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Lista de abreviaturas

DGCR8 — DiGeorge syndrome critical region gene8

DNA — Desoxyribonucleic acid (Acido desoxirribonucleico)

FDA — Food and Drug Administration

IND — Investigational New Drug

miRBase — MicroRNA database (Base de dados de microRNAs)

miRNA — MicroRNA

mRNA — Messenger RNA (RNA mensageiro)

PCR — Polymerase chain reaction (Reacgao em cadeia da polimerase)
Ran-GTP — Ran-Guanosine-5'-triphosphate (Ran- guanosina-5’-trifosfato)
RISC — RNA-Induced Silencing Complex

RNA — Ribonucleic acid (Acido ribonucleico)

RT-PCR — Reverse-transcription polymerase chain reaction (Reacgdo em cadeia da
polimerase via transcriptase reversa)

TRBP — Transactivator RNA-binding protein

MicroRNAs no cancro: Biomarcadores e alvos terapéuticos | ii



Resumo

Até ao inicio dos anos 90 apenas se dava importancia aos genes que levavam a formagao
de proteinas. A partir de 1993, quando se descobriu os microRNAs, o interesse por estas
moléculas foi imediato.

Com o passar dos anos foi descoberta a sua via de sintese e o seu papel em diversas
patologias, como no cancro. Sabe-se agora que estas moléculas sao muito promissoras nas
doengas oncoldgicas, tanto como biomarcadores como alvos terapéuticos. Como
biomarcadores tém potencial para sinalizar individuos com elevado risco de desenvolver a
doenga, fazer o diagnostico, diferenciar tumores benignos de malignos, estratificar o tipo de
cancro quanto a resisténcia as terapéuticas, realizar o prognostico e ainda monitorizar a
resposta a terapéutica. Como alvos terapéuticos, podem permitir uma terapéutica
personalizada, dirigida, com menores efeitos secundarios.

Existem ja empresas que se dedicam a investigagao nesta area, com o intuito de
introduzir os microRNAs na pratica clinica. Ainda assim, existe um longo caminho a
percorrer.

Deste modo, pretende-se fornecer uma visao geral sobre estas moléculas promissoras

explicando os sucessos ja alcangados e os desafios futuros.
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Abstract

Until the beginning of the 90’s only the genes that led to protein formation were
considered important. After 1993, when microRNAs were found, the interest for these
molecules was immediate.

Throughout the years their biogenesis pathway was discovered as well as their role in
several diseases, as in cancer. It is known now that these molecules are very promising in
oncological diseases, both as biomarkers and therapeutic targets. As biomarkers they have
potential to identify individuals with high risk to develop the disease, to make the diagnosis,
to differentiate benign and malignant tumors, to classify the type of cancer according to the
resistance to the therapy, to make the prognosis, and to monitor response to therapy. As
therapeutic targets, they may enable personalized and targeted therapy, with fewer side
effects.

There are already some companies dedicated to the research in this area, in order to
introduce microRNA:s in clinical practice. Still, there is a long way to go.

Thus, it is intended to provide an overview of these promising molecules explaining the

successes already achieved and the challenges ahead.
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Introducao

Actualmente as doengas oncoldgicas sao um dos maiores problemas de satde publica,
sendo responsaveis por mais de um quarto da mortalidade em muitos paises. Prevé-se um
aumento da incidéncia ao longo do tempo, estimando-se que se atinja os |5 milhdes de
novos casos por ano em 2020. ) Em Portugal, tal como no resto do mundo, a incidéncia de
cancro tem vindo a aumentar, e estima-se que cerca de 25 mil pessoas morrem todos anos
devido a esta doenca. @

Apesar de toda a investigagao efectuada com o intuito de compreender melhor esta
doenga, ainda nao se conseguiu alcangar avangos significativos ao nivel do diagndstico
precoce e da terapéutica.

Desde a sua descoberta, em 1993, os microRNAs (miRNAs) despertaram grande
interesse. Nos Ultimos anos tém mesmo emergido como uma classe de moléculas com
grande potencial como biomarcadores tumorais, e sao considerados as moléculas da
proxima geragdo na terapéutica anti-tumoral. ©

Na presente monografia, pretende-se fornecer uma visao geral sobre estas moléculas
promissoras resultante dos avangos conseguidos desde a sua descoberta. Os topicos
abordados serao: miRNAs (o que sao, a sua origem e acgao); miRNAs e o cancro (como
biomarcadores e como potencial alvo nas terapéuticas anti-tumorais); a base de dados dos

miRNAs (miRBase) e miRNAs e o mercado farmacéutico.
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|. Contexto historico

Até ao inicio dos anos 90 a comunidade cientifica focava-se apenas nos genes que
levavam 3 sintese proteica, pois todos aceitavam o dogma de o Acido desoxirribonucleico
(DNA) ser transcrito em Acido ribonucleico (RNA) e este ser traduzido em proteinas.
Deste modo, nao se estudava as sequéncias que nao codificavam proteinas por se considerar
que nao tinham fungSes relevantes. A existéncia e a importancia dos miRNAs era entao
completamente desconhecida.

