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Resumo

Introdugao: MicroRNAs sio pequenos RNAs néo codificantes, que atuam como reguladores pds-transcricionais de
RNAs mensageiros-alvo. Estudos recentes demonstram que a expressao diferencial de alguns microRNAs associa-se
com o desenvolvimento, invasio e metdstase de vdrios tipos de cAncer, incluindo o cincer de préstata. Os avangos nas
técnicas de detecgdo e descoberta de novos marcadores moleculares sio ferramentas importantes para o diagndstico
precoce e tratamento individual dos pacientes. Objetivo: Realizar revisio cientifica sobre os principais microRNAs
alterados no cancer de préstata. Método: O PubMed foi a base de dados escolhida para a pesquisa e as palavras-chave
utilizadas foram microRNA e cincer de pristata. A descoberta e o estudo dos mictoRNAs envolvidos na progressio
do cincer sdo temas cientificos recentes e, das 260 publicagdes encontradas, 25 foram selecionadas para compor esta
revisao. Resultados: Muitos microRNAs sio classificados como promotores da sobrevivéncia celular e do crescimento
tumoral. Os trabalhos selecionados para esta revisao descrevem expressio diferenciada de microRNAs em amostras
de tumores prostéticos e em células tumorais prostdticas estudadas iz vitro. A altera¢io de microRNAs no plasma, na
urina e no tecido tumoral mostrou-se uma ferramenta interessante para distinguir pacientes com cancer de préstata de
pacientes sauddveis, classificando essas moléculas como biomarcadores promissores. Conclusao: A excelente qualidade
das publica¢des evidencia a importancia da regulagio pds-transcricional exercida pelos microRNAs na progressio do
cancer de prostata. Apesar de o tema ser recente, técnicas moleculares de tltima geragao estio sendo empregadas para
a descoberta de novos microRNAs e para a caracterizagio da funcio daqueles jd existentes.
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INTRODUCAO

O cancer de préstata (CaP) é o cincer mais
diagnosticado ¢ o segundo de maior mortalidade entre
os homens na América e nos paises da Europa Ocidental'2.
As taxas de incidéncia desse tipo de cAncer sao cerca de
seis vezes maiores nos paises desenvolvidos comparadas
aos paises em desenvolvimento. No Brasil, o nimero de
novos casos de CaP estimado para o ano de 2012 ¢ de
60.180. Esses valores correspondem a um risco estimado
de 62 novos casos a cada 100 mil homens®. Em 2010, a
estimativa era de 54 novos casos a cada 100 mil homens?.
Os valores crescentes das taxas de incidéncia do CaP
no Brasil ao longo dos anos podem ser decorrentes do
aumento na expectativa de vida da populagio, da evolu¢io
dos mérodos diagndsticos ¢ da melhoria da qualidade dos
sistemas de informagao do pais’.

A expressio anormal de oncogenes e de genes
supressores tumorais tem sido amplamente discutida
como um dos principais mecanismos da tumorigénese.
Descobertas recentes adicionam a a¢io de pequenos
RNAs nao codificantes a regulagio da tcumorigénese, com
destaque para os microRNAs. MicroRNAs (ou miRNAs)
sao pequenos RNAs reguladores nio codificantes com
tamanho variando de 17 a 25 nucleotideos (ver miRBase,
http://microrna.sanger.ac.uk/). A defini¢ao de microRNA
¢ baseada na sua formacio pela a¢do da enzima RNase
I (Dicer), uma RNase que processa precursores com
estrutura de hairpin (conhecidos como pri-miRNA)
originando o microRNA maduro. Os microRNAs
reprimem pés-transcricionalmente a expressao génica pelo
reconhecimento de locais complementares na regido 3’
nao traduzida (3° UTR) de seus RNAs mensageiros-alvo’.
Atualmente, mais de 18.000 microRNAs de 168 espécies
estdo registrados no banco de dados miRBase (miRBase
v. 14.0) e 1.921 microRNAs maduros sio conhecidos
em humanos.

A maioria dos microRNAs humanos localiza-se
em introns, em éxons nao codificantes ou na regiio 3’
UTR de genes codificadores de proteinas e geralmente
ocorrem em grupos. Essa tltima caracteristica faz com
que muitos genes de microRNAs sejam transcritos em
um dnico precursor (pri-miRNA) que, posteriormente,
¢ processado em védrios microRNAs maduros®. Nos
mamiferos, os microRNAs controlam mais de 60%
dos genes codificadores de proteinas e participam de
muitos processos bioldgicos, como desenvolvimento,
diferenciacio, ciclo celular, senescéncia e apoptose®.

