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Resumo

RESUMO

Cancro ¢ o termo utilizado para denominar um vasto conjunto de doencas que
provocam alteragdes nas células e podem reduzir consideravelmente a qualidade e
esperanca de vida. O cancro tem origem em alteragdes genéticas incluindo alteragdes no

DNA nido codificante.

Para além das alteracdes genéticas também as alteragdes epigenéticas podem
contribuir para o desenvolvimento do cancro. Os trés tipos principais de modificacdes
epigenéticas sdo: a metilacdo do DNA, modifica¢des nas histonas e RNA ndo codificantes

(ncRNA).

Os RNA ndo codificantes tém vindo a ganhar uma ateng¢ao consideravel devido a
sua capacidade de regular a expressdao génica. Um RNA ndo codificante ¢ uma molécula

de RNA enddgena que ndo ¢ traduzida em proteina.

Desde que se descobriu que o cancro pode estar associado a alteragdes
epigenéticas houve um aumento significativo nos estudos sobre interagdes e alteracdes
epigenéticas nos mecanismos de carcinogénese onde se inclui a acdo dos RNA ndo

codificantes.

Os RNA ndo codificantes sdo moléculas reguladoras que podem ser oncogénicos,
quando ajudam na iniciagdo e progressdo do cancro ou podem funcionar como
supressores de tumor quando inibem, bloqueiam ou reduzem o desenvolvimento do

cancro.

Uma abordagem para identificar ncRNA importantes ¢ estudar aqueles que
regulam ou estdo desregulados em determinadas patologias. Ha quatro tipos principais de
ncRNA que sdo foco de maior atencdo: micro RNA (miRNA), long non-coding RNA
(IncRNA), piwi interacting RNA (piRNA) e small interfering RNA (siRNA).

A identificagdo de ncRNA associados a patologias pode contribuir para a
descoberta de novos mecanismos que podem auxiliar no diagndstico ou prognodstico da

doenga e, as vezes, até¢ conduzir a identificagdo e desenvolvimento de novas terapéuticas.

Palavras-chave: ncRNA, cancro, terap€utica, expressdo gendmica
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Abstract

ABSTRACT

Cancer is the term used to describe a wide range of diseases that cause changes in
cells and can considerably reduce the quality and expectancy of life. Cancer originates

from genetic changes including changes in non-coding DNA.

In addition to genetic changes, epigenetic changes can also contribute to the
development of cancer. The three main types of epigenetic modifications are: DNA

methylation, histone modifications, and non-coding RNA (ncRNA).

Non-coding RNAs have gained specific attention due to their ability to regulate
gene expression. A non-coding RNA is an endogenous RNA molecule that is not

translated into protein.

Since it was discovered that cancer may be associated with epigenetic changes,
there has been a significant increase in studies on interactions and epigenetic changes in

the mechanisms of carcinogenesis, which include the action of non-coding RNAs.

Non-coding RNAs are regulatory molecules that can be oncogenic when they help
in the initiation and progression of cancer or can function as tumor suppressors when they

inhibit, block or reduce cancer development.

One approach to identifying important ncRNAs is to study those that regulate or
are deregulated in certain pathologies. There are four main types of ncRNA that are the
focus of most attention: microRNA (miRNA), long non-coding RNA (IncRNA), piwi-
interacting RNA (piRNA), and small interfering RNA (siRNA).

The identification of ncRNA associated with pathologies can contribute to the
discovery of new mechanisms that can aid in the diagnosis or prognosis of the disease

and, sometimes, even lead to the identification and development of new therapies.

Keywords: ncRNA, cancer, therapeutics, genomic expression
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Introdugdo

1 INTRODUCAO

1.1 Carcinogénese

O cancro ¢ uma doenca genética que ¢ caraterizada por um crescimento anormal
e descontrolado de células devido a alteragdes no DNA, as células ignoram os sinais de
regulacdo, o que leva a uma proliferagdo exagerada, transformagdo e consequentemente

as células tornam-se malignas (figura 1) (Cooper, 2000).

O cancro tem inicio numa célula que se divide continuamente e acaba por formar
um clone de células que partilham a mesma informacdo genética. Nesta sequéncia de
acontecimentos, 0 DNA pode ficar lesado ou alterado, com mutagdes que afetam o
crescimento, a divisdo e a morte celular fazendo com que as células ndo reajam aos fatores
que regulam os processos celulares, gerando assim um crescimento desordenado de novas

células (tumores ou neoplasias) (Chaudhry et al., 2022).

