LIU et al., 2012).

O miR-21 foi um fator independente de mau progndéstico nos tumores
gastricos, sendo que sua alta concentracao plasmatica esteve associada a um
pior progndstico e a uma menor sobrevida (KOMATSU et al., 2013). A menor
expressdo de miR-451 esteve associada a sobrevida geral e livre de doencas
(BRENNER et al., 2011). O aumento dos niveis de miR-199a-3p foi relatado no
CG, sendo este um possivel biomarcador para a detec¢ao precoce desse tipo de
cancer (LI et al., 2013). Os miRNAs miR-451 e miR-486 também foram validados
como biomarcadores, pois seus niveis foram elevados em pacientes com CG
antes da remocéao cirurgica do tumor, observando-se uma queda pos-cirargica
destes niveis (KONISHI et al., 2012). Os niveis plasmaticos de miR-106b, miR-
20a e miR-221 foram elevados em pacientes com CG em relacdo aos controles,
apresentando potencial para uso como biomarcadores para a deteccao precoce
de CG (CAl et al., 2013). A maior expressao de miR-21 e miR-223 e a menor
expressdo do miR-218 foi capaz de diferenciar pacientes com CG de individuos
saudaveis, além disso, a expressdao de miR-223 correlacionou-se
especificamente com a infec¢cado por Helicobacter pylori, um importante agente
etioldgico para CG (LI et al., 2012). O nivel de expressédo de miR-196a foi maior
no tecido tumoral gastrico primario em relacdo a tecido normal adjacente,
também a sua expressdo encontrava-se elevada em soro de pacientes e
associou-se com o estagio da doenca e com a recaida (TSAIl et al., 2011), o que
também pode indicar seu uso como biomarcador. No entanto, existe muita
variacdo nos estudos relacionados com expressdao de mMiRNAs no CG,
possivelmente devido a heterogeneidade desse tipo de tumor (LEJA et al., 2012),
0 que pode significar a utilizacdo de um conjunto de biomarcadores.

Pesquisas atuais demonstraram que o miR-577 foi significativamente
regulado em cancer gastrico (CG), sua expressao esteve positivamente
correlacionada com o status de metastase em CG e com 0 mau prognostico do

paciente. Ensaios funcionais demonstram que este miRNA promoveu metastase



46

e quimiorresisténcia pela inducdo da Transi¢do epitélio-mesenquimal (TEM) e
propriedades semelhantes (LUO et al., 2019).

Estudos realizados por Youngsheng e Ce (2019) evidenciaram que o
miR-1179 foi regulado negativamente de maneira expressiva em tecidos de
cancer gastrico e linhas celulares, sendo a diminuicdo de sua expressao
notavelmente correlacionada com o aumento do tamanho do tumor, estagio
tumoral mais avangado e metastase linfonodal do cancer gastrico.

Anadlises de amostras de soro de 120 pacientes com cancer gastrico e
102 individuos saudaveis foram utilizadas na avaliacdo dos niveis de expressao
de miR-17, miR-25 e miR-133b por reacdo em cadeia da polimerase quantitativa
em tempo real. Os resultados demonstraram que nos pacientes com cancer
gastrico o nivel de expressdo de miR-17 e miR-25 estava significativamente
aumentado em comparagdo com O grupo controle, enquanto o nivel de
expressao do miR-133b foi significativamente diminuido nos grupos de pacientes
em comparagcado com 0s casos de controle. Estes resultados sugerem que miR-
17, miR-25 e miR-133b podem ser introduzidos como potenciais candidatos
diagndsticos para a deteccdo em pacientes com cancer gastrico na fase inicial
(ZIASARABI et al., 2019).

A avaliacdo dos niveis séricos, por meio de PCR em tempo real, foi
realizada para miR-204, miR-182 em 75 pacientes, 40 deles apresentavam
Ulcera gastrica (UG) causada por Helicobacter pylori e 35 com cancer gastrico
(CG). A expressao de miR-204 e miR-182 foi significativamente aumentada (12,5
e 2,6 vezes, respectivamente) em amostras de UG, comparados com aqueles de
niveis de controle saudaveis. Os niveis elevados desses miRNAs foram
significativamente diminuidos nas amostras de CG em comparac¢do com UG e a
diminuicdo foi avaliada em 2,2 vezes para o miR-204 e 1,8 vezes para 0 miR-
182. Em termos de acuracia diagnostica, ambos os mMiRNAs avaliados
demonstraram especificidade (60%), sensibilidade (72,7%) e acuracia
diagnostica (68,8%) (MOHUMED et al., 2019).

Deng e colaboradores (2019a) constataram que a expressado do miR-206
foi significativamente diminuida em CG, seus niveis apresentaram associacao
negativa com metastase linfonodal e invasdo tumoral, e pacientes com maior
expressdo de miR-206 tiveram melhor prognéstico. Estudos funcionais

demonstraram que a superexpressao de miR-206 suprimiu significativamente a
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proliferacdo, a migracao e a invasao de células CG, e induziu a apoptose in vitro.
O ensaio do gene repérter de luciferase demonstrou que o miR-206 pode ligar-
se diretamente ao 3'UTR do gene MUC18 inibindo a sintese de mucina, sendo
gue sua superexpressdo pode estar frequentemente associada a casos de
cancer de variados tipos (DENG et al., 2019a).

