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RESUMO

Devido ao avango na expectativa de vida dos animais domésticos, afecgbes carcinogénicas tém
sido frequentemente abordadas. Atualmente a neoplasia mamaria tem sido o tumor mais
diagnosticado em cadelas, por isso médicos veterinarios tém buscado por métodos de diagnéstico
e tratamento que sejam precisos para esse problema, tendo em vista que essa afeccdo pode
desencadear metastases no organismo. Os miRNAs sdo pequenos RNAs com 20 a 24
nucleotideos, ndo codificantes, que medeiam o silenciamento génico pds-transcricional e ajustam a
regulacdo de muitos genes envolvidos com cancer. Devido & importancia dos miRNAs associados a
tumorigénese e seus papeis fisioldgicos no ambiente tumoral, estudos apontam que entender mais
sobre os miRNAs pode ser fundamental para o uso dos mesmos em tratamentos terapéuticos para
diversos tipos de tumores. A presente reviséo tem como objetivo descrever de forma sucinta sobre
o funcionamento dos miRNAs e sua aplicabilidade na identificacédo de células neoplasicas.
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ABSTRACT

Due to the soaring in the life expectancy of domestic animals, carcinogenic conditions have been
frequently addressed. On the present time, mammary neoplasia has been the most diagnosed
tumor in dogs, thereby veterinarians have been searching for precise diagnosis and treatment
methods for this problem, considering that this condition can trigger metastases in the body.
mMiRNAs are small non-coding RNAs of 20 to 24 nucleotides that mediate post-transcriptional gene
silencing and adjust the regulation of many genes involved in cancer. Owing to the importance of
miRNAs associated with tumorigenesis and their physiological roles in the tumoral region, studies
indicate that further knowledge about miRNAs can be fundamental for their use in therapeutic
treatments for different types of tumors. The present review purpose to succinctly describe the
functioning of miRNAs and their applicability in the identification of neoplastic cells.
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INTRODUCAO
Com o aumento da expectativa de vida dos céaes, a frequéncia na rotina
clinica de doencas inerentes a idade, como o cancer tem se tornado prevalente
(DOBSON, 2011; WITHROW et al., 2013).
A neoplasia maméaria é o tumor mais diagnosticado em cadelas, portanto,
representam um problema clinico significativo (SALAS et al., 2002; SORENMO,
2003; REDDY et al., 2009; BENAVENTE et al., 2016). Entre os tumores mamarios



caninos, aproximadamente 50% deles sdo malignos (SALAS et al.,, 2002;
SORENMO, 2003; BENAVENTE et al., 2016) sendo o tipo tumoral mais comum o
carcinoma tubular (adenocarcinoma), seguido do carcinoma papilifero, carcinoma
solido, carcinoma complexo e carcinossarcoma (SALAS et al., 2002; REDDY et al.,
20009).

Até o momento, o Unico tratamento eficaz € a cirurgia, que consiste na
retirada das glandulas alteradas e dos ganglios linfaticos locais. Geralmente, ao
mesmo tempo, uma ovariohisterectomia (OHE) também é realizada. No entanto,
estudos recentes demonstraram que nem todos os casos de tumor mamario se
beneficiam da OHE (KRISTIANSEN et al., 2016). Alternativamente, os MicroRNAs
(miRNA) sédo apontados como biomarcadores tumorais e podem ser usados como
alvos terapéuticos para diversas doencas (ZHANG; WANG; GEMEINHART, 2013).

Os miRNAs correspondem a uma classe de pequenos RNAs de fita simples
com comprimento de 17 a 25 nucleotideos. Originam-se de regifes nao
codificadoras de proteinas (introns) e desempenham um papel na regulacéo
génica pos-transcricional em condicdes fisiolégicas normais, sendo essenciais na
diferenciagao tecidual, ciclo celular, proliferagcéo e apoptose (REDDY, 2015).

Eles regulam até 60% dos genes codificadores de proteinas (FRIEDMAN,
2008), entretanto existem varios mecanismos que podem levar a expressao
alterada do mIRNA, incluindo alteracbes gendmicas, como amplificacdes,
delecbes, mutacdes, polimorfismos, alteracdes epigenéticas e alteracbes na
biogénese do miRNA. Essas alteracdes podem ser responsaveis por desregular os
niveis da expressdo do miRNA ou alterar os genes-alvo do miRNA nas células
tumorais (CALIN et al., 2004).