Mutacdo no DNA Multiplicagdo de Proliferagdo
células descontrolada de células

e ©
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- @ o - o
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g @ e
° L BN
() ™ ° g are
. Insensibilidade
Libertagdo de sinais Angiogénese perante o.s inibidores
quimicos para ::!e cresc!men!‘.o’d.o
desenvolvimento PROMOCAO DO CANCRO sistema imunitario
préprio
-
Invasdo e

PROGRESSAO DO CANCRO

Figura 1 — Inicio de formagdo e desenvolvimento de um cancro (tumor maligno) (adaptado de
Chaudhry et al., 2022).

15



RNA ndo codificantes e cancro

O cancro pode ser considerado ndo como um evento, mas sim um processo
multistep que se desenvolve progressivamente ao longo do tempo. O periodo de tempo
varia consideravelmente e depende do tipo, ordem e velocidade com que as mutagdes se
acumulam, bem como do tipo de células, tecido ou 6rgdo e da taxa de divisdo das células

(Cooper, 2000).

A carcinogénese ¢ descrita como o processo pela qual uma célula saudéavel se
transforma numa célula cancerigena e ¢ composta por 3 fases, iniciagdo, promog¢ao e

progressao (Baba & Catoi, 2007).

A iniciacdo ¢ o primeiro evento genético deste processo, a célula desenvolve
alteracdes em alguns dos seus genes, devido a fatores intrinsecos ou extrinsecos sendo
que os ultimos mencionados podem decorrer de agentes quimicos, como por exemplo
poluentes atmosféricos e tabaco ou agentes fisicos por exemplo radiagdo que podem
promover a iniciacdo de uma célula. Alguns virus e outros agentes biologicos sdo dos

fatores etioldgicos mais importantes na canceriza¢ao (Wu et al., 2016).

Na segunda etapa, a promocdo, a célula que j& sofreu iniciacdo apresenta
alteragdes genéticas e vai sofrer a agdo dos oncopromotores levando a proliferagao celular
descontrolada e consequentemente induzirdo a malignidade das células (Weston &

Harris, 2003).

As células cancerigenas, necessitam de nutrientes para poderem sobreviver e
proliferarem no organismo. Através da libertacdo de proteinas estimuladoras do
crescimento vascular sdo originados vasos para suportarem as suas necessidades. A este

processo inserido na promoc¢ao da-se o nome de angiogénese (Liu et al., 2023).

A angiogénese ¢ um processo sequencial que promove ainda mais o
desenvolvimento do cancro. Este processo ¢ desencadeado pela hipoxia das células
tumorais quando o tumor atinge um determinado tamanho. A hipoxia ¢ caracterizada por
um nivel de tensdo de oxigénio inferior a 5-10 mmHg e ¢ o fator principal para o inicio
da angiogénese tumoral. Quando em hipoxia as células tumorais vao secretar moléculas,
como fatores de crescimento, que se ligam aos recetores nas células endoteliais vasculares
dos vasos sanguineos adjacentes e induzem a formagao de novos vasos (Teleanu et al.,

2019).

16
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Uma das principais carateristicas desta doenca ¢ a sua capacidade de se alastrar
pelo organismo e invadir outros tecidos do corpo, a este processo dé-se o nome de invasao
€ metastizacdo, que corresponde a ultima etapa da carcinogénese, a progressao (Cooper,

2000).

Este processo envolve a disseminagdo de células cancerigenas de uma lesdo
primaria para 6rgdos distais, por uma variedade de mecanismos celulares, tais como,
invasdo do estroma, capacidade de escapar a vigilancia imunolodgica, inibindo os seus
processos anti tumorais, evitando e modulando o microambiente tecidual e evoluindo e

adaptando a sua resisténcia a terapéutica (Suhail et al., 2019).

A metastizagdo ¢ considerada a principal causa de mortalidade associada ao

cancro (Lyden et al., 2022).

De acordo com a Organizagdo Mundial da Satide (OMS), epidemiologicamente

observa-se que:

* O cancro ¢ uma das principais causas de morte em todo o mundo, sendo
responsavel por quase 10 milhdes de mortes em 2020, ou responsavel por uma em cada

sels mortes.

* Os cancros com maior frequéncia sdo os cancros da mama, do pulmao, do colon

e do reto e da prostata (figura 2 e grafico 1).