3.1.7.1.3.6 Céncer cervical
Um perfil comum de expressdo de miRNAs em cancer cervical,

caracterizado por maior expresséo de miR-21 e miR-155 e menor expresséo de
miR-126, miR-145, miR-424 e miR-450, foi relatado por trés estudos
independentes, como revisado por Zheng e Wang (2011b). Os miRNAs miR-143
e miR145 estiveram regulados negativamente no cancer cervical em relagdo ao
tecido cervical saudavel (PEREIRA et al., 2010) e foram igualmente modulados
negativamente em todas as linhagens de cancer cervical, incluindo as linhagens
de HPV negativa, indicando que a sua funcdo na tumorigénese cervical &
independente da infeccédo pelo HPV (TORRES et al., 2010).

Chen e colaboradores (2013) sugeriram que um perfil de seis miRNAs
(miR-1246, miR-20a, miR-2392, miR-3147, miR-3162-5p e miR-4484) podem ser
promissores como biomarcadores preditivos de metastase de linfonodos do
cancer cervical de células escamosas (CHEN et al., 2013).

A maior expressao de miR-127 no estagio inicial de carcinomas cervicais
de células escamosas invasivos foi um marcador de metastase em linfonodos
(LEE et al.,, 2008). Ja a maior expressao de miR-146a ocorreu em cancer
cervical, mas ndo nas lesdes pré-malignas induzidas por HPV (WANG et al.,
2008b). A expresséo de miR-200a foi capaz de predizer a sobrevida no cancer
cervical e estudos funcionais sugeriram que a expressao desse miRNA afeta o
potencial metastatico de células tumorais cervicais (HU et al., 2010a).

Estudos realizados com miR-641 evidenciaram que este teve a sua
expressdo diminuida em tecidos de cancer cervical de maneira significativa,

sendo que sua regulacéo positiva inibiu a proliferacdo celular, induziu apoptose

8 MUC1 - gene responsavel pela sintese de mucina, uma glicoproteina que
reveste a superficie apical das células epiteliais no estdbmago, intestino, pulmdes e
outros érgaos, defendendo o organismo de infec¢@o por patégenos.
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e reduziu a metastase no cancer cervical. A andlise previu ZEB1° como um novo
gene alvo do miR-641. O miR-641 diminuiu a expressdo de ZEB1 em células
cancerigenas do colo do utero, visando diretamente a regido n&o traduzida de 3',
0 que indicou que este mIRNA tem um papel como supressor tumoral no
desenvolvimento de céancer de colo do Utero, sendo este um alvo terapéutico
para o tratamento de pacientes com esta doenca (YAO et al., 2018).

Outro miRNA estudado, o miR-665 foi regulado negativamente em
tecidos CC e linhas celulares, o que esteve negativamente correlacionado com
o tamanho do tumor, metastases a distancia, estagio avancado de tumor, nddulo,
metastase (TNM) e mau prognostico. Funcionalmente, miR-665 inibiu a
proliferacdo celular, a migracéo, a invasao e a resisténcia da cisplatina (agente
antineoplasico) para células CC, bem como o crescimento do tumor (CAO et al.,
2018).

A andlise da expressdo de miR-10b constatou que esse miRNA foi
regulado negativamente nos tecidos CC com relacdo a tecidos normais, sua
menor expressao foi associada a tumores maiores, invasdo vascular e
positividade para HPV tipo 16. A expressdo de miR-10b diminuiu em HelLa
(positivo para HPV18) e células SiHa (HPV16-positivas) em comparacédo com C-
33A (negativo para HPV), mas aumentaram apo0s tratamento com 5-Aza-CdR
(medicamento utilizado em sindromes mielodisplasicas). Funcionalmente, a
superexpressao de miR-10b em HelLa e SiHa suprimiu a proliferacéo celular, a
migracao e a invasao, e induziu a apoptose (YU et al., 2018).

Andlises sobre o0 miR-543 evidenciaram que este promoveu a apoptose
celular e bloqueou a progresséao do ciclo celular em células CC ensaio de dupla
coloracdo com Anexina-V FITC / Pl, demonstrando que a expressao ectopica de
miR-543 promoveu notavelmente as proporcdes apoptoticas e a supressao da
expressdo do miR-543 aliviou substancialmente as taxas apoptoticas nas células
Hela e SiHa em comparac¢ao com grupos controles (LIU et al., 2019).

A andlise funcional da inibicdo do miR-20a demonstrou uma reducéo da
proliferacdo, aumento da apoptose e diminuicdo da atividade autofagica em

células CC, sendo a trombospondina 2 (THBS2) um alvo deste miRNA. Além

K ZEB1 - Zinc Finger E-Box Binding Homeobox 1 — é o gene responsavel pela
expressao de uma proteina que por sua vez reprime a expressao de Interleucina 2 em
linfécitos T.
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disso, a expressédo de THBS2 foi notavelmente reduzida em tecidos CC e células
e esteve inversamente associado com a expressao de miR-20a em tecidos CC
(ZHOU et al., 2018).

3.1.8 MiRNAs em doencgas autoimunes ou inflamatérias
cronicas

Os miRNas estdo envolvidos no desenvolvimento e na maturacédo de
diversos componentes da imunidade inata, como granulécitos e macrofagos, e
da imunidade adaptativa, linfécito T e B, além disso, esses RNAs desempenham
importante papel na regulacdo da funcéao do sistema imune (PEREIRA, 2015).