Estudos atuais demonstram que o perfil de expressao de
alguns microRNAs é alterado durante diferentes estdgios e
tipos de cAncer (incluindo o CaP), desempenhando papel
fundamental na iniciagio e na progressio da doenca’.
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Assim, os microRNAs exercem papel fundamental na
patogénese do cincer humano e muitos sio classificados
como promotores da sobrevivéncia celular e do crescimento
tumoral®. Essas caracteristicas fazem dos microRNAs bons
candidatos para serem utilizados como biomarcadores ¢
até mesmo em terapia-alvo contra o tumor’.

Esta revisdo teve como objetivo realizar revisio
cientifica sobre os principais microRNAs alterados no
cancer de préstata.

METODO

Para a elaboragio deste trabalho, foi realizada revisio
bibliografica no banco de dados PubMed, utilizando-se
as palavras-chave microRNA AND prostate cancer. O
periodo temporal do estudo foi de 2005 (ano das primeiras
publicagées sobre o tema) a 2011.

Todos os artigos escolhidos foram escritos em lingua
inglesa e, como principais critérios de inclusio, foram
utilizados: artigos originais e revisdes, com acesso
disponivel no banco de dados utilizado e cujo titulo ou
resumo abordassem os temas: 1) expressio de microRNAs
no CaP humano; e 2) microRNAs como biomarcadores do
Cap. Como critérios de exclusao, nio foram selecionadas
publicagbes que associavam a expressio de microRNAs
apenas em modelos experimentais de CaP ou que
pertenciam a categoria carta ao editor.

RESULTADOS

A pesquisa bibliogréfica localizou 260 artigos e, entre
esses, aproximadamente 52% foram publicados por
pesquisadores de universidades do continente americano,
26% no continente europeu, 19% por pesquisadores
asidticos e 3% das publicagées tinham como autores
pesquisadores australianos. Para os artigos publicados
sobre microRNAs e CaP no continente americano, 89%
originaram-se nos EUA, 6% no Canadd e apenas 5% das
publica¢des sao de origem brasileira.

A partir dos artigos localizados, 25 foram selecionados
por se enquadrarem nos padrées de inclusao escolhidos.
A Tabela 1, criada com informagées retiradas dos
artigos selecionados, apresenta a sintese dos principais
microRNAs alterados durante a progressio do CaP, seus
genes-alvo e a referéncia de tais informagoes (Tabela 1).

Vale a pena ressaltar que os microRNAs foram
descobertos no inicio da década de 1990 e as primeiras
publicacdes relacionando alteracoes dessas moléculas
em tecido tumoral sdo bastante recentes e datam entre
2002 e 2003. A Figura 1 ilustra a evolugio no nimero
de publicacoes cientificas relacionando microRNAs e
Cal. Apesar de o tema ser bastante recente, o nimero



Tabela 1. Sintese dos artigos que relacionam os principais microRNAs relacionados & progressdo do CaP

MicroRNAs no Cancer de Préstata

MicroRNAs EXPRE:::O No FUNCAO ALVOS REFERENCIA
miR-125b Aumentada Oncogene Bak-1 Shi et al. 2008
miR-145 Diminuida Supressor tumoral FSCN1 Fuse et al. 2011°

miR-16 Diminuida Supressor tumoral CDK1/CDK2 Bonci et al. 2008
miR-1 Diminuida Supressor tumoral PNP Hudson et al. 20112

miR-221/222 Aumentada Oncogene P27 Galardi et al. 20073
miR-126* Diminuida Supressor tumoral SLC45A3 Musiyenko et al. 2008
miR-141 Aumentada Oncogene Shp Xiao et al. 20123
miR-20a Aumentada Oncogene E2F1-3 Sylvestre et al. 2007'¢
miR-375 Aumentada Oncogene Sec23A Szczyrba et al. 20117
miR-205 Diminuida Supressor tumoral ZEB2/ErbB3 Gandellini et al. 20097
miR-146a Diminuida Supressor tumoral ROCK1/PI3K Lin et al. 2008’8

miR-21 Aumentada Oncogene MARCK/PDCD4/ Waltering et al.2011'"?
TPM1
miR-32 Aumentada Oncogene BIM Waltering et al.2011"?

