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RESUMO

MicroRNAs (miRNAs) representam uma nova classe de RNAs enddgenos
de ~22 nucleotideos, que atuam como silenciadores pos-transcricionais,
inibindo a traducéo de RNAs mensageiros-alvo. Descobertos ha pouco
mais de uma década em Caenorhabditis elegans, os miRNAs s&o hoje
reconhecidos como reguladores fundamentais da expresséo génica em
plantas e animais. Até o momento, identificaram-se 462 genes de miRNA
no genoma humano e estima-se que esse niumero supere 1000 miRNAs
distintos. Analises bioinformaticas indicam que um Gnico miRNA atue em
diversos RNAs mensageiros, influenciando multiplas vias de sinalizagao
concomitantemente e apresentando enorme potencial regulatério.
Apesar da biologia dos miRNAs ser ainda pouco entendida, essas
moléculas ja foram relacionadas a diversos processos bioldgicos. Além
disso, a expressdo andmala destes pequenos RNAs tem sido associada a
diferentes patologias humanas, inclusive aquelas relacionadas ao sistema
enddcrino e cancer. (Arg Bras Endocrinol Metab 2006;50/6:1102-1107)
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ABSTRACT

MicroRNAs: Novel Class of Gene Regulators Involved in Endocrine Func-
tion and Cancer.

MicroRNAs (miRNAs) represent a novel class of endogenous ~22-
nucleotide RNAs that negatively regulate gene expression by inhibiting
translation of target RNAs. Discovered just over a decade ago in
Caenorhabditis elegans, mRNAs are now recognized as one of the
major regulatory gene families in plants and animals. In the human
genome, 462 miRNA genes have been discovered and the estimated
number of miRNAs is as high as 1000. Bioinformatics analysis indicated
that a unique mIRNA acts on several mMRNA, influencing multiple signal-
ing pathways concomitantly, thus presenting enormous regulatory
potential. Although the biology of miRNAs is not well understood, recent
evidences have linked these molecules to diverse biological processes.
Moreover, aberrant expression of miRNAs has been associated to human
disease, including that related to the endocrine system and cancer. (Arq
Bras Endocrinol Metab 2006;50/6:1102-1107)

Keywords: MicroRNAs; Gene regulation; Endocrine biology; Cancer

M IcRORNAs (MIRNAs) sAio moléculas de RNA fita simples de 19-25
nucleotideos, ndo codificadores de proteinas, que agem como po-
tentes reguladores poés-transcricionais da expressdo génica em plantas e
animais (1). Lin4 (do inglés lineage-deficient-4) foi descoberto em 1993
como o primeiro miRNA, sendo nesta época associado a regulagdo do de-
senvolvimento larval em Caenorhabditis elegans (2). Até o momento, 462
MiRNAs diferentes foram identificados em humanos, e estudos bioinfor-
maticos estimam que este nimero supere 1000 miRNAs, constituindo uma
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das maiores classes de reguladores génicos (3). Os
mMiRNAs exercem seus efeitos regulatérios ligando-se a
regido 3’ ndo traduzida de RNAs mensageiros (RNAmM)-
alvo. Este mecanismo de atuacdo permite a reducdo dos
niveis protéicos de seus genes-alvo, raramente afetando o
nivel de expressao transcricional (1). Apesar de ndo terem
suas fungdes totalmente esclarecidas, a descoberta dos
miRNAs atraiu a comunidade cientifica pelas evidéncias
sugestivas de que estas moléculas apresentam papel fun-
damental em diversos processos biolégicos. Em
mamiferos, estes pequenos RNAs foram associados a re-
gulacdo da proliferacdo, apoptose, diferenciacdo, he-
matopoiese, entre outras fun¢des (4-6). Estudos recentes
enfatizam a importancia destas moléculas ao relatar alte-
racdes na expressdo dos miRNAs em diferentes patologias
humanas. Neste artigo, sintetizamos aspectos da biologia
dos miRNAs e as atuais descobertas associando estas
moléculas a fisiopatologia enddcrina e cancer.