* Cerca de um ter¢o das mortes por cancro estdo associadas ao consumo de tabaco,
ao elevado indice de massa corporal, ao consumo de alcool, a maus habitos alimentares e

a falta de atividade fisica.
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Mama (109)
Prostata (54)

Colo do Gtero (17)
Estémago (2)
Figado (2)

Pulmdo (1)

Nao aplicdvel

Sem dados

Figura 2 — Tipo de cancro mais comum por pais em 2020 excluindo cancro de pele de acordo com
a Organizacao Mundial da Saude (OMS)., incluindo todas as idades e géneros (adaptado de World Health
Organization & International Agency for Research on Cancer, 2023)

Mama
2261419 (11.7%)

Pulméo
2206 771 (11.4%)

Outros cancros
8 879 843 (46%)

Colorretal
1931 590 (10%)

Préstata
1414 259 (7.3%)

Estdmago
1089 103 (5.6%)

Colo do dtero Figado
604 127 (3.1%) 905 677 (4.7%)

Total: 19 292 789

Grafico 1 — Numero estimado de casos em 2020 de cada um dos cancros mais comuns de acordo
com a Organiza¢do Mundial da Satde (OMS), incluindo todas as idades e géneros. (adaptado de Global
cancer observatory, 2023)

18



Introdugdo

Sabe-se que apenas 10% dos cancros tém origem hereditéria, o que significa que
0 cancro na sua maioria ¢ uma doenca adquirida ou esporadica como consequéncia de

habitos ou comportamentos (Wang, 2016).

Deste modo grande percentagem dos cancros estdo relacionados com o ambiente
e habitos pouco saudaveis, e ndo com causas hereditarias como comumente se pensa.
Atualmente hd um enorme esfor¢o por parte da comunidade cientifica para tentar
identificar os fatores de risco que sdo possiveis de controlar, de modo a prevenir o

aparecimento do cancro (Parsa, 2012).
1.2 Epigenética

O termo Epigenética foi introduzido em 1942 por Conrad Waddington, nascido
em Evesham, Inglaterra. Era um embriologista e bidlogo que veio revolucionar o campo

da genética com a sua descoberta (Deichmann, 2016).

O biodlogo publicou um artigo na revista Evolution, no qual conseguiu demonstrar
a heranca de uma caracteristica adquirida numa populacdo em resposta a um estimulo

ambiental (Waddington, 1956; Noble, 2015).

A epigenética ¢ descrita como o processo que envolve uma mudanga na expressao
do gene sem haver alteragdo na sequéncia de DNA, estd relacionada com alteracdes
normalmente reversiveis ndo diretamente relacionadas com a sequéncia do DNA, mas
sim com 0 modo como a informacao genética ¢ utilizada. Esta ¢ uma area cientifica que
tem vindo a ganhar destaque nos ultimos anos, devido ao seu potencial promissor na area

da saude, em particular na oncologia (Hamilton, 2011).

Durante muito tempo a comunidade cientifica focou-se apenas em fatores
genéticos ou ambientais para descreverem patologias humanas. No entanto, o papel da
epigenética nas doencas humanas tem vindo a ser considerado nos ultimos anos. Na
ultima década, este tema atraiu muita atengdo, especialmente em distirbios complicados,
como, cancro ¢ doengas autoimunes, bem como disturbios neurodegenerativos e

psicologicos (Moosavi & Motevalizadeh Ardekani, 2016).

Os trés principais mecanismos epigenéticos sdo: metilacio do DNA,

nomeadamente as ilhas CpG, modificagdes nas caudas das histonas ¢ RNA ndo

19



RNA ndo codificantes e cancro

codificantes (ncRNA) (figura 3). A metilagdo do DNA e modificagdes nas histonas sdo

dos mais estudados e bem caraterizados (Li, 2021).

Histonas Gfup‘-‘l!‘“&tll

DNA inacessivel/
Gene inativado

Cromossomda

DNA acessivel/
Gene ativado

Fator epigenético

Figura 3 — principais modifica¢des epigenéticas (adaptado de Varsomics, 2020)

Os RNA ndo codificantes tém vindo a ganhar uma aten¢ao consideravel devido a
sua capacidade de regular a expressdao génica. Um RNA ndo codificante ¢ uma molécula

de RNA que ndo ¢ traduzida numa proteina (Galasso et al., 2010).