Em 1993 foi descoberto o primeiro miRNA a partir do gene lin-4 do genoma do
nematodo Caenorhabditis elegans. *® Apesar do interesse imediato nestas moléculas, s6 em
2001 se comegou a descobrir como sao sintetizadas no nosso organismo e em 2002 foram
publicados os primeiros dados a relaciona-las com as doengas oncologicas. A partir desta

altura a investigagio nesta area aumentou significativamente. “ (Fig. 1)

I Selected hallmarks of miRNAs histon: | Overexpression of a single miK is sufficient to cause cancer [46] 2010

miRs predominantly cause mRNA destabilization |32| 2010
miR as molecular decoys |38] 2010
Clinically useful effects of anti-mils in primates [107] 2010

Proof of concept of miR delivery as cancer therapy [110] 2009
miR target (DS |37] 2008
LNA-anti-miR in primates |37) 2008

Expression of miRs in serum/plasma |97] 2008
miRs target gene promoters and induces gene expression |35] 2008
miRs as transcription upregulators [34] 2007
MiRs deregulation in cancer metastasis [53] 2007
miRs deregulation in sutoimmune discases [64,79] 2007
miR target 51 | R [36] 2007
miRs deregulation in neurodegencrative diseases [86,88,90] 2007
miR nuclear import |31] 2007
MiRs deregulation in cardiovascular diseases [60] 2006
MiRs regulation by cpigenctics in mammalian cells [49] 2006
Inhibition of miR by antagomirs in mammalians [104] 2005

Connection between miRs and the V1Y ( oncogene [46] 2005
Altered expression of miRs affects tumor formation/growth in vive [45] 20058
miR-target interaction relevant to cancer [43] 2005
miR as diagnostic/ nostic hiomarker (93] 2004
miRs deregulation in cancer |38] 2002
DICER in miR biogenesis pathway|28,29| Znﬂll
RNAi “unit™: 21-23 nt |27] 2000
|e1-7 discovery [11] 2000

L in-4 recognition as a small ncRNA [4,5]
1993

| | | | | | | | i

1993 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010

Fig. | — Esquema dos principais marcos na histéria dos miRNAs. (Retirado ALMEIDA, M. I; REIS, R. M,; CALIN, G. A. -
MicroRNA history: Discovery, recent applications, and next frontiers. Mutation Research. 717 (2011), 1-8)
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2. MicroRNAs

2.1. O que sao?

Os microRNAs sao pequenas moléculas de miRNA

cadeia simples de RNA com cerca de 21 a 23 [[I111[]]] ITTTTTTT]

Fig. 2 — Esquema de uma molécula de miRNA.
(Adaptado de http://www.laskerfoundation.org/awards,

.p . ~ ~ N 2008_b_description.htm)
codificantes, ou seja, a sua tradugao nao leva a  [acedidoa 27 de Agosto de 2013]

ribonucleotidos. (Fig. 2) Estas moléculas sao nao-

producio de proteinas, e sio compostos enddgenos. ©

2.2. Como sao sintetizados no organismo humano?

Onde sao encontrados?

A biogénese dos miRNAs é um processo complexo constituido por diversas etapas.
Os genes que codificam para os miRNAs estao localizados maioritariamente em regioes
intergénicas, mas também sao encontrados dentro de regides exonicas e intronicas. Os
genes destas moléculas podem estar organizados como genes individuais ou como grupos de
genes representando familias de miRNAs. Estas familias estao normalmente relacionadas na
sua funcao.

Em relagao ao processo de sintese, este inicia-se no nucleo, local onde os genes dos
miRNAs sao transcritos pela RNA polimerase |l. Esta enzima pode usar o seu proprio
promotor ou entao o promotor do “gene hospedeiro” onde estio os genes dos miRNA:s.
Com a acgao da RNA polimerase |l resultam precursores de
miRNAs de grandes dimensoes, denominados miRNAs primarios
(pri-miRNAs). Estas moléculas possuem uma estrutura cap na
extremidade 5 e uma cadeia poliadenilada (poli-adeninas) na
extremidade 3’. Ainda no nucleo, os pri-miRNAs sofrem a acgao de
um complexo microprocessador constituido pela RNAse |ll Drosha

associada a DiGeorge syndrome critical region gene8 (DGCRS8).