Biogénese dos miRNAs

A biogénese do miRNA, esquematizada na figura 1,
inicia-se com a transcricdo de seu gene pela RNA
polimerase 11, gerando um longo transcrito de miRNA
priméario (pri-miRNA) contendo cap 5’ e cauda poli(A)
(7). O pri-miRNA apresenta uma estrutura hairpin em
seu arcabougo que ¢é clivada ainda no nucleo pela RNase
111, Drosha, e seu cofator DGCRS8 (do inglés DiGeorge
syndrome critical region gene 8), gerando uma molécula
precursora do miRNA maduro denominada pré-miRNA,
com cerca de 70 nucleotideos (8). Em seguida, o pré-
mMiRNA é transportado rapidamente ao citoplasma pela
exportina-5 (Exp5), proteina de exportacdo nuclear que
utiliza Ran-GTP como co-fator (9). No citoplasma, o
pré-miRNA é processado pela RNase 11, Dicer, gerando
um miRNA fita dupla de aproximadamente 22 nu-
cleotideos (10). Este produto é incorporado a um
complexo multimérico denominado RISC (do inglés
RNA-induced silence complex), que inclui as proteinas
Argonautas como principais componentes. Apenas uma
das fitas do duplex de miRNA permanece no complexo
RISC para controlar a expressdo poés-transcricional de
genes-alvo (11). A expressao alterada de componentes da
maquinaria de biogénese dos miRNAs como Drosha,
Dicer e Argonautas, tem sido associada a diferentes tumo-
res humanos, destacando a importancia desta via no fun-
cionamento celular adequado (12).

Regulagao por miRNAs

A regulacdo poés-transcricional exercida pelos miRNAs
na regido 3’ ndo traduzida depende do grau de com-
plementaridade com o RNAm-alvo, podendo ocorrer
por inibicdo traducional ou degradacdo do RNAm. O
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Figura 1. Via de biogénese dos miRNAs. O gene de miRNA
é transcrito pela RNA polimerase Il. O transcrito primario (pri-
miRNA) apresenta uma estrutura hairpin, que é processada
pela enzima RNase lll, Drosha, formando o miRNA precursor
(pré-miRNA) de ~70 nucleotideos. A proteina exportina-5
leva esse produto ao citoplasma para ser processado pela
RNase I, Dicer, gerando um miRNA fita dupla de ~22

nucleotideos. Uma das fitas do duplex de miRNA é
degradada enquanto a outra permanece no complexo
RISC para controlar a expressdo pos-transcricional de
genes-alvo.

pareamento de modo imperfeito com o RNAmM
acarreta a inibicdo traducional do alvo, sendo o meca-
nismo principal de atuacdo dos miRNAs em ma-
miferos. Em funcdo de os miRNAs possuirem se-
glUéncias pequenas e agirem sem a necessidade de pa-
reamento completo, um Unico miRNA pode regular
muitos RNAm-alvo, além de cooperarem no controle
de um Unico RNAm (13). Alguns estudos indicam que
um mMiRNA possa regular 200 RNAs apresentando
fungBes totalmente diversas. Desta forma, 0s miRNAs
constituem uma enorme e complexa rede regulatéria
da sinalizacdo celular. Em plantas, a regulagdo dos
miRNAs ocorre principalmente através de sua inte-
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racdo perfeita com o RNAm, levando-o a degradacdo
(mecanismo de iRNA). No entanto, ja se ttm exem-
plos da ocorréncia deste silenciamento génico também
em mamiferos (14). Apesar de estarmos apenas no ini-
cio de entender a biologia dos miRNAs, o crescente
namero de trabalhos vem revelando importante de-
sempenho destes pequenos RNAs em diversos pro-
cessos hioldgicos. Além disso, através da regulacdo
global da expressdo génica celular e associacdo a di-
ferentes funcdes, torna-se evidente que os MiRNAs
possam alterar a progressdo de diversas patologias.