Devido ao facto de as alteracdes epigenéticas possuirem a carateristica de serem
reversiveis, as moléculas que tém como alvo os processos epigenéticos parecem ser
estratégias anticancerigenas promissoras. Atualmente ja estdo a ser estudadas e
desenvolvidas moléculas direcionadas para reguladores epigenéticos e ensaios clinicos

estdo a ser desenvolvidos. (Bennett & Licht, 2018).

Como consequéncia 0os mecanismos epigenéticos, tém vindo a ser considerados
uma aposta promissora nao s6 na area da oncologia, mas também na area da saude e bem-

estar em geral.
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1.3 Objetivos

A presente monografia pretende focar-se no papel que os ncRNA sobretudo os
miRNA, IncRNA, piwiRNA e siRNA desempenham no desenvolvimento e progressao de
alguns tipos de cancro, tendo como metodologia a consulta e analise de artigos
no PubMed, B-on e ScienceDirect, nos ultimos 10 anos, usando como palavras-chave,
ncRNA, microRNA, piwiRNA, IncRNA, siRNA, cancer e terapeutical target. No
decorrer da pesquisa foi possivel perceber que os recentes estudos se encontram
promissores nas perspetivas de desenvolvimento de novas terapéuticas para o cancro
tendo os ncRNA como alvos ou os proprios ncRNA como farmacos. A pesquisa teve
maior foco nos artigos mais recentes embora tenham sido também consultados artigos

mais antigos com informacao relevante.
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2 RNA NAO CODIFICANTE

O genoma humano contém mais de 3 mil milhdes de nucleoétidos distribuidos por
23 pares de cromossomas, dos quais 70% sdo transcritos em RNA, no entanto, menos de
2% destes RNA ¢ que sdo codificantes sendo a grande maioria RNA ndo codificante

(ncRNA) (Marian, 2014; Grixti & Ayers, 2020).

Durante muito tempo os cientistas acreditaram que as zonas de DNA que eram
somente transcritas e ndo traduzidas ndo desempenhavam funcgdes de interesse nas
células, mas apds muitos anos de pesquisa, descobriu-se que os RNA nido codificantes
transcritos dessas zonas sdo capazes de atuar como reguladores da expressdo genética

(Ratti et al., 2020).

Existem diversos tipos e fun¢des dos ncRNA, os mais conhecidos sdo o RNA
ribossomal (rRNA) e transferéncia (tRNA) (Figura 4) que estdo diretamente envolvidos
na tradug@o. O rRNA ¢ o principal constituinte dos ribossomas, estruturas localizadas no
citoplasma responsaveis pela sintese proteica. O tRNA ¢ uma pequena molécula de RNA
que desempenha um papel fundamental na sintese de proteinas. O tRNA funciona como
um elo entre a molécula de RNA mensageiro (mRNA) e a sintese proteica. Um
aminodcido ¢ adicionado a cadeia polipeptidica através de um tRNA especifico, que se
emparelha com a sua sequéncia complementar na molécula de mRNA através do
emparelhamento do coddo com o anticoddo, garantindo que o aminoacido correto ¢é

inserido na proteina que esta a ser sintetizada (Wang & Farhana, 2023).

No entanto, existem outros ncRNA (figura 4), como os RNA que tem a fun¢ao de
regular a sintese de proteinas, como ¢ o caso dos microRNA (miRNA), considerados
silenciadores pos-transcricionais que se podem ligar ao mRNA e, assim, impedir que ele
seja traduzido fazendo com que ndo haja sintese proteica. Acredita-se que cerca de até
60% dos genes que codificam proteinas podem ser regulados por microRNA (Catalanotto

etal., 2016).

Ha também os RNA longos ndo codificantes (IncRNA), que durante muito tempo
foram ignorados pela comunidade cientifica, que achava que estes ndo desempenhavam

qualquer fungdo de interesse. Contudo, atualmente sabe-se que ndo ¢ verdade e que
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desempenham fung¢des reguladoras, podendo atuar ao nivel da transcrigdo, pos-

transcrigdo, traducdo e modifica¢des pods-traducionais (Zhang et al., 2019).

Outra classe de ncRNA abordada sao os piwiRNA, uma classe de pequenos RNA,
que estdo associados a proteinas. Estes foram originalmente descritos como estando
apenas presentes nas linhas germinativas. Atualmente sabe-se que também estdo
presentes nas células somaticas. Os piwiRNA estdo envolvidos na espermatogénese, na
manuten¢do das células germinativas, no silenciamento de transposdes (elementos
moéveis do DNA) e na regulagdo epigenética e gendmica. Estudos mostram que a
expressao destes estd envolvida em varias doengas incluindo o cancro, verificando-se que
a expressao anormal destes surge como um fator critico em etapas da carcinogénese (Yu

etal., 2019).