\i‘hfdf‘a‘

Daqui resultam os pré-miRNAs, precursores dos miRNAs com

cerca de 70 ribonucleétidos que tém uma estrutura secundaria Fig. 3 — Stem-loop hairpin.
(Retirado de SVOBODA, P,

imperfeita do tipo stem-loop hairpin (Fig. 3). Esta estrutura resulta CARA, A.D.- Hairpin RNA:
a secondary structure of

quando duas regides da mesma cadeia possuem nucleétidos Primary importance.
Cellular and Molecular Life

Sciences. 63 (2006) 901-918)

MicroRNAs no cancro: Biomarcadores e alvos terapéuticos | 3



complementares quando lida em direcgoes opostas e por isso forma-se uma dupla cadeia
que termina com um ciclo desemparelhado. ?®® Os pré-miRNAs sio depois exportados
para o citoplasma por intermédio da exportina 5 (proteina de exportagao nuclear que utiliza
como co-factor Ran-GTP). ® No citoplasma, os pré-miRNAs sio clivados pela RNAse lII
Dicer (enzima que cliva moléculas de cadeia dupla de RNA) resultado uma molécula com
aproximadamente 22 nucledtidos de comprimento. Esta “nova” molécula de cadeia dupla
contém a cadeia do miRNA madura e a sua cadeia complementar. A cadeia de miRNA
madura é normalmente seleccionada de acordo com as propriedades termodinamicas. Em
relagao a cadeia complementar pensava-se que esta seria degradada. No entanto, alguns
estudos recentes sugerem que esta cadeia pode ser seleccionada como uma cadeia funcional
e ter também um importante papel biologico. Por fim, a cadeia madura é preferencialmente
incorporada no RNA-induced silencing complex (RISC), complexo essencial a fungao do
miRNA. O miRNA guia o RISC para o RNA mensageiro que contenha sequéncias

complementares (mMRNA alvo). V®0) (Fig, 4)

Pri-miRNA @"Gc“ Pre-miRNA oy % .
£~ PP

Unwinding
Nucleus
RISC
Cytoplasm e

Fig. 4 — Esquema da sintese dos miRNAs nas células humanas. (Adaptado de BARTELS, C. L; TSONGALIS, G. ]. — Novel
Biomarkers for Human Cancer. Clinical Chemistry. 55, 4 (2009), 624)

Para além dos miRNAs que se encontram no interior das células, torna-se ainda
importante explicar que existe um conjunto de miRNAs que foram encontrados no soro,
denominados miRNAs circulantes. Verificou-se que estas moléculas actuam nas células da
mesma maneira dos miRNAs celulares. Surgiu entao a duvida se estas moléculas resultariam
da morte e lise das células ou de secrecao celular. Provou-se que estes miRNAs nao estao

associados a morte das células nem a fragmentos celulares, e que existem de forma estavel e
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protegida no soro. Ainda assim, nao se sabe quais os mecanismos que determinam se os

miRNAs sio secretados ou retidos nas suas células originais. ¥

2.3. Qual a sua funcao e como a exercem?

Os miRNAs regulam a expressao de mais de trinta por cento de todos os genes que
codificam proteinas. Estas moléculas exercem a sua fungao por regulagao génica a um nivel
pos-transcrigao, uma vez que se ligam a moléculas de mRNA alvo. Para o reconhecimento
do alvo é muito importante a sequéncia de bases entre a base dois e a oito da extremidade
5 da cadeia do miRNA maduro pois esta é a regiao especifica de reconhecimento.
Dependendo da complementaridade desta sequéncia com a sequéncia da regiao 3’ nao
traduzida do mRNA alvo, a forma como o miRNA exerce a fungao ira ser diferente. Assim,
quando as duas sequéncias sao perfeitamente complementares, a ligagao induz a via do RNA
interferéncia levando a clivagem do mRNA pela proteina argonauta do complexo RISC.
Porém, o mais comum é que as sequéncias nao sejam totalmente complementares, o que
leva a uma ligacao imperfeita das sequéncias e consequentemente a repressao da tradugao.
Deste modo, os miRNAs podem reduzir os niveis de proteinas sem alterar significativamente
os niveis dos mRNAs, V"

Foram ainda identificados alguns miRNAs que activam a expressao de certos genes-alvo
de uma forma especifica em vez de os silenciar. Este processo foi denominado RNA activation.
Assim, foi criada uma nova percepgao das fungoes dos miRNAs, pois para além do efeito
inibitorio, mais comum, também podem promover a expressio de certos genes. ' (Fig. 5)

Mature miR strand
incorporated into RISC

CscD

3’ 5!

/. RS

TmGpppG 2 >—I—ApAA A 3'UTR — T oy7R

Translational repression Translational activation

"mGppp '—"fb—...g.»!\Aﬂ\...An 3'UTR

MRNA cleavage

Fig. 5 — Efeitos dos miRNAs nas moléculas alvo.
(Retirado de IORIO, M. V,; CROCE, C. M. — microRNA involvement in human cancer. Carcionogenesis. 33 (2012) 1126-1133)
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Existem imensos miRNAs no genoma humano que sao expressos em diferentes tecidos
e tipos de células. Cada um pode potencialmente regular diversos mRNAs. Os miRNAs
estao assim envolvidos e tém um papel muito importante em quase todos os processos
biologicos, como sejam a diferenciagao, proliferacao e a apoptose celular. Estas pequenas
moléculas tém ainda um importante papel em diversas patologias, como é o caso das

doengas oncoldgicas. 7®

3. MicroRNAs e o0 cancro

Desde 2002 tem havido um grande esfor¢o pela comunidade cientifica para perceber
qual o papel dos miRNAs no cancro.

