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RESUMO

JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS: A regulagio da sintese pro-
teica é essencial para o bom desempenho da funcio celular; um
dos recursos usados no controle desse processo sio os microR-
NAs, pequenos fragmentos de RNA que silenciam o RNA men-
sageiro. Portanto, mudangas na expressio dessas substincias estio
envolvidas na fisiopatologia de diversas doengas. Dessa forma,
estudam-se maneiras de usar os microRNAs como ferramentas
diagndsticas e terapéuticas. O objetivo deste estudo foi rever na
literatura os microRNAs e suas perspectivas na drea médica.
CONTEUDO: A biogénese dos microRNAs e sua aplicagio na
pratica clinica, enfatizando a Oncologia, Psiquiatria e Cardiologia.
CONCLUSAO: Apesar de muitos microRNAs ndo terem sua
funcio ainda estabelecida, o conhecimento do progresso jd feito
¢ fundamental para compreender os avangos terapéuticos e diag-
nésticos que estdo se revelando.

Descritores: Doencas cardiovasculares, MicroRNAs, RNA neo-
pldsico, Transtornos mentais.

SUMMARY

BACKGROUND AND OBJECTIVES: The regulation of pro-
tein synthesis is essential for a good cellular function; one way to
control this process is through microRNAs, small fragments of
RNA which can silence the messenger RNA. Therefore, altera-
tions on the expression of these molecules are involved in the pa-
thophysiology of several diseases. Thus, ways to use microRNAs
as diagnostic and therapeutic tools are being studied. The objec-
tive of the present study is to review literature on microRNA and
its perspectives in medicine.
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CONTENTS: MicroRNAs biogenesis and its applications in the
clinical practice, focusing on Oncology, Psychiatry and Cardiology.
CONCLUSION: Even though many microRNAs function is
not well established, the knowledge of the progress done is cri-
tical to understand the diagnostic and therapeutic advances that
are being revealed.

Keywords: Cardiovascular diseases, Mental disorders, RNA ne-
oplasm, MicroRNAs.

INTRODUCAO

O dogma central da Biologia Molecular se baseia na informacio
contida na molécula de DNA, sendo essa expressa na forma de
protefnas por meio de dois processos: a transcri¢ao que converte
a informagio do DNA em uma forma mais acessivel, o RNA
mensageiro (RNAm) e por meio da tradugio converte a infor-
magio contida no RNA em proteinas’. No entanto, para o bom
funcionamento celular é necessdrio que a quantidade de proteina
expressa por esse mecanismo seja controlada, para isso a célula
possui diferentes mecanismos como fatores de transcrigao e su-
pressio, proteinas que desestabilizam o RNAm ou que reorgani-
zam sequéncias de DNA préximas a genes”.

Nos tltimos 15 anos, descobriu-se que alguns RNAs também au-
xiliam no controle da traducio. Esses RNAs foram inicialmente
chamados de microRNAs e agem ligando-se a0 RNAm, dimi-
nuindo sua expressao®. Desde entdo, indimeras pesquisas buscam
compreender melhor suas fungoes e como manipuld-los. Fire e
col.? conseguiram introduzir determinados RNAs em uma célula
e, assim, inibir a expressio de alguns genes. Hoje, os microR-
NAs sio divididos em trés grupos, de acordo com sua forma de
inibir o RNAm ou a proteina a que estdo associados, sendo eles
o microRNA, o endo-siRNA, ¢ o pi-RNA. Destes, o mais bem
caracterizado na literatura é o microRNA, ou miRNA’.

O miRNA ¢ um filamento tinico de RNA, em média 22 nucle-
otideos, proveniente da transcri¢io de introns ou de regides do
genoma nio-codificantes®. J4 foram identificados mais de 3500
miRNAs, dos quais 695 foram encontrados em humanos®. Como
regulam a expressio génica, ¢ fundamental para diversas funcoes
celulares, como a diferenciacio tecidual, o ciclo celular, a proli-
feracio e a apoptose’, o que permite inferir que defeitos nesse
sistema estdo relacionados a uma gama de doengas como cancer,
alteragdes neuropsiquidtricas e neurodegenerativas, problemas
cardfacos entre outros®’.