E por fim os small interfering RNA (siRNA), que tal como o nome sugere atuam
interferindo na expressao dos genes, sobretudo a nivel do silenciamento genético, através
de um processo denominado RNA de interferéncia (RNAi), um processo poOs-
transcricional que inibe a expressdo de genes através da clivagem do mRNA numa zona
especifica. Esta fungdo tem demonstrado ser uma estratégia terapéutica promissora em
algumas doengas incluindo o cancro, contudo ainda precisa de enfrentar algumas barreiras
in vivo como estabilidade e libertacio do siRNA no alvo pretendido (Mahmoodi

Chalbatani et al., 2019).

RNA ndo
codificantes

ncRNA de
manutengao

ncRNA

reguladores

‘ tRNA ‘ ‘ rRNA ‘ microRNA ‘ ‘ siRNA IncRNA piwiRNA

Figura 4 — Tipos de RNA nao codificantes (adaptado de Catalanotto et al., 2016; Mahmoodi
Chalbatani et al., 2019; Yu et al., 2019; Zhang et al., 2019; Wang & Farhana, 2023)
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Com os avangos na area da genética molecular, percebeu-se que apesar de nao
codificarem proteinas, estes ncRNA desempenham fungdes relevantes no organismo, na
regulagdo da expressdo gendmica, podendo ser usados como alvos terapéuticos ou como
uma estratégia terapéutica. Estes ncRNA mencionados podem funcionar como oncogenes
ou como genes supressores de cancro, dependendo se ajudam a progressdao do cancro ou
pelo contrario se retardam ou inibem o seu desenvolvimento. Se forem ncRNA que
ajudam o cancro a desenvolver-se podem ser alvos de farmacos ou outras terapéuticas,
quando desempenham fungdes supressoras de tumor podem ser usados como uma

estratégia terapéutica (Yan & Bu, 2021).

2.1 Micro RNA

Os microRNA (miRNA), sdo das mais pequenas moléculas de RNA nao
codificantes. Foram descobertos em 1993 em Caenorhabditis elegans e tém entre 19 a 24
nucleotidos de comprimento. A sua funcdo principal é atuar como silenciador pods-

transcricional (Bhaskaran & Mohan, 2014).

Estima-se que existam mais de 2000 miRNA codificados pelo genoma humano e

acredita-se que regulem um ter¢o dos genes presentes no genoma (Hammond, 2015).

Os microRNAs podem regular a expressdo de genes envolvidos em vdrias
doengas, incluindo o cancro. A primeira descoberta de um miRNA associado a um cancro
foi publicada em 2002. Um unico miRNA pode interagir com dezenas de mRNA
diferentes o que consequentemente pode influenciar a expressdo de varios genes em
simultaneo. Os miRNAs sdo capazes de se ligar a 3'UTR (3’ untranslated regions) de um
mRNA, zonas do mRNA que regulam a transcricdo o que conduz a supressiao pos-

transcricional (Shi et al., 2021).

Diversos estudos t€ém demonstrado a relagdo dos microRNA com o cancro. As
analises de expressdo dos microRNA mostra que estes podem desempenhar fungdes em
etapas da carcinogénese. O padrao de expressdo dos microRNA pode ser associado com
o tipo de cancro, estadio e outras varidveis clinicas, pelo que o perfil dos microRNA pode

ser usado como uma ferramenta para diagndstico e prognostico (Lee & Dutta, 2009).

Dependendo da fungdo dos miRNAs no desenvolvimento do cancro, eles podem

ser classificados como miRNAs supressores de tumores, quando atuam inibindo a
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expressao de oncogenes, ou classificado como miRNAs oncogénicos quando promovem
a carcinogénese, ou inibem a expressao de genes supressores de tumores (Smolarz et al.,

2022).