A utilizagao de diversas técnicas, como a reac¢ao em cadeia da polimerase (PCR)
quantitativa, permitiu demonstrar que a expressao de miRNAs era anormal em muitos dos
tumores humanos. Esse foi o primeiro passo para se considerar que realmente estas
pequenas moléculas tinham de ter um papel importante no cancro. © Na verdade, os
miRNAs podem ter um efeito muito relevante na carcinogénese, existindo estudos que
evidenciam o seu papel em diversos processos, como na proliferagao celular, angiogénese,
apoptose, metastizagio e na invasdo. " Dados recentes sugerem que o papel regulador
destas moléculas nao se limita as células tumorais mas também a todo o microambiente
tumoral. Por exemplo, as células tumorais podem escapar aos ataques das células B e T

através da libertacio de miRNAs imunossupressivos ('

ou por diminuicao dos niveis de
miRNAs importantes na sintese de células do sistema imunitario. De facto, um estudo
revelou que os niveis de miR-142-3p se encontram diminuidos em certas neoplasias, levando
a um bloqueio da diferenciacio das células mieldides. '? Desta forma, as células tumorais
protegem-se através do enfraquecimento do sistema imunitario. Estas células podem ainda
“recrutar” vasos sanguineos através de miRNAs angiogénicos. Ja as células do microambiente
tumoral podem secretar miRNAs supressivos que bloqueiam o crescimento e propagagao
do tumor. Assim, pode ser estabelecido um equilibrio entre sinais prés e contra o
desenvolvimento tumoral. A quebra deste equilibrio pode resultar em crescimento tumoral.
(10),(11)

Assim, pelos diversos estudos realizados é notério o potencial destas moléculas para as

doengas oncologicas.
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3.1. Qual a utilidade dos microRNAs como biomarcadores no

cancro?

A elevada mortalidade nas doengas oncologicas esta frequentemente relacionada com o
facto de o diagndstico ser realizado ja numa fase tardia e de ser dificil estabelecer um
prognéstico correcto. ¥ Embora os marcadores tumorais facilitem o diagnéstico, os
actualmente disponiveis (principalmente enzimas e proteinas) necessitam de procedimentos
invasivos, desagradaveis e ainda apresentam uma baixa sensibilidade e especificidade. ¥
Assim, novos biomarcadores sao urgentemente necessarios para melhorar o diagnostico,
orientar para a terapéutica e monitorizar a resposta a terapéutica. ‘'

Em 2008 foram identificados os primeiros miRNAs na circulagao sanguinea, num estudo
no qual os investigadores concluiram que os miRNAs produzidos pela placenta eram detectados no
plasma materno. Também neste estudo 17 miRNAs placentdrios (hsa-miR-141 e hsa-miR-299, por
exemplo) foram identificados como candidatos a marcadores para a monitorizagao da gravidez. (16)
Noutro estudo verificou-se que doentes com linfoma difuso de células B grandes apresentavam niveis
séricos elevados de alguns miRNAs (miRNA-155, miRNA-210 e miRNA-21) quando comparados

com individuos saudaveis. (1) Comegou entiao a considerar-se o potencial destas moléculas como
biomarcadores. De facto, os miRNAs tém algumas das caracteristicas ideais dos bons
biomarcadores: sao moléculas estaveis na circulagao sanguinea (miRNAs resistem a digestao
por RNAses) e resistem a manipulagao; muitas das suas sequéncias sao conservadas ao longo
das espécies; mudangas nos niveis dos miRNAs em circulagio tém sido associadas a
diferentes estados patolégicos e a parimetros de progndstico bem estabelecidos !9 (Por
exemplo, verificou-se num estudo que os niveis de miR-29a e miR-92a em amostras de
plasma de doentes com neoplasia colo-rectal avangado eram significativamente maiores
relativamente a controlos saudaveis. ® Noutro estudo, os miRNAs miR-125 e miR-200a
foram detectados em niveis muito inferiores na saliva de doentes com carcinoma
epiderméide oral em relagio a individuos controlo. !?); e os niveis destas moléculas podem
ser facilmente determinados por diversos métodos, como a PCR. Assim, os miRNAs
circulantes poderiam ser considerados biomarcadores sensiveis e minimamente invasivos.
(7),(10)