3.1.8.1  Lupus Eritematoso Sistémico
O Lupus Eritematoso sistémico (LES) é uma doenca autoimune que

pode ser caracaterizada pela producdo de anticorpos reativos a antigenos
nucleares e de fosfolipideos, desencadeando lesbes em diversos Orgdos e
sistemas. Alteracdes em diversos mecanismos do sistema imunoldgico, tais
como sinalizacdo aberrante nas vias NF-KB, TLR ou Interferon do tipo I, podem
contribuir para a suceptibilidade a essa doenca (PEREIRA, 2015).

Dai e colaboradores (2007) investigaram o0 envolvimento da
desregulacdo de miRNAs em células sanguineas circulantes no LES, por meio
de técnica de microarranjo de DNA, e observaram um padréo alterado na
expressdo de miRNAs em células sanguineas mononucleares de pacientes com
LES gquando comparado a controles saudaveis (DAI et al., 2007).

Entre os diversos miRNAs que apareceram com a sua expressao
alterada em células sanguineas de pacientes com LES, destacou-se o miR-146a.
Esse miRNA é um regulador negativo de diversos componentes das vias de
sinalizacao de receptores tipo Toll e apresentou expressao reduzida em células
sanguineas de paciente com LES (PEREIRA, 2015). E interessante notar que a
superexpressdo do miR146a em células sanguineas mononucleares de
pacientes com LES, via transformacdo genética, foi capaz de reduzir a inducéo
de iterferon tipo | (TANG et al., 2009).

Os miRNAs miR-21 e miR-148a foram encontados superexpressos em
linfocitos T CD4+ de pacientes portadores de LES. O miR148a atua suprimindo

a expressao de DNA metiltransferase 1 (DMT1) nessas células favorecendo um
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estado de hipometilacdo. Além disso, a repressdo dos miRNAs miR-21 e
miR148a em linfécitos T CD4+ de pacientes com LES ocasionou um aumento de
expressédo de DMT1 e do estado geral de metilagdo de diversas regides do DNA
(PAN et al., 2010).

Analises em silico das relacdes entre microRNAs e genes que codificam
fatores de transcricdo, ubiquitilacdo, metilacio do DNA e modificacoes de
histonas no LES, demonstraram que 226 miRNAs estao associados a genes e
processos. Também foi evidenciado que alteragcdes de miRNAs como hsa-miR-
30a-5p, hsa-miR-16-5p, hsa-miR-142-5p e hsa-miR-324-3p foram mais
comumente associadas a modificagbes pos-traducionais (NAVARRO et al.,
2019).

A expresséo do microRNA miR-146 em modelos de ratos reduziu a leséo
renal induzida pelo LES através da regulacdo de NF-kB classico e nao classico
(FU etal., 2019). Ja a expressao do miR-199-3p, analisada em 29 pacientes com
LES, esteve alterada quando comparada com 25 controles saudaveis, sendo
este miRNA regulado positivamente nos individuos com LES. O miR-199-3p
demonstrou ter como alvo a poli (ADP-ribose) polimerase-1 (PARP-1) inibindo a
sua expressdo, assim ativando a via ERK1/2 e promovendo a producédo de
interleucina (IL)-10, contribuindo para a patogénese do LES. A restauracéao dos
niveis fisioldgicos de miR-199-3p, segundo os autores do estudo, poderia
representar uma estratégia terapéutica potencial para o tratamento do LES (SU
et al., 2019).

3.1.8.2 Doencas Inflamatérias Intestinais
As doencas inflamatorias intestinais (DIl), tais como a Colite Ulcerativa e

a doenca de Crohn (DC), sdo aquelas que podem ser caracterizadas por
apresentarem ativacao inadequada da resposta imune adaptativa contra fatores
luminais do tubo gastroitestinal tais como antigenos da flora normal. Wu e
colaboradores (2008 apud PEREIRA, 2015) exploraram o perfil de expressao de
MiIRNAS em Dlls, encontrando 11 miRNAS expressos quando analisadas
amostras de bidpsias da mucosa intestinal de pacientes com Colite Ulcerativa
em comparacdo com o0s controles saudaveis. Um exemplo de resultados

provenientes de tais estudos foi a observagdo da reducdo da expressdo dos
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MiRNAs miR-143 e miR-145 em pacientes com Colite Ulcerativa (PEREIRA,
2015).

Estudos da expressdo do miR-16-1 em pacientes com a doenca de
Crohn submetidos a reoperacao devido a estenose anastomatica, constataram
gue a superexpressao desse microRNA reverteu significativamente os efeitos
inibitérios do tratamento com Tiptolideo® na migragdo, na proliferacdo e na
expressao de proteinas associadas a matriz extracelular de fibroblastos (CHEN
et al., 2019).

Analises multivariadas mostraram que pacientes com DC com alta
atividade da doenca tinham um perfil distinto de miRNAs fecais. Os pacientes
ativos da Colite Ulcerativa, exibiram niveis significativamente mais altos de miR-
223 e miR-1246 do que os controles, enquanto os pacientes com DC
apresentaram niveis mais altos de miR-1246 fecal, mas ndo miR-223 (VERDIER
et al., 2019).

3.1.8.3  Artrite Reumatoide
A Artrite Reumatoide (AR) é caracterizada como uma doenca autoimune

e inflamatdria crénica que afeta as articulagdes, a progressédo da doenca acaba
levando a destruicdo das cartilagens articulares e erosdo 0ssea (COOLES;
ISAAC, 2011).