Além da participagio na etiopatogenia de vérios distirbios, os
miRNAs ainda podem contribuir como ferramenta de diagnds-
tico e de progndstico; além de abrir um novo caminho para tera-
péuticas na drea médica'®!!. Cabe ao clinico, dessa forma, conhe-
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cer os avancos realizados nessa drea para futuramente aplicd-los
na prética.

O objetivo desta pesquisa foi mostrar alguns estudos recentes de
miRNAs que envolvem a 4rea da sadde.

DESENVOLVIMENTO

Biogénese e mecanismo de agao

Os genes que contem os microRINAs sdo transcritos, na maioria
dos casos, pela RNA polimerase II, gerando o miRNA primdrio
(pri-miRNA) com algumas centenas de nucleotideos® e como os
RNAm ¢ acrescido uma cauda de poliadenosinas na por¢io 3’ e
um “cap” de 7-metilguanosina na por¢io 5. Essa primeira estru-
tura gerada contém regides em que os nucleotideos se pareiam e
regides nao pareadas que formam algas®. Ainda no nicleo, a Rnase
III-tipo Drosha quebra locais de pareamento do pri-miRNA, libe-
rando uma estrutura similar a um grampo de cabelo denominado
miRNA precursora (pre-miRNA), que possui aproximadamente
70 nucleotideos®’. Proteinas relacionadas com o transporte nuclear
como a exportina-5 e a Ran-GTP transportam o pré-miRNA para
o citoplasma®'2. Em seguida, a alca (regido nao pareada) ¢ removi-
da pela enzima DICER, formando somente um duplex de RNA
com 22 pares de nucleotideos que irdo se associar com a proteina
Argonaute (Ago). Para finalizar, o complexo proteico denominado
RISC separa o duplex, permanecendo o miRNA maduro associado
a Ago e a outra metade ¢ degradada. Acredita-se que a instabilidade
termodinidmica da regido 5 seja a responsdvel por definir qual me-
tade serd o miRNA maduro’ (Figura 1).

Existem duas maneiras pelas quais os miRNAs silenciam o
RNAm: a primeira ocorre quando hd uma complementaridade
perfeita ou quase perfeita das bases do miRNA com a do RNAm,

caso isso ocorra a enzima RISC, que nesse caso estard associada a
proteina Argonaute, quebrard a fita de RNAm em duas’, apds a
clivagem 0 miRNA permanece intacto e continua exercendo seu
papel modulador'. Entretanto, esse mecanismo nao ¢ observado
com frequéncia em células de animais, sendo a principal forma
de controle da expressio génica em plantas®. A segunda, mais
comum nos animais, acontece quando hd um pareamento imper-
feito entre 0 miRNA e o RNAm, embora os passos nao estejam
elucidados. Acredita-se que o complexo miRNA, Ago-2 e RISC
transporte 0 RNAm para compartimentos citoplasmdticos cha-
mados corpos de processamento que é composto por proteinas
que possuem afinidade com a Ago-2 e que armazenam e degra-
dam o RNAm; outros estudos, todavia, mostram que o miRNA
e suas proteinas associadas possam atuar no controle da tradugio
do RNAm, impedindo a ligacio dos ribossomos a0 RNAm, ou
interrompendo a tradugio apds seu inicio, ou decompondo o
“cap” de 7-metilguanosina na por¢io 5 que funciona como uma
prote¢ao contra os mecanismos de processamento”®.

E importante ressaltar também que como o miRNA ¢ uma mo-
lécula pequena, cada um deles pode apresentar varios RNAm al-
vos e alguns RNAm necessitam de vdrios miRNA para inibicio.
Supde-se que 30% dos genes de animais sejam alvo de miRNAs®.
Desta forma, a sub ou superexpressio de um miRNA pode cul-
minar em grandes disfun¢des celulares, consequentemente teci-
duais e sistémicas.