MIRNAs e a funcao endécrina
O diabetes tipo 2 resulta de defeitos combinados na
secrecdo e acdo da insulina. A capacidade de secrecdao
da insulina decai durante a progressdo do diabetes,
possivelmente devido ao acimulo de danos causados
pela hiperglicemia, hiperlipidemia e estresse oxidativo
(15,16). A recente descoberta de miR-375, um
mMiRNA expresso especificamente na ilhota pancrea-
tica, revelou um novo componente na maquinaria de
secre¢do da insulina. MiR-375 regula a secrecdo deste
horménio em células B de pancreas de camundongo,
inibindo a expressdo de miotrofina, uma proteina
citoplasmatica que induz a exocitose de granulos de
insulina (17). Além disso, miR-124 e let-7b, miRNAs
altamente expressos nas ilhotas, atuam em conjunto
com miR-375 no controle da expressdo da miotrofina,
mostrando um exemplo de atuacdo convergente de
varios miRNAs na traducdo de uma Unica proteina
(18). Até 0 momento, ndo se sabe se ocorrem alteracfes
na funcdo dos miRNAs em pacientes diabéticos; no
entanto, outros 67 mMiRNAs foram identificados em
células B (17). A melhor caracterizagdo do papel dos
mMiRNAs nos mecanismos de secre¢do de insulina podera
levar a compreenséo da fisiopatologia do diabetes, além
de auxiliar no desenvolvimento de novos tratamentos.
Outro papel importante dos miRNAs na funcdo
enddcrina é observado na regulacdo de adipdcitos. A
alta adiposidade é excessiva em paises ocidentais e
contribui para diversas patologias comuns incluindo
diabetes tipo 2, hipertensdo e doencas coronarianas. A
delecdo de mir-14 em Drosophila melanogaster esta
associada com o aumento do tamanho da gota do
adipécito e o maior acumulo de triacilglicerol (19). O
miRNA MiR-143 foi associado a diferenciacdo de
adipécitos. A reducdo dos niveis deste miRNA in vitro
pela transfeccdo de segmentos antisense em pré-
adipécitos humanos, promove a diminuicdo da
expressdo de genes especificos das células adipdcitas,
tais como: GLUT4, HSL, fatty acid-binding protein
aP2 e PPAR-y2, além de diminuir sua habilidade em
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acumular triglicérides, caracteristicas fundamentais na
manutencdo da diferenciacdo adipocitaria (6). Outra
consequéncia da inibicdo de miR-143 é o aumento da
expressdo protéica de ERK5, um dos RNAs-alvo
preditos deste miRNA. No entanto, ainda é necessario
determinar se este e outros alvos de miR-143 tém uma
funcdo direta na diferenciacdo dos adipdcitos (20).

Até o momento, poucos mMiRNAs foram
associados com o funcionamento endécrino; no
entanto, foi predito que muitos genes importantes
neste sistema (enddécrino) sdo alvos potenciais destes
pequenos RNAs. Deste modo, o reconhecimento de
novos mecanismos controlados pelos miRNAs na
funcdo enddcrina poderia apresentar um grande
impacto clinico.

MIiRNAs e cancer

A expressdo alterada de miRNAs vem sendo rela-
cionada a diversos tipos tumorais, podendo funcionar
COmMO oncogenes ou genes supressores de tumor. Em
humanos, 50% dos genes de miRNAs estdo localizados
em sitios gendmicos associados ao cancer (21). Os ge-
nes MiR-15 e miR-16 estdo situados no cromossomo
13914, uma regido deletada em mais da metade das
leucemias linfociticas crénicas (LLC) de células B (22).
Além disso, observou-se uma mutacdo germinativa no
I6cus génico de mMIiR-15/miR-16 que diminui a
expressdo destes miRNAs maduros em células de LLC
(23). Estes miRNAs também estdo menos expressos
em adenomas hipofisarios, sendo esta expressdo in-
versamente correlacionada com o tamanho do tumor
(24). Estes achados sugerem que miR-15 e miR-16
atuem como genes supressores tumorais no cancer hu-
mano. Interessantemente, um estudo recente mostrou
gue miR-15 e miR-16 regulam negativamente a ex-
pressdo de BCL2, um oncogene anti-apoptatico que se
apresenta superexpresso em diversos canceres huma-
nos, incluindo leucemias e linfomas (25).

Os niveis dos miRNAs maduros de miR-143 e
miR-145 estdo significantemente diminuidos em
tumores colorretais e linhagens celulares de cancer
linféide, mama, préstata e colo uterino, sugerindo que
possam atuar como supressores nestes tipos tumorais
(26,27). Os miRNAs pertencentes a familia let-7, que
inclui doze homélogos em humanos, também estdo
inseridos no grupo de miRNAs supressores tumorais.
A familia let-7 de miRNAs regula negativamente a
expressdo das isoformas do oncogene RAS através de
mualtiplos sitios complementares a regido 3’ ndo
traduzida destes RNAs (28). Além disso, a expressao
de certos homoélogos deste miRNA apresenta-se
reduzida nos canceres de pulmao humano de evolucdo
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Tabela 1. MicroRNAs associados a biologia enddcrina e cancer.