Dado o potencial inerente a estas moléculas, diversos estudos foram conduzidos com o
objectivo de estabelecer relagoes entre os niveis de expressao dos miRNAs circulantes e as
caracteristicas dos individuos (doentes / saudaveis). Pretendia-se perceber as diferengas de

expressao entre individuos saudaveis e doentes e ainda estratificar os doentes consoante
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diferentes caracteristicas que apresentassem (resisténcia a determinada terapéutica,
sobrevivéncia média apos diagnostico, por exemplo). Estes estudos revelaram que o uso de
miRNAs como biomarcadores no cancro apresenta diversas potenciais aplicagoes: sinalizar
individuos com elevado risco de

desenvolver a doenga; fazer o diagnostico,

Sinalizar

individuos com diferenciando as pessoas saudaveis dos

elevado risco L
doentes (mesmo numa fase inicial da

doenca); diferenciar tumores benignos de

P miRNAs como Diferenciar . " )
Monicorizara bi q e malignos; estratificar o tipo de cancro
resposta a iomarcadores  [EHIRERT

terapéutica no cancro malignos quanto a resisténcia as terapéuticas;
realizar o prognostico; e ainda monitorizar

. Estratificar os a resposta a terapéutica. (Fig. 6) Tendo em
Realizar o tumores quanto

progndstico | a resisténciaas conta estas informagdes poder-se-ia
terapeutlcas

instituir uma terapéutica personalizada num

estado precoce da doenga, levando a uma

Fig. 6 — Potencialidades dos microRNAs como
biomarcadores no cancro. maior probabilidade de sucesso.

No entanto, apesar dos avangos conseguidos nesta area, ainda existem alguns topicos que
devem ser explorados, nomeadamente a falta de reprodutibilidade dos métodos usados para a
detecgao destas moléculas, que continua a ser a principal dificuldade. Esta limitagao é justificada
pelo facto das moléculas apresentarem um tamanho muito pequeno e existirem diversas
sequéncias muito semelhantes. Existe também falta de consenso em relagao aos controlos e aos

procedimentos para armazenar e manipular as amostras mais adequados. 792D

3.2. Qual a utilidade dos microRNAs como potenciais alvos

das terapéuticas anti-tumorais?

As opc¢oes terapéuticas disponiveis actualmente no mercado para os diversos tipos de
tumores sao muito escassas e apresentam imensos efeitos adversos. Ainda que os novos
tratamentos tenham permitido uma maior sobrevivéncia, os resultados nao sao os desejados.
Isto deve-se ao facto de se continuar a tratar os doentes com caracteristicas clinicas
semelhantes mas que apresentam variagoes a nivel molecular com a mesma terapéutica, o
que afecta o sucesso do tratamento. © Assim, tem havido um esforco no sentido de
desenvolver terapéuticas dirigidas, especificas a cada caso. Os miRNAs podem ter um papel

fundamental nesta area. ®
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Antes de mais, € importante explicar o fundamento da terapia com base na acgao dos
miRNAs. Assim, tal como explicado anteriormente, a expressao dos genes alvo é geralmente
regulada negativamente pelos miRNAs, uma vez que estes levam a clivagem ou inibigao da
traducao dos mRNAs resultantes da transcrigio dos genes. Os miRNAs podem ter entio
uma fungao oncogénica, se o gene alvo for um gene supressor tumoral, ou uma fungao
supressora tumoral, se o gene alvo for um oncogene. ® De salientar que estas moléculas
podem regular multiplos genes e, por isso, podem ser capazes de ter um papel activo nas

seis caracteristicas
essenciais na progressao do
N Insensitivity to cancro: auto-suficiéncia em

Evading o LIEEE antigrowth
apoptosis - signals sinais de  crescimento,
insensibilidade a sinais anti-

crescimento, evasao da

apoptose, potencial

Tissue

Sustained invasion L e
aioncicsls and replicativo ilimitado,

metastasis - L,
manutengao da angiogénese

Limitless replicative X . .
potential e capacidade de invadir

Fig. 7 — Seis caracteristicas essenciais na progressiao de um cancro. outros tecidos -
(Retirado de http://cancergrace.org/cancer-101/files/2011/08/ hallmarks-of-cancer.jpg) 23) (24
[Acedido a 02 de Setembro de 2013] metastases. (Fig. 7) @V

Através do estudo dos niveis de miRNAs e da sua fungao, estabeleceram-se duas
abordagens principais para utilizar estas moléculas no tratamento do cancro. Estas
abordagens tém como base tentar restabelecer a quantidade de miRNAs expressos que se
verificam nos tecidos saudaveis.