Cancer

Por regularem a expressio génica, os miRNAs também partici-
pam da modulagio de oncogenes, genes que ativam o ciclo celu-
lar, e supressores tumorais, os quais suprimem a divisao celular®,
sendo mais um fator na patogénese dos tumores.
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Figura 1 — Processo de formagio do microRNA.
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As primeiras evidéncias do envolvimento dos miRNAs em cincer
foram feitas por Calin e col.’?, que ao estudar a regido 13q14, fre-
quentemente deletada em casos de leucemia linfocitica cronica,
perceberam que essa era responsdvel pelos genes de 2 miRNAs, o
miR-15a e 0 miR16-1, que inibiam a expressio de um oncogene,
posteriormente identificado como o antiapoptose BCL-22.

Da mesma forma que descrito acima, estudos mostraram que em
células cancerigenas a quantidade de miRNA estd diminuida’.
No cincer de pulmio, um dos mais agressivos, foi constada a
diminuicdo de miRNA let-7 que modula a agio dos oncogenes
RAS e MYC?, demonstrou-se também que a superexpressao desse
miRNA resultava na inibi¢io do crescimento do cancer'.

Com relacao ao cincer de mama, também foi observada reducao
de alguns miRNA, como miR-17-5p e o miR145'. A menor
expressio de miR-126, miR-206 ou miR-335 se relacionam com
menor sobrevida, uma vez que nessa neoplasia quanto maior for
a discrepéncia na expressao dos miRNAs, maior o nimero de lin-
fonodos comprometidos e a invasdo vascular. Observou-se tam-
bém que alguns subtipos do cincer de mama tém uma intima
relagio com o estrégeno, este quando ligado ao seu receptor (tipo
E)) desencadeia reagdes intracelulares que diminuem fatores de
transcricio de miRNA, favorecendo o crescimento do tumor?®.
Certos miRNAs, no entanto, tém uma agio oncogénica e sua
expressio estd aumentada em tumores, pois modulam negati-
vamente supressores tumorais; como ¢ o caso do miR-221 no
gliobastoma, do miR-372 e do miR-373 em neoplasia de células
testiculares e do miR-221, miR-222 e miR-146 nos tumores de
tireoide®.

Vale ressaltar que como cada tecido apresenta um perfil proteico
tnico, hd um padrio de RNAm préprio; dessa forma um mesmo
miRNA pode ter papéis opostos, a exemplo do miR-115 que se
encontra diminuido no cAncer de mama e aumentado no linfoma
de células B~

Observou-se também que cinceres de c6lon e pulmao com mal
prognéstico apresentavam perda da heterozigose do brago lon-
go do cromossomo 14, onde estd o gene da enzima DICER'!¢.
Com a perda dessa enzima, a producido de miRNA fica preju-
dicada, gerando uma subexpressio de miRNAs com fungio su-
pressora tumoral como o let-7, este reduzido associa-se a piores
prognésticos de cincer de pulmio e maiores chances de metdstase
em cincer de mama®.

Substincias com o potencial de reduzir ou induzir microRNA
estao sendo estudadas como possiveis terapéuticas para o cincer’.
Em ratos, ja foi possivel suprimir a expressio de miRNAs com a
infusio, por via venosa, de um oligonucleotideo conjugado com
colesterol que continha uma cadeia complementar a um miRNA,
a essa nova classe de moléculas deu-se o nome de antagomirs®.

Doengas psiquidtricas

Estéo relacionadas com alteragoes concomitantes de vérios circui-
tos de sinalizacao, dessa forma, busca-se nos miRNAs férmulas
que consigam explicar a disfun¢io na expressio de vérios genes e
consequentemente encontrar novas terapéuticas'’.

Um estudo desenvolvido por Zhu e col'®, usando bioinformdtica
demonstrou que o miR-346 ¢ o miR-566 estavam relacionados
a modulagao de diversos genes presentes na esquizofrenia. Apds
essa primeira investigagio, mediu-se os niveis do miR-346 do cé-
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rebro de pacientes psiquidtricos e controles e percebeu que estes
estavam diminuidos tanto em pacientes esquizofrénicos quanto
em pacientes bipolares. O gene desse miRNA ¢ um intron do
gene GRID1, que codifica uma das subunidades do receptor de
glutamato, que também estd diminuido na esquizofrenia e no
transtorno bipolar'.