miRNA Associagéo Referéncias
miR-375 Secrecao de insulina. a7
miR-14 Metabolismo de adipdcitos. (19)
miR-143 Diferenciacdo de adipocitos. (6)
miR-15/miR-16 Frequentemente deletados ou inibidos em

leucemia linfocitica crénica e adenomas

hipofisarios. (22-25)
miR-143, miR145 Diminuidos em cancer colorretal e linhagem

celular de cancer linféide, mama, préstata

e colo uterino. (26,27)
Let-7 Inibicdo da diferenciacéo e proliferacéo celular;

diminuido em cancer de pulméo. (28,29)
miR-155 Aumentado em linfomas e cAncer de mama. (27,31-33)
miR-221, miR-222, miR-146 Aumentados em cancer de tiréide. (34)
miR-21 Fator anti-apoptético; aumentado em

glioblastoma e cancer de mama. (27,35)
miR-17-92 Aumentado em linfomas e carcinoma

de pulméo. (27,37-39)

mais agressiva (29). Estudos in vitro utilizando linhagem
celular de adenoma de pulmdo humano mostram que a
superexpressao de let-7 apresenta efeito inibitério na
proliferacdo celular destas células (28,29). Estes achados
indicam que let-7 seja um agente terapéutico promissor
no tratamento de cancer causado pela ativacdo de RAS.
De fato, nosso laboratdrio mostrou que a superexpressao
de let-7 em células de cancer papilifero da tiréide (TPC-
1) apresentando ativa¢do natural da via RET/PTC-RAS-
BRAF inibe a proliferacdo celular (30).

Por outro lado, alguns miRNAs exercem acdo
oncogénica nas células. MiR-155 apresenta expressio
aumentada em linfomas e células de cancer de mama
sugerindo que possa agir como oncogene (27,31-33). A
analise da expressdao global de miRNAs em carcinoma
papilifero da tirdide revelou um grande aumento na
expressao de trés miRNAs: miR-221, miR-222 e miR-
146, relacionando-os como possiveis oncogenes neste
tipo tumoral (34). Além disso, miR-21 apresenta
expressdo aumentada em tumores de mama e
glioblastoma, tumor cerebral altamente maligno (27,35).
O knockout deste miRNA em cultura de células de
glioblastoma leva a indugao de apoptose (35).

Uma caracteristica peculiar dos miRNAs consiste
no fato de que grande parte de seus genes esta alinhada
no genoma, formando nichos denominados de cluster.
Neste caso, um grupo de genes forma um Unico
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transcrito primario que originara diversos MiRNAS
maduros apés processamento (36). Um cluster de
MiRNAs designado miR-17-92, compreendendo 0s
MiRNAs miR-17-5p, miR-17-3p, miR-18a, miR-19a,
miR-20a, MiR-19b-1 e miR-92-1, tem sido considerado
potencialmente oncogénico. MiR-17-92 apresenta-se
amplificado em linfomas e cancer de pulméo (37-39). Em
um modelo de camundongos transgénicos, a expressao
do cluster miR-17-92 adicionada a expressao do
oncogene MYC induziu a progressdo de linfomas de
células B (38). Mostrou-se também que a introducédo de
miR-17-92 intensifica a proliferacdo das células de cancer
de pulméo (37). Interessantemente, os alvos preditos para
0 cluster miR-17-92 incluem o0s genes supressores de
tumor PTEN, associados com a Sindrome de Cowden, e
RB2, membro da familia da proteina Retinoblastoma.

O padrio de expressio de mIiRNAs por
microarray em cancer humano pode ser utilizado
eficientemente na classificacdo tumoral. Num painel de
mais de 200 canceres humanos, dados de expressdo de
217 miRNAs foram mais eficientes na definicdo do tipo
de cancer do que 16,000 RNAs. Estes achados indicam
gue o perfil de expressdo de miRNA podera ter extrema
utilidade no diagnéstico de cancer. Além disso, observou-
se de forma global a diminuicdo da expressdo dos
miRNAs em tumores, sugerindo que a maioria dos
mMiRNAs representem supressores tumorais (40).
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Apesar de ainda estarmos no estagio inicial do

entendimento funcional dos miRNAs, a importancia
destas moléculas no cancer é promissora. A conti-
nuidade destes estudos para delinear a funcdo dos
miRNASs nos mecanismos celulares normais e tumorais
poderéa evidenciar métodos eficientes de diagnéstico,
além de auxiliar na busca de novos alvos terapéuticos.
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