Quando o nivel de expressao destas moléculas se encontra aumentado e estas se
encontram a inibir a accao de genes supressores tumorais, a estratégia terapéutica baseia-se
na entrega de oligorribonucleétidos sintéticos anti-miRNAs alvo, ou seja, complementares a
sequéncia destes. Assim, devido a ligagdo dos oligorribonucleétidos aos miRNAs alvo,
diminui-se a quantidade disponivel destas moléculas, levando, pois, a uma actividade anti-
tumoral. (Fig. 8, ramo A) Os oligorribonucleétidos utilizados sao modificados de modo a
terem maior resisténcia as nucleases celulares. Uma modificagao que pode ser usada é a

metilacao do residuo 2-OH da ribose.
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Fig. 8 — Tratamento baseado nos miRNAs.
(Retirado de KONG, Y. et al. - microRNAs in cancer management. The Lancet Oncology. |3 (2012), 249-258)

Outra abordagem para diminuir a quantidade de moléculas de miRNAs disponiveis passa
pela inibicio dos componentes essenciais a produgao das moléculas de miRNAs maduras,
como as enzimas Drosha e Dicer. Porém, esta forma de actuar tem a grande desvantagem
de se interferir na sintese de moléculas de miRNAs maduras sem especificidade, podendo
levar a efeitos imprevisiveis que nao sao de todo desejaveis.

Noutras situagoes, o nivel de miRNAs no ambiente tumoral encontra-se demasiado
baixo em relagao aos tecidos normais, o que nos leva a considerar que possa existir a
sobreexpressao de genes importantes para o desenvolvimento tumoral. Assim, o objectivo
passa a ser aumentar a quantidade de moléculas de miRNAs. Para tal, pode-se incorporar o
miRNA pretendido num vector de forma a entrega-lo as células. (Fig. 8, ramo B) Os
vectores utilizados podem ser virais ou nao-virais. Os vectores virais acarretam certas
questoes de segurancga devido, por exemplo, a possibilidade de induzirem respostas imunes
no hospedeiro. Assim, apesar da menor eficiéncia, os vectores nao-virais sao mais
vantajosos. Contudo, o uso de vectores contendo miRNAs (virais ou nao virais) permite
apenas alcangar estados transitorios, pelo que para se conseguir uma terapéutica persistente

seria necessario uma abordagem transgene. "¢
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No entanto, apesar dos avangos conseguidos nesta area, ainda existem alguns problemas
que tém impedido o desenvolvimento de tratamentos baseados em miRNAs. Um dos
problemas detectados é a falta de estabilidade dos miRNAs quando introduzidos in vivo.
Assim, é necessario aumentar o tempo de semi-vida para que o tratamento seja efectivo.
Esta questao podera ser ultrapassada melhorando a estabilidade das proprias moléculas ou
protegendo-as contra ambientes desfavoraveis. Outro problema que se encontra ainda por
resolver & a necessidade de assegurar a entrega especifica e a retengao dos miRNAs nos
tecidos tumorais. Como por vezes uma molécula de miRNA pode actuar em diversas
moléculas de mRNAs, os efeitos fora do alvo pretendido sao provaveis e substanciais. Uma
possivel estratégia para ultrapassar esta limitagao é o uso de
nanoparticulas dirigidas. (Fig. 9) O direccionamento destes
veiculos pode ser passivo (quando o direccionamento é devido, .
por exemplo, ao tamanho das nanoparticulas e a propriedades ‘-- %
da vasculatura tumoral) ou activo (quando se conjugam ;
diferentes compostos com as nanoparticulas de forma a . E

aumentar a afinidade para os tumores). ©® Fig. 9 - Exemplo de nanoparticula

As estratégias nanobiotecnologicas encontram-se apenas E’,fgjme:;redia ﬂﬂ%ﬂ?exr?'?t\'ﬁsl. .
. - . . . Targeted delivery of microRNA-

no inicio mas sao consideradas muito promissoras. Com o 29b by transferrin-conjugated

anionic lipopolyplex nanoparticles:

desenvolvimento desta drea, acredita-se que os MIRNAs a novel therapeutic strategy in
acute myeloid leukemia. Clinical

venham a ser uma ferramenta valiosa na intervengdo  Cancer Research. 19 (2013) 2355-
2367)

terapéutica destes doentes. *¢

4. Base de dados dos microRNAs (miRBase)

A partir de 2001 a Publications in PubMed
. . ~ , 4500
investigagdo na area dos 4000 — B
miRNAs aumentou ok

3000 -

significativamente, levando 2500
2000 |

a novos conhecimentos e, 1500

1000 -1
consequentemente, a 500 - ‘l —I -‘
A

novas publicacoes. (Fig. 10
P (Fig. 10) "o% eq?( e%e e%j e%? e%$ “:‘}aﬁ eoa) "o% ',oqp T:‘a’a 90/‘;

Fig. 10 — Ndmero de publicagées de miRNAs na PubMed ao longo dos anos.
(Retirado de http://www.interna-technologies.com/technology.php)
[Acedido a 02 de Setembro de 2013]

Deste modo, surgiu a
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necessidade de organizar toda a informagao adquirida, de modo a que pudesse ser facilmente
consultada. Assim, em Dezembro de 2002, foi langada a primeira versao da base de dados de
miRNAs (miRBase). A actualizagao mais recente foi realizada em Junho deste ano e conta
com 2452 registos. ?”) Esta plataforma é entio uma base de dados online para miRNAs onde
sao colocadas diversas informagdes, como a nomenclatura, dados da sequéncia e a previsao
dos alvos. ® Os objectivos principais desta plataforma sio o fornecimento de um esquema
de nomenclatura consistente, a existéncia de um local onde se encontram todas as
sequéncias de miRNAs conhecidas (facilitando o acesso a informagao), a provisao de
informagoes que suportem a evidéncia das previsoes dos alvos do miRNA em questao, e o
fornecimento de informagdes adicionais acerca de cada sequéncia de miRNA (tal como a
referéncia as publicagdes em que é mencionada).