O receptor glutamatérgico N-metil-D-aspartato (NMDA) tam-
bém ¢é controlado por miRNA; e verificou-se que alteragoes gené-
ticas nesse receptor estavam associadas a baixos niveis de miR-219
e essa condicao estaria associada a alteragoes comportamentais®.
Outra forma de agiao dos miRNAs é no controle do Brain-derived
neurotrophic factor (BDNF), uma substincia importante na neu-
roplasticidade e que se encontra em niveis alterados na depressao,
transtorno bipolar e esquizofrenia'”. O BDNF tem sua expressio
diminuida pelo miR-30a, miR-134 ¢ miR195. J4 o miR-132 re-
gula positivamente o BDNF e potencializa os receptores NMDA.
Foram encontrados niveis reduzidos de miR-132 no cértex pré-
-frontal de pacientes esquizofrénicos e bipolares o que juntamen-
te com a a¢do do miR-129 ajuda a elucidar porque a via do glu-
tamato estd diminuida nessas patologias™.

Os conhecimentos do papel dos miRNAs em doencas psiquid-
tricas ainda ¢ restrito e algumas pesquisas da 4rea apresentam re-
sultados conflitantes, dessa forma sio necessdrios maiores estudos
para uma melhor compreensio do assunto.

Cardiologia

Cada tecido expressa uma variedade de miRNAs que possibilitard
a célula exercer as fungées a qual foi estabelecida. Nas células cdr-
dicas o miR-1, miR-133a e 0 miR-208 tém papel fundamental no
desenvolvimento e na manutengio da funcio cardiaca®?!. Sabe-se
também que miRNAs podem permanecer por longos periodos
estdveis no plasma. Assim, compararam-se amostras de sangue de
pacientes que haviam sofrido infarto agudo do miocdrdio (IAM),
de pacientes cardiopatas sem IAM recente e de individuos sadios,
constatou-se que nos pacientes com IAM e nos cardiopatas sem
IAM os niveis de miR-1, miR-133a, miR-499 eram significati-
vamente maiores que os do controles, porém o miR-208a s6 foi
encontrado no plasma de pacientes com IAM. Na sequéncia esta-
beleceu-se a especificidade e sensibilidade do miR-208 como bio-
marcador de IAM, obtendo os valores de 100% e 90,9%, respec-
tivamente®’; além de diagndstico, este também possui capacidade
prognéstica: niveis muito elevados correlacionam-se com menor
fracao de ejecio do ventriculo esquerdo e maior possibilidade de
gerar insuficiéncia cardfaca e de mortalidade em 6 meses®. A van-
tagem do uso de miR-1 e miR-133 estdo na sua detecgio precoce
no sangue periférico (pico em 156 minutos), mais rapidamente
que a troponina I, no entanto podem ser detectados em outras
ocasides, como nas lesoes de musculoesquelético®.

Foi encontrada uma disfun¢ao de miRNAs também na hipertro-
fia nao maligna do coracdo, uma resposta patoldgica a hipertensio
arterial, isquemia cardfaca, valvopatias e desordens endécrinas®.
O miR-21 se encontra aumentado nessas condi¢des, pois este fa-
vorece a replicacdo de fibroblastos por inibir a proteina Sprouty,
que impede que o fator de crescimento do fibroblasto modifique
a membrana celular e gere seu efeito”. Em ratos, demonstrou-
-se que a superexpressio do miR-195 era suficiente para gerar a
hipertrofia do miécito cardfaco?. Por outro lado, a expressio do
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miR-1 e miR-133 apresenta uma relagio oposta com a hipertro-
fia por regularem cascatas de sinalizacdo nos sarcémeros, quando
inibidos por antagomirs sustentam a hipertrofia®*.

O miR-1 é um miRNA muito expresso nas células precursoras do
coragio, agindo na diferenciagio do tecido. No entanto, em ex-
cesso torna-se um fator pré-arritmico, pois silenciam canais ioni-
cos como o GJA1, KCNJ2, HCN2 e HCNA4. Estes tltimos estao
envolvidos na hiperpolarizagio de células cardiacas, mantendo
assim seu ritmo; o0 HCN2 ¢ regulado também pelo miR-133%.