Alteracbes na expressdo de miRNAs ja foram relatadas em amostras
obtidas do liquido sinovial de pacientes com AR como, por exemplo, miR124a,
miR-155, miR-246 e miR-146, esse Ultimo apresenta a interessante correlacao
positiva com o mediador inflamatorio TNF-alfa no liquido sinovial destes
pacientes (PEREIRA, 2015). Também foi possivel ressaltar a importancia do
miR-124a, que além da expressdo alterada, demonstrou-se que a inducao da
sua expressao em sinoviotico de pacientes com AR reduziu a prolieracao dessas
células em cultura, sendo observada a reducdo das proteinas Quinase
dependentes de ciclina 2 e na proteina Quimiotractant de mondcitos 1
(NAKAMACHII et al., 2009).

A variacdo genética de alguns genes do miRNA, especialmente o miR-
499, pode predispor um individuo ao desenvolvimento da AR (EVANGELATOS

10 substancia considerada como tendo efeitos anti-inflamatérios e antifibréticos em
uma variedade de doengas auto-imunes, incluindo DC.



52

et al., 2019). Além disso, a expressao alterada de muitos miRNAs foi descoberta
em vérias células, tecidos e fluidos corporais em pacientes com AR, sendo que
esta expressao também diferiu dependendo do estégio e da atividade da doenca.
MiR-22 e miR-103a séricos podem prever o desenvolvimento de AR em
individuos suscetiveis (pré-AR), enquanto os niveis séricos de miR-16, miR-24,
miR-125a e miR-223 foram alterados no inicio da AR em compara¢do com AR
estabelecida ou com individuos saudaveis (EVANGELATOS et al., 2019).

Os mondcitos CD14 apresentaram uma regulacao positiva em pacientes
com artrite reumatodide (AR), estes sendo mais resistentes a apoptose,
promoveram a persisténcia do quadro inflamatério e, portanto, contribuiram
crucialmente para a imunopatologia (REN et al.,, 2019). Observou-se que
monacitos do sangue periférico (MSPs) CD14 positivos de pacientes com AR
foram resistentes a apoptose espontanea em comparagcdo com MSPs de
voluntarios saudaveis. Curiosamente, a expressdo de miR-29b foi
significativamente aumentada em PBMs de pacientes com AR do que em
voluntarios saudaveis, e essa regulacdo positiva foi correlacionada com a
atividade da doenca de AR (REN et al., 2019).

3.1.9 MiRNAS como marcadores em outras doencas

3.1.9.1 Diabetes

As doencas metabdlicas constituem outro grande exemplo da
capacidade regulatéria dos miRNAS, uma vez que estes sdo capazes de alterar
0 metabolismo da glicose e da homeostase de lipideos (LYNN, 2009). A
alteracao na expressdo de miRNAs em pacientes com diabetes pode causar
alteracoes na producdo e na secrecdo de insulina pelas células beta-
pancreaticas (CHEN et al., 2014). A utilizacdo de miRNAs como biomarcadores
na diabetes ja foi bem documentada, sendo que a quantificacéo de determinados
mMiRNAs em fluidos corporais possibilita 0 monitoramento do desenvolvimento e
a progressao da doenca (PEREIRA, 2015). O alto nivel de expresséo de doze
MiRNAs (miR-152, miR-30a-5p, miR-181a, miR-24, miR-148a, miR-210, miR-
27a, miR-29a, miR-26a, miR-27b, miR-25 e miR-200a), analisados em soro de
pacientes, indicou a evidéncia de associacdo destes ao diabetes do tipo 1
(NIELSEN et al., 2012). Outras analises demonstraram que 0s niveis séricos de
miR-23a com sensibilidade de 79,2% e especificidade de 75% (YANG et al.,
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2014) e do miR-126 (LIU et al., 2014) foram capazes de discriminar pacientes
com diabetes do tipo 2 de individuos individuos saudaveis utilizados como
controle. Para a diabetes gestacional foi determinado que os niveis séricos de
miR-132, miR-29a e miR-222 tiveram uma funcado preditiva para essa doenca
com uma sensibilidade de 66,7% e especificidade de 63,3% (PEREIRA, 2015).

Um estudo realizado com 69 individuos, 22 com retinopatia diabética ndo
proliferativa, 15 com retinopatia diabética proliferativa (RDP), 22 saudaveis e 10
com diabetes mellitus tipo 2 sem retinopatia, apontou que o baixo nivel de
expressdo do miR-423 pode estar envolvido na regulacdo da proliferacao
retiniana vascular diabética. A comunicacdo cruzada entre o miR-423 e o Fator
de Crescimento Endotelial (sigla em inglés: VEGF) afetou a funcdo do mRNA da
sintese de oxido nitrico endotelial (eNOS) (BLUM et al., 2019). Os niveis
plasmaticos de miR-423 mostraram uma reducdo significativa de
aproximadamente duas vezes nos pacientes com RDP comparado aos
controles. Os niveis plasmaticos de oxido nitrico (NO) foram significativamente
maiores na retinopatia, os niveis de VEGF foram significativamente menores e a
capacidade oxidante total (sigla em inglés: TAO) foi significativamente diminuida.
Os niveis de MRNA eNOS foram menores nas células de pacientes com diabetes
mellitus tipo 2 (DMT2) sem retinopatia, mas maiores em RDP (BLUM et al.,
2019).