Alguns estudos ja relataram a expressao diferencial de miRNA comparando
células tumorais com células normais. Em alguns tipos de cancer, miRNAs
especificos tém expressao diferencial dependendo do estagio do tumor, desde a
carcinogénese até a invasdo e metastase. Os miRNAs podem atuar tanto em
oncogene quanto em genes supressores tumorais, contribuindo para a formacgéao
tumoral em ambos os casos (DI LEVA et al., 2014; REDDY, 2015).

Nas células tumorais, os miRNAs expressos de forma aberrante exercem
fungBes supressoras ou oncogénicas de tumor, regulando a expressdo de mRNAs
em diferentes vias de sinalizacdo, afetando assim a progressdo do tumor (DI
LEVA; GAROFALO; CROCE, 2014). A presente revisdo teve como objetivo



fornecer uma atualizacdo sobre a biodindmica de miRNAs e sua relagdo com o

cancer de mama em cadelas.

DESENVOLVIMENTO
Biodinamica de micro-RNAs

O primeiro RNA, lin-4, foi descoberto em 1993 por meio de uma triagem
genética em nematoides. Mais tarde, no mesmo ano, foi descoberta a regulacéo do
lin-14 pelo lin-4, o que demonstrou a fungcao reguladora de pequenos RNAs (LEE
et al., 1993; WIGHTMAN et al.; 1993). O RNA lin-4 mais curto é agora reconhecido
como a origem de uma classe abundante de pequenos RNAs reguladores,
conhecidos como MicroRNAs (miRNAs). Atualmente, a regulacdo génica dirigida
por miRNA é uma area ativa de estudo. Centenas de miRNAs foram descobertos
por técnicas de clonagem e RNA fracionado por tamanho (LAU et al., 2001).

Em animais, os miRNAs sdo sintetizados a partir de miRNAs primarios (pri
mMiRNAS) pela acdo de duas proteinas do tipo RNase Ill: Drosha no nucleo e Dicer
no citoplasma (KIM; HAN; SIOMI, 2009). Os pri-miRNAs s&o processados para
prée-miRNAs e, entdo, com o auxilio da exportina 5, os pré-miRNAs séao
transportados para o citoplasma e processados por Dicer, levando a formagéo do
miRNA de fita dupla, que é desenrolado por proteinas Argonaute (AGO) e
incorporados ao complexo silenciador induzido por RNA (RISC). O RISC se liga
diretamente a regido nao traduzida de RNA mensageiro que sao direcionados para
degradar ou reprimir a traducdo (BARTEL, 2004). A Figura 1 demonstra a

biogénese e o processamento dos miRNASs.



Figura 1 - Modelo para biogénese de miRNA.
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Estudos revelaram que a regulacdo génica mediada por miRNA é dinamica,
sendo influenciada por fatores que podem contribuir para a intensidade dessa
regulagéo. Entre esses fatores, incluem a compartimentagdo funcionalizada e
transporte de miRISC dentro das células. A disponibilidade e abundancia de
MiRNAs e seus mMRNAs alvo também séo fatores que determinam quais genes
serdo regulados (O'BRIEN et al., 2018).

Os miRNAs exibem em grande parte uma complementaridade limitada com
seus MRNAs alvo em animais, mas isso ainda é suficiente para regular varios
processos fisioldgicos. Tem sido sugerido que eles reprimem a etapa de iniciacao
do processo de traducéao, que pode ser seguida pela degradacdo do mRNA (KATO
e SLACK, 2008). Geralmente, miRNAs podem regular redes de genes de forma
dindmica ou transitoria, por feedbacks e loops de regulacdo, afetando as redes
reguladoras de genes, levando a mudancgas nos perfis transcricionais (O’'BRIEN et
al., 2018).



Sabe-se que a interrupcdo de um miRNA pode afetar a transcricdo de varios
genes que afetam as vias de sinalizacéo relacionadas ao cancer (REDDY, 2015).
A expressao do miRNA por sua vez, se torna mais facil de quantificar em amostras
representativas, como tecidos obtidos de cirurgia ou biépsia e tecidos fixados em
formalina e embebidos em parafina para analise anatomopatologica (HU et al.,
2010).

MicroRNA e cancer

Nas células tumorais, os miRNAs expressos de forma aberrante exercem
funcdes supressoras ou oncogénicas do tumor em questao, regulando a expressao
de mRNAs em diferentes vias de sinalizacéo, afetando a progressao do tumor (DI
LEVA; GAROFALO; CROCE, 2014).

Os miRNAs geralmente estdo localizados em regiées contendo ganhos ou
perdas gendmicas envolvidas no cancer (CALIN et al.,, 2004; GARZON et al.,
20009).