Com o rapido crescimento desta area foi entao necessario adoptar um esquema de
nomenclatura usado por todos de igual forma. Com efeito, quando se pretende registar uma
nova molécula de miRNA é necessario ter em conta a seguinte nomenclatura: sao utilizadas
3 a 4 letras como prefixos para definir a espécie e “miR” (se for uma sequéncia madura) ou
“mir” (se for uma sequéncia precursora). Quando existem mMiRNAs maduros que diferem
apenas numa ou em duas posi¢oes sao atribuidas letras aos sufixos, como por exemplo
mmu-miR-10a e mmu-miR-10b (mmu — Mus musculus). E ainda de salientar que os esquemas
de nomenclatura para virus e plantas sao um pouco diferentes, mas nao serao abordados
nesta monografia.

No momento do registo de uma cadeia madura de um miRNA, este é logo pensado
como um produto que regula diversos alvos. Assim, recorre-se a diversas técnicas de forma
a prever esses alvos (sequéncias dos mMRNAs). Essa informagao também é colocada na base
de dados.

Esta base de dados é entio muito importante porque permite uma rede global de
conhecimentos acerca dos miRNAs. ®®

Na figura | | estd representado o registo do hsa-mir-25 (hsa — Homo sapiens). ©°
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Stem-loop sequence MI0000082
PYSIIULLE MI0000082
DN hsa-mir-25
SV LIN HGNCMIRN2S

DG Homo sapiens miR-25 stem-loop

aug ag g uu g u -- ac
gECC g uug agge gagac g geaau gou gg g
(I B B O M H 1 Y O -
SCLURILTN ccop ¢ gac ucug cucug ¢ cguua cgg cc u
C gu ag g uu a - gu cg
7:99335834-99335917 |- ENST00000343023; intron 8;
Geénormna context ENST00000341047; intron 21; NP_877577.1
ENST 7, intron 36; MCM7

ENST00000362082; intron 54; NP_877577.1

EMBL AJ421746
HGNC 31609

Database links
Related entries SIS mmk-mir-25 lla-mir-25 mne-mir-25 fru-mir-25 tni-mir-25
Show details

Mature sequence MIMAT0000081
LY MIMAT0000081

(DB hsa-miR-25

52 - cauugcacuugucucggucuga - 73

Sequence
Get sequence

VLI experimental; cloned [1-2], Northern [1]

MIRBASE hsa-miR-25
ML CHRETO el PICTAR-VERT hsa-miR-25
TARGETSCAN miR-25/32/92/367
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Fig. 1| —Registo de uma molécula precursora de miRNA (hsa-mir-25) na miRBase.
(Retirado de GRIFFITHS-JONES, S. et al. — miRBase: microRNA sequences, targets and gene nomenclature. Nucleic Acids
Research. 34 (2006), 140 — 144)

5. MicroRNAs e o mercado farmaceéutico

Como os miRNAs siao moléculas com um enorme potencial para as doengas
oncolégicas, diversas empresas estao a investir muitos dos seus recursos nestas.
Algumas empresas desenvolveram servicos de forma a apoiar os investigadores no

desenvolvimento de novos conhecimentos. A empresa LC Sciences, por exemplo, é capaz de
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sequenciar e apresentar o perfil de todos os miRNAs descobertos. " A Origene é outra
empresa que desenvolveu ferramentas para apoiar os investigadores nas diversas etapas do
projecto, desde a detecgio do miRNA até i identificagdo dos seus alvos. ©?

Existem outras empresas que tentam descobrir e validar miRNAs como biomarcadores,
como é o caso do Comprehensive Biomarker Center (CBC). Nesta empresa analisam-se
biomarcadores a partir de amostras sanguineas de doengas malignas e, em colaboragao com
centros de pesquisa clinica e hospitais, descobriram e validaram a presenga de miRNAs em
®3)

diversos tipos de cancro.

Existem ainda outras

By InteRNA’s moves forward with focused
@ 2 pipeline empresas que estio mais
interessadas na descoberta e
in vivo PoC PoC formulated miRNA IND/IMPD

Lead Discovery Lead Validation l, Lead Optimization l Pre-clinical by 2014 desenvolvimento de novos
B-Raf pathway— H H i

Meianams farmacos para  doentes
Anti-angiogenesis— H : :
Solid tumors oncologicos com base nos

Tumorell desth= s miRNAs. A inteRNA
Head&Neck

Technologies é exemplo

Light Blue
indicates progress

: next 12 months destas empresas. (Fig. 12)

Fig. 12 — Pipeline da empresa inteRNA Technologies.