Pesquisas realizadas sobre os efeitos de spirinolactona (S) e captopril
(C) em ratos com diabetes induzida por injecdo intraperitoneal de
estreptozotocina recém-dissolvida (60 mg/kg) em tampéao de citrato, apontaram
melhora dos individuos com Nefropatia Diabética (ND). Os resultados obtidos
sugeriram que S, C e S + C possam melhorar o ND, atuando sobre as familias
mMiR-192 e miR-29 e alterando sua expressdao. O miR-192 e o miRs-29a/b/c
podem, portanto, ser alvos potenciais para a remediacdo de ND (EBADI et al.,
2019).

Cardenas-Gonzales e colaboradores (2017 apud MONTEIRO et al.,
2019) identificaram os mMiRNAs: miR-1915-3p, miR-2861 e miR-4532 como
novos biomarcadores de miRNA na urina em doenca renal diabética, validando
os resultados em diferentes coortes de diabetes.

Em individuos com diabetes de inicio precoce ocorreram niveis

aumentados de miR-101-3p, sendo consistente com varios relatos da literatura
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sobre efeitos deletérios na secrecao de insulina das células beta pancreaticas,
deteccdo de glicose e aumento da suscetibilidade das células beta a apoptose
inflamatéria induzida por citocinas. Além disso, mostrou-se que este miRNA
aumenta a quantidade inflamatdéria potencial das células imunes (SANTOS et al.,
2019).

3.1.9.2 Doencas neurolégicas
O estudo de miRNAs para doencas neuroldgicas tem se demonstrado

um desafio, uma vez que 0 acesso ao tecido doente é complicado, desse modo
a avaliagdo dos niveis circulantes de determinados miRNAs pode ser uma
alternativa para esse tipo de doenca (PEREIRA, 2015).

3.1.9.2.1 Epilepsia
A Epilepsia é caracterizada pela ocorréncia de repetidas convulsdes

causadas pela atividade anormal e dessincronizada de neurénios no cérebro
(HENSHALL, 2014). Em um esforgo para determinar novos marcadores Sericos
para esse tipo de patologia foi realizado um estudo em larga escala que
demonstrou a elevada expressdo dos miRNAs: let-7d-5p, miR-106b-5p, miR-
130a-3p, miR-146a-5p e uma diminuicdo da expressao dos miR-15a-5p e miR-
194-5p nos pacientes em comparacao a individuos saudaveis. Entre estes o miR-
106b-5p foi determinado como o melhor preditor para a doenca com
sensibilidade de 80,3% e especificidade de 81,2% (PEREIRA, 2015).

Comparando-se 20 pacientes com epilepsia do lobo temporal mesial com
esclerose hipocampal (ELTM-EH), 9 amostras de tecido hipocampal
provenientes de autépsias de individuos saudaveis e 10 amostras sanguineas
de doadors saudaveis demonstrou que as expressfes dos miRNAs: miR-145,
miR-181c, miR-199a e miR-1183 diferiram quantitativamente no hipocampo e no
sangue de pacientes com ELMT-EH em comparac&do com o respectivo controle.
Essa diferenca foi mais pronunciada para o miR-145, que foi hipo-expresso no
hipocampo e hiper-expresso no sangue de pacientes com ELTM-EH. Os miRNAs
mMiR-145, miR-181c, miR-199a e miR 1183 foram hiper-expressos no sangue de
pacientes com ELTM-EH. Esses resultados sugeriram que 0s microRNAs
analisados podem ser potenciais biomarcadores circulantes para o diagnéstico
de epilepsia (ANTONIO et al., 2019).
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A expressdo do miR-145-5p no plasma sanguineo, analisado em 40
pacientes com epilepsia refrataria, apresentaram uma regulagdo negativa do
miR-145-5p nos pacientes em coparacdo com 42 controles saudaveis, o que
evidenciou esse microRNA como um potencial biomarcador para esta patologia
(CHUN-HONG et al., 2019).

Quinze miRNAs estavam expressos diferencialmente em amostras de
liquido céfalo raquidiano (LCR) de pessoas que apresentavam quadro epiléptico,
incluindo alguns miRNAs enriquecidos pelo cérebro e de alta abundancia, como
miR-9-3p, do conjunto dois, em particular, foram altamente regulados: miR-451a
e miR 21-5p. Os niveis de ambos foram mais altos em pessoas que apresentam
o status epilepticus do que em pessoas com epilepsia do lobo temporal
(BRINDLEY et al., 2019).

Segundo Deng e colaboradores (2019b) evidéncias crescentes sustentam
gue os transportadores de efluxo, especialmente a glicoproteina P (gp-P),
desempenha papel vital na resisténcia aos medicamentos na epilepsia. A
superexpressao da gp-P no cérebro pode reduzir a concentracdo de drogas
antiepilépticas (DAEs) na zona epileptogénica, resultando em resisténcia as
drogas. Além disso, convulsdes recorrentes induziram a expressao da gp-P e o
status epilepticus (SE), o que poderia regular positivamente a expresséo da gp-
P, resultando em resisténcia aos medicamentos. Ao se investigar o impacto do
miR-146a-5p na expressao da gp-P no cortex cerebral em modelos de rato com
status epilepticus, constatou-se que a regulacéo positiva do miR-146a-5p e a
superexpressao da P-gp foram evidentes 2 semanas apoés a inducdo ao SE por
litio-pilocarpina. No entanto, a inje¢cdo de miR-146a-5p no hipocampo diminuiu a
expressdo da gp-P no cortex cerebral e no hipocampo de ratos SE em
comparacao com os grupos controle (DENG et al., 2019b).