O perfil de expressédo global de miRNA é util para diferenciar entre um
tecido normal e neoplasico; para identificar o tecido primario da metastase e para
distinguir diferentes subtipos histolégicos de tumores ou até mesmo determinar
associac0Oes a disturbios genéticos especificos (IORIO e CROCE, 2012).

Em paralelo, o primeiro estudo de perfil de miRNA em cancer de mama
humano identificou uma assinatura de 15 miRNAs que poderiam diferenciar o
cancer de mama de tecidos mamarios normais com 100% de precisdo (IORIO et
al., 2005). Starkey et al. (2007) observaram expresséao anormal de 133 miRNAs em
tecido mamario tumoral em comparacao com a expressao em tecido normal. Além
dos miRNA, acredita-se que a divisdo celular aberrante do tumor com replicacéo
danificada do DNA, hipoxia, acumulo de mutacdes em genes de reparo do DNA,
modificacBes epigenéticas podem contribuir para esse fenébmeno (KLOPFLEISCH
et al., 2010). A proliferacdo celular continua causada por proto-oncogenes ativados
por mutacdo ou inativacdo de genes supressores de tumor induz a replicacéo do
DNA danificado (HALAZONETIS; GORGOULIS; BARTEK, 2008). Além disso,
hipoxia cronica ou ciclos de hipdxia e reoxigenacédo contribuem para a instabilidade
gendmica (BRISTOW e HILL, 2008).

Em alguns tipos de cancer, miRNAs especificos apresentam niveis de

expressdo diferenciados desde a carcinogénese até invasdo e metastase. Os



miRNAs podem agir tanto na oncogénese, quanto em genes supressores de tumor
colaborando com a formacé&o tumoral em ambos os casos (DI LEVA et al., 2014;
REDDY, 2015). Por exemplo, em estudo conduzido por Bhome et al. (2017), foi
constatado que exossomos de fibroblastos transferidos para células cancerigenas
colorretais, com um aumento resultante nos niveis de miRNA celular, influenciou
na proliferacdo, sobrevivéncia e resisténcia a quimioterapicos.

Sabe-se que os mMiRNAs podem regular mMRNAs em diferentes vias de
sinalizacdo, afetando a progressédo do tumor (DI LEVA; GAROFALO; CROCE,
2014). Portanto, atualmente € estudado que alterar os niveis de miRNA em células
cancerigenas tem um potencial promissor como um método terapéutico
(FORTERRE et al., 2020).

MiRNA e neoplasia maméria em cadelas

Atualmente, milhares de miRNAs foram previstos em animais, plantas e
virus por diferentes abordagens (ZHANG et al.,, 2006), incluindo métodos
experimentais (ROSALINDA e VICTOR AMBROS, 2001), abordagens
computacionais (BROWN e SANSEAU, 2005), marcadores de sequéncias
expressas (EST) e sequenciamentos de genomas (ZHANG et al., 2005, 2006).

Alguns estudos ja foram desenvolvidos em cdes avaliando os niveis de
expressdo de miRNAs em hemangiossarcoma (GRIMES et al., 2016), leucemia
linfocitica cronica (GIOIA et al., 2011), melanomas (NOGUCHI et al., 2011;
STARKEY et al.,, 2017), carcinomas prostaticos (KOBAYASHI et al., 2017) e
neoplasias mamarias (BOGGS et al., 2008; VON DEETZEN et al., 2014; KROL et
al., 2014; LUTFUL et al., 2015; OSAKI et al., 2016; BULKOWSKA et al., 2017).

A andlise computacional indica que o numero total de miRNAs pode ser
superior a 1% do total de genes codificadores de proteinas (LAl et al., 2003; LIM et
al.,, 2003); mais de 30% dos genes que codificam proteinas podem ser
direcionadas por miRNAs (BEREZIKQV et al., 2005; LEWIS et al., 2005).

Na oncologia veterinaria, os miRNAs foram examinados em outros tipos de
tumor. Além disso, foram observadas semelhancas no padrdo de expressao de
mMiRNA entre canceres de mama humanos e 0s tumores mamarios caninos
(BOGGS et al., 2007; BOGGS et al., 2008; VON DEETZEN et al., 2014)

No estudo conduzido por Chen et al. (2022), foi usado a técnica de Next

Generation Sequencing (NGS) seguido de reacdo em cadeia da polimerase



quantitativa (QPCR) em larga escala para investigar miRNAs diferencialmente
expressos no tumor mamario canino em relacdo ao tecido normal da glandula
mamaria (CHEN et al., 2022). Diferengcas na expressdo de microRNA entre os
tumores mamarios caninos ndo metastaticos e metastaticos ja foram relatadas em
um estudo baseado em microarray (BULKOWSKA et al., 2017), sugerindo que
seus perfis de expressao diferem entre alguns subtipos histolégicos, indicando seu
potencial como biomarcadores especificos.