de publicacoes vem crescendo exponencialmente a cada
ano e, em 2011, foram publicados 107 trabalhos, 104
a mais do que em 2005, ano da primeira publicagio.
Esses resultados evidenciam o grande interesse dos
pesquisadores em estudar possiveis alteracoes dos
microRNAs j4 conhecidos ¢ em descobrir novos
microRNAs relacionados com o CaP.
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Figura 1. Distribuicdo das publicagées referentes ao tema microRNAs
e CaP, no periodo de 2005 a 2011

DISCUSSAO

O estudo da regulacio pés-transcricional mediada
por microRNAs constitui uma drea de pesquisa bastante
promissora e o nimero de estudos publicados sobre a
alteragdo na expressao dessas moléculas em diversos tipos
de tumores humanos e em diferentes estdgios da progressao
tumoral é crescente”*?°. Além disso, muitos microRNAs
tém sido classificados como promotores da sobrevivéncia

celular e do crescimento tumoral', exercendo papel
fundamental na patogénese do cancer humano.

Os microRNAs podem ser super ou pouco expressos
por células tumorais'2. A superexpressio pode ser devido
aos processos moleculares de amplificagdo, desmetilacao
nas regioes promotoras dos mictoRNAs ou desregulacio
de um fator de transcrigio, enquanto a baixa expressio
pode ocorrer devido a delegoes, silenciamento epigenético
ou perda da expressao de fatores de transcrigio®.

Os microRNAs superexpressos podem atuar como
oncogenes (onco-miRNAs) quando possuem a habilidade
de reprimir genes supressores tumorais ou relacionados
a apoptose. Em contraste, microRNAs pouco expressos
podem funcionar como supressores tumorais (ts-miRNAs),
desde que suprimam a expressio de oncogenes ou de
genes relacionados a proliferagao celular'. Dessa forma,
como a maioria dos artigos tem mostrado, a expressio
de microRNAs no cincer ¢ caracteristica para cada tipo
de tecido, estdgio do tumor e outras variagoes clinicas e,
assim, os microRNAs respresentam uma nova ferramenta
para o diagnéstico e prognéstico dos mais variados tipos
de cAncer®'.

A iniciacio e a progressio do Cal constituem um
processo bioldgico complexo, que, assim como outros
tipos de cincer humano, envolve multiplos fatores
genéticos e bioquimicos, a inativacio de genes supressores
de tumor ¢ a ativa¢io de oncogenes'. Assim, como os
microRNAs funcionam como onco-miRNAs ou como
ts-miRNAs**%, a sua expressio alterada pode contribuir
para as transformacdes malignas e consequente progressao
da doenca para a independéncia de andrégenos'.
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O primeiro estudo do perfil global dos microRNAs
envolvidos no CaP foi desenvolvido por Porkka et al.?2. Os
autores estudaram a expressdo de 319 microRNAs em 6
amostras de linhagens celulares (PC-3, DU-145, LNCaP,
22Rv1, LAPC4 e VcaP), 9 amostras de modelo xenografico
de carcinoma prostdtico ¢ 13 amostras de bidpsias de
pacientes com hiperlasia prostdtica benigna ou Cal.
Dos microRNAs analisados, 51 apresentaram expressio
diferencial (37 pouco expressos e 14 superexpressos) entre
as amostras de cAncer e as amostras de tecidos nao tumorais
(HPB). O estudo sugere que tais microRNAs possam ser
usados como ferramentas no diagndstico e progndstico
de pacientes.

Posteriormente, Ambs et al.* publicaram o primeiro
estudo examinando o perfil da expressio genémica
de microRNAs e de seus RNAs mensageiros-alvo em
60 amostras de CaP humana e em 16 amostras de
tecido prostdtico humano normal. A andlise dos RNAs
mensageiros revelou superexpressio de componentes
essenciais para o processamento dos microRNAs
(como as proteinas Dicer ¢ DGCRS), dos seus genes
hospedeiros (como os genes MCM7 e C9orf5) e também
de microRNAs relacionados a esses genes (como o
agrupamento miR-106b-25 encontrado no intron 13
do gene MCM7; e o miR-32 encontrado no intron
14 do gene CYorf5). Para esses resultados, os autores
sugerem a existéncia de um mecanismo comum entre a
hiperexpressao dos genes hospedeiros e a cotranscricio
dos microRNAs associados a esses genes.