Estudos demonstraram que os niveis do miR-134 foram influenciados pela
atividade cerebral epiléptica em roedores. A partir da utilizacdo de PCR
guantitativa em tempo real (RT-gPCR) revelou-se que 24 horas apos a inducéo
de SE houve um aumento nos niveis de miR-134 em todo o hipocampo, em
comparacao ao grupo controle. Outro fato importante observado foi que, 24 h
apos a injecdo de 0,12 nmol de antagonista do miR-134 no ventriculo das
cobaias, houve uma diminuicéo significativa do miR-134, apresentado, portanto,

resultados promissores como possivel biomarcador (GAO et al., 2019b).
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A expressado do miRNA-34a e seus efeitos na descarga epileptiforme no
padrdo neuronal hipocampal de descargas epileptiformes espontaneas
recorrentes, utilizando um inibidor do miRNA-34a, permitiu a observagéo de uma
diminuicdo na frequéncia dos potenciais de agéo e a ativacao da sinalizacéo de
Notch e prevencédo da apoptose neuronal (WANG et al., 2019a).

3.1.9.2.2 Esclerose multipla
Uma outra patologia favorecida pelo estudo com miRNAs € a esclerose

multipla (EM), doenca caracterizada pela degradacao da bainha de mielina nos
neurbnios motores, com causas ainda nao totalmente estabelecidas, porém a
atividade autoimune dos linfocitos T em portadores € aceito como componente
ativo da doenca (HEMMER et al., 2015). Desse modo, estudos evidenciaram a
desregulacédo da expressdao de miRNAs em linfocitos T isolados do sangue
periférico (LINDBERG et al., 2010; LORENZI et al., 2012), sendo demonstrados,
inclusive, que o tratamento classico com as drogas Natalizumab ou Acetato
Glatimer pode normalizar os niveis de expressédo dos miRNAs: miR-17, miR-18a,
miR-20b, miR-29a e mIiR-103 no sangue periférico de paciente com EM
(PEREIRA, 2015).

Existe um risco de esclerose multipla em criancas ser influenciado por
MiRNAs que atuaram na sinalizacdo imune e outros genes, porém, ainda seréao
necessarios mais estudos para confirmar esses resultados e determinar se
algum processo da doenca mediado por miRNA é especifico da populacao
pediatrica (RHEAD et al., 2019).

Células T auxiliares 17 (Thl7 sigla em inglés para T helper 17) sao
consideradas fatores-chave na patogénese da esclerose multipla (EM). Embora
tenha sido relatado o envolvimento de miRNAs no desenvolvimento da EM, seus
papéis na diferenciacdo celular Thl7 e na patogénese da EM permanecem
pouco elucidados (LI et al, 2019b). A expressdao de let-7f-5p foi
significativamente reduzida em células T CD4 + de pacientes com EM e durante
o processo de diferenciacdo Thl7, ja a superexpressao de let-7f-5p suprimiu a
diferenciacdo de Thl7, enquanto o knockdown da expressdo de let-7f-5p
aumentou esse progresso. O mecanismo molecular pelo qual let-7f-5p suprimiu

a diferenciacao de Th17 esteve envolvido com o transdutor de sinal e ativador
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da transcricdo 3 (STAT3), um fator de transcricdo essencial das células Thl7,
como alvo direto de let-7f-5p. Em contraste com a expressao desregulada de let-
7f-5p, o0s niveis de proteina STAT3 e p-STAT3 foram dramaticamente
aumentados e correlacionados inversamente com let-7f-5p em células T CD4 +
de sangue periférico de pacientes com EM. Isto €, let-7f-5p funcionou como um
potencial inibidor da diferenciacdo de Th1l7 na patogénese da EM ao atingir
STAT3 e podera servir como um novo alvo terapéutico (LI et al., 2019b).

Um estudo realizado com 70 pacientes com esclerose multipla remitente
recorrente (EMRR) indicou que o nivel da expressdo do miR-29-3p mudou em
resposta ao tratamento com interferon beta (IFN-f) apresentando uma regulagao
negativa da sua expresséao, sendo que tal resultado pode fornecer fundamentos
para o desenvolvimento de novos marcadores dos efeitos bioldégicos da terapia
com IFN-B (FATTAHI et al., 2019).

3.1.9.2.3 Doencga de Alzheimer
Varios estudos evidenciaram o potencial do uso de miRNAs como

biomarcadores para a doenca de Alzheimer (DA) (PEREIRA, 2015). Foi definida
anteriormente que a alterac&o de niveis séricos especificos de miRNAs: miR-98-
5p, MiR-885-5p, mMiR-483-3p, miR-191-5p, e miRlet-7d-5p nos pacientes em
comparacao com individuos saudaveis, sendo que o miR-342-3p apresentou a
melhor sensibilidade (81,5%) e especificidade (70,1%) para a determinacao da
doenca (TAN et al., 2014). Outra analise da expressao especifica de miRNAs no
fluido cérebro-espinhal demonstrou expressao elevada dos miRNAs: miR-100,
miR-146a, miR-127a, miR103, miR-375, miR-505, miR-708, miR-4467, miR, -
219, miR-296, miR-766, miR-3622-3p. Entretanto, nenhum desses mMiRNAs
demonstrou niveis minimos de sensibilidade e especificidade para serem
utilizados como biomarcadores (DENK et al., 2015).