Numerosos estudos indicam que o nivel de expressdo do miRNA ¢é alterado
em varios tipos de cancer, mesmo dentro do mesmo tumor. Descobriu-se que 0s
mMiRNAs participam de quase todos 0s processos celulares importantes, como a
regulacdo da proliferacdo celular, diferenciacdo, angiogénese, migracdo e
apoptose (BOGGS; WRIGHT; STICKNEY, 2008).

Diferentes padrbes de expressao de miRNA (determinados por qRT-PCR)
foram observados em diferentes tipos de tumor: miR-15a e miR-16 mostraram uma
significativa diminuicdo da regulacdo em carcinomas ductais caninos, enquanto
miR-181b, miR-21, miR-29b e O miRlet-7f foi fortemente regulado positivamente
em carcinomas papilares tubulares caninos (BOGGS; WRIGHT; STICKNEY,
2008).

De acordo com Kabir et al. (2016), transicdo de fase G1 para S do ciclo
celular é fortemente regulada por varias familias de miRNAs, que influenciam a
expressdo dos genes CKI (genes que controlam processos citoplasmaticos e
nucleares, incluindo replicacdo e reparo de DNA). Portanto, diferentes miRNAs
regulam o ciclo celular de células da glandula mamaria de cadelas tanto positiva
guanto negativamente, diferenciando a expressdo de muitos genes em diferentes
estagios, e a desregulacao das vias reguladoras tem sido implicada em diferentes

condi¢cdes patoldgicas ou de desenvolvimento de neoplasias.

Aplicacao clinica

Considerando que os miRNAs regulam a expressao de multiplos genes-alvo
e estdo associados a mecanismos moleculares desregulados no cancer, estes
podem constituir estratégias promissoras de tratamento (KASINSKI e SLACK,
2011).

Dependendo da funcdo do miRNA no tecido e da sua expressao no tumor,

existe a possibilidade do desenvolvimento de terapias baseadas em miRNAs,



sendo eles, antagonistas ou mimetizadores de miRNAs (KASINSKI e SLACK,
2011). As moléculas antagonistas sao aplicadas para inibir ou sequestrar miRNAs
com expressao aumentada e as moléculas mimetizadoras séo aplicadas para
restaurar miRNAs com perda de funcdo ou diminuicdo da expressao (BADER et
al., 2011).

Bockhorn et al., (2013) relataram que niveis elevados do miR-30c
sensibilizam as células de cancer de mama aos seguintes medicamentos:
Paclitaxel e doxorrubicina em modelo pré-clinico.

Em um dos estudos pioneiros que demonstram a utilidade dos inibidores de
mMiRNA no cancer, Ma et al. (2007) identificaram uma expressao aumentada do
miR-10b no cancer de mama metastatico e demonstraram que a regulacao positiva
deste miR pode conferir potencial de metastase para linhagens celulares de cancer
de mama n&o-metastatico.

Em seguida, Ma et al. (2010) avaliaram este achado em modelos de cancer
de mama em camundongos e demonstraram que a terapia com aplicacdes
intravenosas de inibidores derivados antagomiR miR-10b resultou em uma
consideravel inibicdo da metastase no pulmao, porém sem evidéncia de reducéo
do tamanho do tumor primario.

Assim como para outras classes de medicamentos, a eficacia e seguranca
dos medicamentos derivados de miRNA devem ser cuidadosamente avaliadas e
serdo dependente de muitos estudos pré-clinicos, do contexto celular, de lesdes
genéticas e epigenéticas pré-existentes (ASIAF; AHMAD; ARJUMAND, 2018).

CONSIDERACOES FINAIS
Pelo exposto, podemos verificar a possibilidade do uso de miRNAs como
marcadores tumorais, além de o ter como um potencial adjuvante no diagnéstico,
tratamento e na evolucdo dos tumores de mama em cadelas. Porém, vale a pena
ressaltar que existem poucos estudos sobre o assunto dentro da medicina
veterinaria, sendo necessario cautela sobre a utilizagdo dos microRNAs como

terapia e sua verdadeira eficacia.
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