Outras aplicagdes

Os miRNAs apresentam intima relacio com o sistema imune,
sendo que as vias de sinalizacio de receptores 10//-like ¢ de ci-
tocinas sio reguladas negativamente por miRNAs, ao passo que
outros miRNAs podem ativar receptores 70//-like®. Os miRNAs
também estao envolvidos na produgio de anticorpos, na diferen-
ciagdo de linfécitos T e na produgio de linfécitos B, Dessa for-
ma, essas substincias participam do controle tanto da imunidade
inata quanto da adaprativa.

Devido a essa regulagio da imunidade, miRNAs estdo envolvidos
em doengas autoimunes®. Vdrios estudos realizados em pacientes
com lapus eritematoso sistémico (LES) nao constataram as mes-
mas alteragées em miRNAs, porém todos os estudos observaram
uma diferenca no padrio dos miRNAs dos portadores de LES
em relacio aos controles®®. Na artrite reumatoide (AR) e na os-
teoartrite foram identificados miRNAs expressos em quantidades
anormais; o miR-146a, que induz uma resposta pré-inflamatéria,
foi encontrado em niveis aumentados no liquido sinovial de am-
bas as doengas e no sangue periférico de portadores de ARY.

Os virus utilizam dos mecanismos inibitérios dos miRNA para
regularem a replicacio de seu DNA e escaparem dos mecanismos
de defesa®. O miR-21 age na degradacio de RNAm de proteinas
virais expressos no inicio do ciclo e que funcionariam como an-
tigenos, ¢ o miR-LAT inibe a apoptose de neurdnios infectados
pelo virus do herpes. Igualmente, o organismo humano utiliza
miRNAs para inativar particulas virais e inibir sua replica¢io’.

O metabolismo de lipideos também sofre regulagio por microR-
NAs, desse grupo destaca-se 0 miR-33 que modula a proteinas
carreadoras de dcidos graxos para a mitocondria, controlando as-
sim o processo de B-oxidacao. O transporte de colesterol é outro
alvo desses miRNA; o ABCA1, um transportador de colesterol
para fora da célula tem sua expressdo diminuida pelo miR-33, di-
minuindo os niveis de HDL colesterol, contudo esse mecanismo
nao foi comprovado em humanos, nos quais parece haver uma
regulacio da proteina NPClque age juntamente com a ABCA1
no efluxo de colesterol. Dessa forma, acredita-se que o uso de um
inibidor do miR-33 possa agir na prevengio ou tratamento de
doenca coronariana e esteatose hepdtica®.

Dentre as aplicagoes préticas dos miRNAs, o uso como biomarca-
dor para diagnéstico e progndstico de doengas apresenta grandes
perspectivas. Gragas ao seu tamanho e proteinas associadas, esta
molécula é estdvel em fluidos como sangue e urina e alteragoes de
seus niveis tém obtido resultados compativeis com as condicoes
clinicas do paciente, especialmente em cinceres'*".

Como medida terapéutica, investiga-se a utilizagio de antago-
mirs, que sao fitas de RNA complementares ao miRNA alvo que
geram um efeito bloqueador; ou infusio de particulas semelhan-
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tes @ miRNAs, os iRNAs que possuem a capacidade de penetrar
nas células e inibir os RNAm especificos. Entretanto, essas alter-
nativas podem gerar diversos efeitos colaterais, pois antagomirs e
iRNAs podem associar-se, com uma complementaridade parcial,
a alvos inesperados e desencadear reacoes adversas, além disso,
essas moléculas podem provocar respostas imunes, gerando infla-
magio e morte tecidual®.

CONCLUSAO

O genoma humano contem centenas de miRNAs, porém as
funcées fisioldgicas e patoldgicas deles s estido sendo elucidados
agora®. As recentes descobertas possibilitam intimeras aplicagoes
prdticas em diversos setores. J4 foram identificadas formas de
diagnéstico e prognéstico baseadas nessas moléculas, e terapéuti-
cas estao sendo testadas em animais.

Embora os avangos possuam grandes perspectivas na drea da sad-
de, sdo necessdrias mais pesquisas a fim de encontrar marcadores
mais sensiveis e especificos e avaliar a seguranca do uso de miR-
NA em humanos. E inegivel, no entanto, que as aplicagoes dessas
substincias apresentem um grande potencial no campo da satde
humana, cabendo aos profissionais da drea conhecer e atualizar-se
sobre as tecnologias a respeito dos miRNAs.
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