Estudos em tecidos e células do hipocampo isolados de camundongos
com doenca de Alzheimer indicaram que o miR-25 pode inibir a proliferacéo de
neurdnios do hipocampo enquanto promove a apoptose, agravando a lesao de
neurdnios desta regido através da regulacdo negativa do KLF2'! pela via de
sinalizacdo Nrf2'? (DUAN et al., 2019).

1 sigla em inglés para Kruppel-Like Factor 2
12 sigla em inglés para: nuclear factor-E2-related factor 2
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A expressdo do miR-200a-3p no hipocampo de camundongos e em um
modelo de células DA in vitro, bem como no plasma sanguineo extraido de
pacientes com DA confirmou que o miR-200a-3p esta deprimido na analise do
perfil de miRNA por microarranjos in vitro e in vivo, sugerindo que este miRNA é
um potencial biomarcador para esta patologia. Também, demonstrou-se que o
miR-200a-3p inibiu a apoptose celular acompanhada pela inativagdo do eixo
Bax/caspase-3 e regulacéo negativa dos niveis de fosforilacdo de AB1-42 e TAU
in vitro (WANG et al., 2019b).

Analise de amostras de proteinas em camundongos revelou que o0 miR-
34a tem como alvo genes especificos envolvidos na formacdo da memoria,
metabolismo da proteina precursora de amildide (PPA) fosforilagcdo e
desfosforilacdo da TAU, o que sugeriram que a disfuncdo poligénica causada
pelo miR-34a pode ocorrer em Doencga de Alzheimer idiopatica de inicio tardio,
evidenciando esse microRNA como um potencial alvo terapéutico (SARKAR et
al., 2019).

3.1.10 Aplicacdes terapéuticas com miRNAs
O uso de miRNAs na terapéutica pode ser dividido em dois grandes

segmentos, o primeiro relacionado ao uso de drogas inibidoras de miRNAs e o
segundo composto da aplicacdo direta de miRANs como drogas (PEREIRA,
2015).

3.1.10.1 Terapéutica baseada na inibicdo de miRNAs
Segundo Pereira et al. (2015) a terapéutica de miRNAs pode ser

entendida como um passo importante no tratamento de diversas doencas, uma
vez que inumeros estudos ja demostraram a importancia central da desregulacao
de determinados miRNAs em diversas patologias.

Nesta questdo pode-se destacar o cancer, para qual o termo “oncomiR”
foi cunhado, evidenciando a frequente relacdo de diversos miRNAs com a
tumorigénese (HAMMOND, 2006). Os oncomiRs sdo miRNAs capazes de
reprimir genes supressores de tumor; sua acdo pode favorecer o aparecimento
ou crescimento tumoral. O miR-21 é um oncomiR ja detectado no glioblastomas
(CIAFRE et al., 2005), tumores pancreaticos (BLOOMSTON et al., 2007) e de

mama (IORIO et al., 2005). No caso desses tumores foi demonstrado que o miR-
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21 tem como alvo genes supressores tumorais como PTEN!® e PDCDA44
(FRANKEL et al., 2007). A importancia desse oncomiR foi notado pela empresa
Régulus, em conjunto com a industria Sanofi-Aventis, que estdo desenvolvendo
uma molécula reguladora desse miRNA (PEREIRA, 2015). A atividade desse
modulador demonstrou que a inibicdo de miR-21 com a utilizacdo de uma dose
de 20mg/Kg foi capaz de reduzir a fibrose hepéatica em modelo animal (CHAU et
al., 2012), sendo que sua acao inibidora se deve ao restabelecimento da
expressado de proteinas PPAR-alfa'® e Mpv17, determinados como alvo de miR-
21 (PEREIRA, 2015).

Miravirsen é uma droga relacionada a inibicdo de miRNAs que também
vem sendo testada como aplicagao terapéutica contra a hepatite C pela atuacéo
sobre miR-122 em células hepaticas (PEREIRA, 2015). Os estudos foram
iniciados apos a descoberta da expressao prevalente desse miRNA em células
do figado (LAGOS-QUINTANA et al., 2002), como segunda etapa ocorreu a
determinacdo da importancia central de miR-122 na replicacdo do virus da
hepatite C (JOPLING, 2005). Em 2010 os resultados desse, que foi o primeiro
teste pré-clinico em primatas aprovado com uso de inibidores de miRNAs, foram
revelados e demonstraram que a administracdo da droga ndo gerava efeitos
colaterais importantes, bem como ocorria a diminui¢éo drastica da contagem viral
no sangue dos macacos tratados (LANFORD et al., 2009). Em um teste posterior
realizado em humanos, verificou-se que o tratamento durante quatro semanas
com doses de 5mg/Kg da droga eliminou completamente a contagem viral.
(PEREIRA, 2015). Lindow e Kauppinen (2012) ressaltaram o avanc¢o acelerado
deste campo de pesquisa, ja que o desenvolvimento dessa droga com potencial
inibidor ocorreu somente duas décadas apdés o descobrimento dos miRNAs.
Outro produto desenvolvido para atingir miR-122 foi o RG-101, produzido pela
Regulus Terapéutica em colaboragcdo com lonis Pharmaceuticals e GSK,
caracterizado como um conjugado com N-acetil-D-galactosamina RNA
antagomiR que também tem como alvo o0 miR-122 em hepatdcitos infectados
pelo virus da Hepatite C (BONNEAU et al., 2019).