O papel de microRNAs supressores tumorais no
CaP tem sido atribuido a habilidade dessas moléculas
em interferir com os processos de migragio e invasio
celular ou com as fungées apoptéticas’. Musiyenko et
al." promoveram a transfec¢io do microRNA miR-126*
sintético em células LNCaP e descreveram a reducio
significativa da tradugio da proteina P501S ou prostein
(antigeno especifico prostitico recentemente identificado,
cuja provével fungio ¢ contribuir com a motilidade
e invasividade das células do CaP). Na mesma linha
de pesquisa, Takeshita et al.** fizeram a transfec¢io de
aproximadamente 200 microRNAs sintéticos nas células
tumorais prostdticas humanas 22Rv1 derivadas de modelo
xenografico. Trés dias ap6s a transfecgio, as células foram
analisadas e aquelas expostas ao miR-16 sintético tiveram a
taxa de proliferagio reduzida em 25% e a taxa de apoptose
aumentada em 40%. O miR-16 é conhecido por regular
negativamente o crescimento do tumor prostdtico através
da regulacao da expressio de genes associados ao controle
do ciclo celular e da proliferagao celular, como CDK1
e CDK2'""*, Como conclusao, o grupo sugere que a
distribuicdo sistémica do miR-16 possa ser testada no
tratamento de pacientes com CaP.
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O miR-1 também tem a sua expressio diminuida
em tumores primdrios de préstata humana e atua como
supressor tumoral nesse tipo de cAncer'?. Hudson et al.'
descobriram, em estudos iz vitro, que esse microRNA é
silenciado no CaP humano e que a sua superexpressio
em células tumorais levou 2 inibicio do crescimento e
diminufu a expressio de genes que regulam a progressao do
ciclo celular, mitose e a replicagio de DNA. O grupo ainda
obteve evidéncias de que o miR-1 altera a organizagao
celular da mélécula actina-F e inibe a formacio de
filopédios e a consequente invasio da célula tumoral.

Um dos principais obstdculos para o tratamento do
CaP éa progressao do tumor para um estégio independente
de andrégeno, onde ndo hd mais respostas aos tratamentos
de ablagao hormonal'. O miR-125b, molécula homdéloga
ao primeiro microRNA descoberto (lin-4), é considerado
um oncogene para o CaP e é superexpresso em vérios
estdgios dessa neoplasia, principalmente na transigio do
tumor para o crescimento independente de andrégeno®".
Shi etal.! publicaram estudo evidenciando a participagio
do miR-125b na independéncia androgénica do CaP,
em que andlises da expressio desse microRNA foram
feitas em trés grupos celulares: células dependentes de
andrégeno (PC-346C e LNCaP), células independentes
de andrégeno (DU145, PC3, CWR22R, cdsl, e cds2)
e células normais imortalizadas (pRNS-1-1 e RWPE-1).
O estimulo hormonal aumentou a quantidade do miR-
125b e a transfecgio de miR-125b sintético estimulou o
crescimento das linhagens independentes de andrégeno
e diminuiu a expressdo do gene Bak-1, alvo direto desse
microRNA. Outros microRNAs, tais como: miR-21,
miR-32, miR-141, miR-221 e miR-375, também
apresentaram expressdo dependente de estimulo hormonal
e sdo diferencialmente expressos em linhagens de CaP
tratadas com diidrotestosterona®?, principal andrégeno
responsavel pela homeostase prostdtica.

A anilise de microRNAs como ferramenta para o
diagndstico, estadiamento e prognéstico do CaP tem
sido tema de muitos estudos e discussdes. Bryant et
al.” analisaram, através de PCR em tempo real, 742
microRNAs de 78 amostras de plasma de pacientes
portadores do CaP e 28 amostras de plasma de pacientes
saudaveis. Dos 742 microRNAs analisados, 12 mostraram-
-se diferencialmente expressos em pacientes com Cal,
quando comparados com pacientes sauddveis. Entre essas
moléculas alteradas, destacam-se o miR-141 e o miR-375.
O grupo ainda analisou amostras de urina dos pacientes
com CaP e encontrou concentracbes aumentadas dos
microRNAs miR-107 e miR-573-3p. Assim, o grupo
concluiu que a detecgio e a quantificagio de microRNAs
relacionados ao tumor no plasma, no soro ou na urina de
pacientes, constituem nova ferramenta para a detecgio



precoce do CaP. Essas observagoes sugerem que alteragoes
na concentragio de alguns microRNAs especificos em
pacientes com CaP possam ser identificadas pela andlise
de fluidos corporais.