(Retirado de http://www.interna-technologies.com/products.php) A|gun5 dos PI"OdLItOS,
[Acedido a 27 de Agosto de 2013] B

nomeadamente moléculas

que sao complementares a alguns miRNAs humanos, estao a ser testados e tém sido

G4

alcangados bons resultados. No programa de desenvolvimento de novas moléculas anti-

angiogénese, por exemplo, as moléculas testadas nesta empresa demonstraram uma significativa
supressao tumoral em modelos animais. No inicio deste més, esta empresa em colaboragcao com a
SomantiX (industria biotecnologica) obteve uma bolsa para desenvolver nanoparticulas com miRNAs
anti-angiogénicos revestidas com anticorpos especificos para a vascularizacao de tumores das células
renais. 3 A miRNA Therapeutics, Inc. é também uma empresa biofarmacéutica com o
objectivo de descobrir novas terapias oncologicas tendo como base os miRNAs, tanto para
tumores solidos como hematoldgicos. Esta empresa apresentou este ano a sua primeira
candidatura a uma “Investigational New Drug” (IND) para o composto MRX34, que estd a
ser testado num ensaio clinico de fase | em doentes com cancro primario de figado
irressecavel e em doentes com tumores metastiticos com envolvimento hepatico. ©°
MRX34 é uma formulagao lipidica (lipossomas) carregada com moléculas que mimetizam o

miRNA-34, cujos niveis se encontram reduzidos em muitos dos tumores humanos. Em niveis

normais, esta molécula é responsavel por inibir o crescimento tumoral, uma vez que reprime
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diversos oncogenes, tal como o BCL2. Até agora os estudos realizados com este produto
foram bastante promissores. Quando testado em modelos (murganhos) de carcinoma
hepatocelular, este produto apresentou melhores resultados que o Sorafenib, inibidor de

multiplas cinases aprovado

15! miRNA Replacement
MRX34 {miR-34 mimic) Therapy in the Clinic!

pela. Food and Drug

1

miR-Rx07* For clinical study information,
please see listing on
miR-Rx06* ClinicalTrials.gov
miR-Rxlet-7  (et-7 mimic) tratamento de doentes com

. 3 Oncology
miR-Rx02*

Administration (FDA) para o

carcinoma hepatocelular. ©®

miR-Rx16 (miR-16 mimic)

. Outros  produtos  estao
miR-Rx01*

miR-Rx03* ‘ também a ser desenvolvidos

PRE-CLINICAL

por esta empresa, cOmo se
DEVELOPMENT

PHASE | PHASE Il

pode confirmar pelo seu

RESEARCH & DEVELOPMENT | ’

* miRNA mimics undisclosed Plpellne. (37) (Fig. I3)A Regulus
Fig. 13 - Pipeline da empresa miRNA Therapeutics. . ,
(Retirado de http://www.mirnatherapeutics.com/___Pipeline/Pipeline.aspx) Thel’aPeUtICS € outra
[Acedido a 27 de Agosto de 2013]

empresa a desenvolver-se
nesta area. A nivel da oncologia esta focada no carcinoma hepatocelular e no glioblastoma.
Alguns dos produtos estao a ser desenvolvidos em colaboragao com outras empresas como

é o caso da Sanofi e da AstraZeneca. ®® (Fig. 14)

Initial RNA Development Programs

anti-miR Program Commercial Rights

REGULUS
miR-122 THERAPEUTICS™

REGULUS
miR-221 THERAREUTICS

REGULUS
miR-10b THERAPEUTICS™

S
miR-21 SANOF|
miR-21 SANOFI
A

miR-33 AstraZeneca =

*Commercial rights far miR-122 target licensed to GSK, other than RG-101
Fig. 14 — Pipeline da empresa Regulus Therapeutics.

(Retirado de http://www.regulusrx.com/therapeutic-areas/#Oncology)
[Acedido a 27 de Agosto de 2013]
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Conclusao

Os miRNAs sao, sem dlvida, moléculas muito promissoras para as doengas oncologicas
uma vez que tém potencial para ser utilizados como biomarcadores e como alvos das
terapéuticas anti-tumorais.

Estas moléculas permitirao diminuir a mortalidade associada a estas doengas e melhorar
a qualidade de vida dos doentes, através da possibilidade de fazer um diagndstico precoce,
um prognostico correcto e de adaptar a terapéutica a cada doente.

Apesar de durante estes ultimos anos ter havido um grande progresso nesta area, ainda
€ necessario muito trabalho e investigacao para que os miRNAs integrem a pratica clinica.
Ainda assim, os resultados até agora obtidos permitem ter esperanga que um dia se

alcangara uma grande vitdria, vencer a luta contra o cancro.
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