13 Em inglés, phosphatase and tensin homologue.
14 Em inglés, programmed cell death 4.
15 Em inglés, peroxisome proliferator activated receptor alfa
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A Régulus também trabalhou com a Genzyme (Sanofi) para testar a
efichcia de RG-012, um antagomiR contra miR-21, que reduz a fibrogénese de
orgaos associados a sindrome de Alport, a qual esta ligada ao cromossomo X e
€ caracterizada por doenca renal, perda auditiva e deficiéncia visual causada por
mutacdes dos genes que codificam colageno tipo IV. O uso desta droga mostrou
uma melhoria importante na sobrevivéncia em um modelo com ratos portadores
com reducao da progressao da doenca renal (BONNEAU et al., 2019).

A MiRagen Therapeutics estd desenvolvendo ativamente 0 MRG-106,
também conhecido como Cobomarsen, um antagomiR que tem como alvo o miR-
155, um miRNA envolvido na diferenciacgéo e proliferacdo de sangue e de células
linfoides (BONNEAU et al., 2019).

3.1.10.2 Terapéutica baseada na reposicao de miRNAs
Terapias relacionadas a reposicdo de mIRNAs s&do baseadas

principalmente na existéncia de miRNAs supressores tumorais (PEREIRA,
2015), os quais estdo envolvidos na modulacdo da expressdo de genes
relacionados a génese ou ao crescimento tumoral descontrolado, tais como o0s
do cluster miR15a/ 16-1, cujo principal alvo, o gene BCL2 (B-cell CLL/Lymphoma
2), foi caracterizado como central no controle da apoptose (PEREIRA, 2015).

A empresa Mirna terapeutics, baseado em resultados de pesquisas
anteriores, tem desenvolvido um modulador que mimetiza o0 miR-16 e que esta
sendo testado em fase inicial em alguns modelos de cancer. O miR-34,
conhecido por regular diversos genes importantes relacionados ao controle da
proliferacdo e do ciclo celular tem sido testado em modelos animais de cancer
pulmonar (HERMEKING, 2009). Durante esse teste foi demonstrado que
decorridas dez semanas de crescimento tumoral, uma Unica dose do modulador
mimetizador do miR-34 foi capaz de induzir a apoptose das células tumorais,
levando a diminuicdo da massa tumoral em 60% (TANG et al.,, 2011). Os
resultados obtidos em testes e modelos experimentais levaram a empresa a
solicitar o primeiro teste clinico dessa droga, agora chamada de MRX34.
(PEREIRA, 2015). MRX34 demonstrou estudos pré-clinicos promissores quando
utilizado em varios tipos de cancer, tais como carcinoma de células renais,

melanoma acral e carcinoma hepatocelular. No entanto, o FDA interrompeu sua
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fase 1 clinica quando muitos efeitos adversos graves, incluindo a morte,
relacionados ao sistema imunologico apreceram (BONNEAU et al., 2019).

A MiRagen Therapeutics desenvolveu o MRG-201, também conhecido
como Remlarsen, um imitador de miRNA que visa restaurar os niveis de miR-
29b, um regulador negativo da matriz extracelular. O ensaio clinico de fase 2 esté
em andamento e, até o momento, essa droga demonstrou potencial para o
tratamento ou prevencdo da fibrose cutanea patolégica, bem como de outras
doencas fibréticas, incluindo doenca pulmonar idiopaticafiorose (BONNEAU et
al., 2019).

4 CONSIDERA(;()ES FINAIS
Os miRNAs estdo envolvidos na regulacdo génica de muitas vias

metabdlicas, portanto a modulacéo de sua biogénese e a sua degradacéao é de
suma importancia para homeostase celular. Do periodo em que foram
descobertos até os dias atuais muitos trabalhos foram feitos evidenciando a
importancia dos miRNAs para o diagnostico, o prognostico e a possivel
terapéutica de variadas doencas.

Neste sentido notou-se um rapido crescimento das publicacdes
cientificas, o que demonstrou o aporte financeiro no desenvolvimento de
pesquisas relacionadas, visto as diversas terapias possiveis, e ja se visualiza
no mercado de biotecnologia um movimento de grandes empresas
farmacéuticas na direcdo de colaboracao ou até mesmo compra de empresas
menores que desenvolvem pesquisas farmacolégicas com miRNAs. Apesar
deste fato, o campo ainda carece de periodicos especializados, que possam
concentrar as informacdes resultantes de pesquisas cientificas, estando restrito
as patologias associadas.

Considerando que a primeira evidéncia do envolvimento do miRNA nas
doencas humanas foi em 2002 e que a primeira deteccdo de miRNAs em
sangue ocorreu em 2008, é possivel notar, apenas uma década depois, grandes
avancos, principalmente no que tange a sua utilizacdo para o diagnéstico de
doencas. Entretanto a terapéutica ainda carece de um maior amadurecimento,

visto que os protocolos de testes clinicos sdo extensos e demorados.
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As informacOes apresentadas no presente trabalho evidenciaram a
importancia que os miRNAs podem apresentam e a sua possivel contribui¢céo
como ferramenta no diagndstico, no prognaostico e na terapéutica para inUmeras

doencas.
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