CONCLUSAO

As publicagdes avaliadas nesta revisio permitem
concluir que os estudos em epigenética ¢ expressio de
microRNAs constituem uma drea em grande expansio
e destaque no cendrio cientifico atual. Sabe-se que a
expressao de microRNAs ¢ alterada durante a progressio
de vdrios tipos de cAncer humano, incluindo o Cal.
Outra observagio importante ¢ que alguns microRNAs
sdo especificamente expressos no tecido préstatico normal
e tém a sua expressio aumentada de forma aberrante ou
especifica no tecido tumoral. Assim, deve-se destacar o
potencial clinico dessas moléculas como biomarcadores
para a classificacio e diagndstico inicial desse tipo de cAncer
e também a possibilidade de seu uso no desenvolvimento
de futuras terapias contra o Cal. Sabe-se que apenas 20% a
25% dos genes-alvo dos microRNAs desregulados no CaP
sao conhecidos. A identificacio de novos microRNAs e de
seus alvos especificos em estudos iz vive e in vitro, bem
como a interferéncia de firmacos usados no tratamento e
na prevencio desse cAncer sobre essas moléculas, somario
dados significativos as informacoes j4 existentes sobre essa
afecgio, principal tipo de cAncer incidente e causa de maior
mortalidade entre os homens.
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MicroRNAs no Cancer de Préstata

Abstract

Introduction: MicroRNAs are small non-coding RNAs that act as post-transcriptional regulators of mRNA targets.
Recent studies suggest that differential expression of some microRNAs are associated with cancer development,
invasion and metastasis, including prostate cancer. Improvements in detection techniques and findings of new
molecular markers are important tools for early diagnosis and treatment of individual patients. Objective: To carry out
a scientific review about the main microRNAs altered in prostate cancer. Methods: The PubMed database was chosen
for the research using the key words microRNA and prostate cancer. The discovery and study of microRNAs involved
in cancer progression are recent scientific topics and, within the 260 publications found, 25 were selected for this
review. Results: Many microRNAs are classified as promoters of cell survival and tumor growth. The papers selected
for this review describe differential expression of microRNAs in samples of prostate tumors and prostatic tumor cells
studied 77 vitro. Alterations of microRNAs in plasma, urine and tumor tissue were found to be interesting tools to
distinguish patients with prostate cancer from healthy individuals, classifying these molecules as promising biomarkers.
Conclusion: The excellent quality of publications highlights the importance of post-transcriptional regulation exerted
by microRNAs in prostate cancer progression. Despite being a recent topic, modern molecular techniques are being
employed to unveil novel microRNAs and to characterize their mechanisms of action.
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Resumen

Introduccién: Los MicroARNs son pequenos ARNs no codificantes que acttian como reguladores post-transcripcionales
de ARNs mensajeros blancos. Estudios recientes demostraron que la expresién diferencial de algunos MicroARNs
estd asociada con el desarrollo, invasién y metastasis de varios tipos de cdnceres, entre ellos el cdncer de préstata. Los
avances en las técnicas de deteccidn y hallazgo de nuevos marcadores moleculares son herramientas importantes para
el diagndstico precoz y tratamiento individualizado de los pacientes. Objetivo: Realizar revisién cientifica sobre los
principales MicroARNs alterados en el cdncer de préstata. Método: La base de datos PubMed fue clegida para el
estudio y las palabras claves utilizadas han sido MicroARNs y cdncer de prostata. El descubrimiento y el estudio de
los MicroARNSs involucrados en la progresién del cdncer son temas cientificos recientes, y de las 260 publicaciones
encontradas, se seleccionaron 25 para esta la revisién. Resultados: Muchos MicroARNs son clasificados como
promotores de la supervivencia celular y del crecimiento tumoral. Los trabajos seleccionados describen una expresién
distinta de MicroARNs en muestras de tumores de prdstatay en células tumorales de la préstata estudiadas in vitro.
La alteracién de los niveles de expresion de los microRNAs en plasma, orina y en los tejidos tumorales, resultd ser
una interesante herramienta para distinguir a los pacientes con cdncer de préstata de pacientes sanos, lo cual clasifica
estas moléculas como biomarcadores prometedores. Conclusidn: La excelente calidad de las publicaciones destaca la
importancia de la regulacién post transcripcional ejercida por los MicroARNS en la progresién del cdncer de préstata.
A pesar de ser un tema reciente, las técnicas moleculares de tltima generacién se estdn empleando en el hallazgo de
nuevos MicroARNs y para la caracterizacion de la funcién de aquellos que ya existen.
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