E possivel perceber que os miRNA por poderem interferir com um vasto niimero
de genes tém vindo a ser considerados poderosos reguladores genéticos. A sua capacidade
de regulagdo da expressdo genética faz com quem estes ncRNA sejam uma estratégia
terapé€utica interessante para restauracao de funcdes celulares que sdo alteradas por uma
doenga. Contudo apesar de ser uma carateristica positiva, este amplo espetro de acdo dos
miRNA acaba por ser também uma carateristica negativa por poder levar a agdes fora do

alvo pretendido (Diener et al., 2022).
2.2 Long non-coding RNA

Os RNA longos ndo codificantes representam uma classe de moléculas de RNA
que tém mais de 200 nucleo6tidos de comprimento e ndo codificam proteinas. Os IncRNA

participam numa variedade de processos biologicos (Zhang et al., 2019).

Virios estudos mostram que os IncRNA desempenham diversos papéis na
regulacdo da transcricdo genética, pos-transcri¢do, tradugcdo e modificagdo epigenética. A
expressdo dos IncRNA esta associada a varias doencas. Os IncRNAs podem regular a
proliferacdo celular, apoptose, migracdo e invasdo durante o desenvolvimento do cancro

(Jiang et al., 2019).

Alteragdes na expressao de determinados IncRNA promovem o desenvolvimento
do tumor e a sua metastiza¢do. Os IncRNA podem desempenhar fungdes supressoras ou
promotoras de tumor. Devido aos seus padrdes de expressao em varios tecidos e as suas
caracteristicas de expressdo em cada um deles, os IncRNA mostram ser uma forte

promessa como novos biomarcadores e alvos terapéuticos (Bhan et al., 2017).

A regulagdo transcricional por IncRNA pode funcionar tanto em cis quanto em
trans, e pode controlar negativa ou positivamente a expressao de um gene codificador de
proteinas. Os IncRNA funcionam em cis quando seus efeitos sdo restritos ao cromossoma
do qual sdo transcritos, e funcionam em trans quando afetam genes localizados noutros

cromossomas (Kornienko et al., 2013).
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Embora a fun¢@o da maioria dos IncRNA seja desconhecida, o nimero de IncRNA
estd a crescer e muitas publicagdes sugerem que eles desempenham papéis na regulagao
da expressdo genética influenciando o desenvolvimento e diferenciagdo de algumas

doengas humanas, incluindo o cancro (Bhat et al., 2016).
2.3 piwiRNA

Os RNA que formam complexos com as proteinas piwi (piRNA) sdo um novo tipo
de pequenos RNA nao codificantes, que t€ém entre 24 a 31 nucledtidos de comprimento e

que se ligam as proteinas PIWI (Liu et al., 2019).

Os RNA associados a PIWI, ou piRNA, sdo os RNA curtos ndo codificantes mais
abundantes. Mais de 20 000 genes que codificam para piRNA foram encontrados no

genoma humano (Zhou et al., 2023).

Os piRNA podem agir a nivel transcricional e pos-transcricional e ter um papel
vital no silenciamento de genes expressos em células germinativas. Eles também estdo

envolvidos no silenciamento e ativagdo epigenéticos (Iwasaki et al., 2015).

Os piRNA foram originalmente descobertos em células germinativas e sdo
considerados reguladores essenciais para a preservacdo da linha germinativa. Podem
também influenciar a expressao genética em células somaticas. Varios estudos tém
demonstrado que a desregulagdo dos piRNA pode promover ou reprimir o aparecimento

e desenvolvimento de cancros (Cai et al., 2022).

Apesar de serem considerados um novo campo na investigacdo do cancro, os
piRNA foram encontrados em diferentes tipos de cancro mostrando ter um impacto critico
na proliferacdo e progressdo da carcinogénese. Podendo também ser uteis para a

utilizacdo em critérios de classificagdo de tumores (Figura 5) (Mokarram et al., 2021).
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e — LATEXIN, GPAT2, Proliferagdo, invasio,
cro TNM, OS, RFS migragdo e apoptose
Cancro do P-ERM, Capase-3, Proliferagdo, invasdo,
—_ —_—
pulméo Akt/mTOR migragdo e apoptose
Cancro do P-AKT, VEGF Prolllfera?ao e
- figado invasdo
DESREGULACAO
DOS piRNA
Ca"fm do E— TNM, OS, RFS —_— Proliferagao
estomago
Cancro dos rins —  TNM, OS, RFS, TFS _— Metastizagdo
HSF1, BTG1, FAS, Proliferagdo e
TNM, RFS apoptose

Figura 5 - Fungdes biologicas, genes alvo e aplicagdes clinicas de piRNAs em diferentes cancros
(adaptado de Mokarram et al., 2021)

Os piRNAs possuem trés caracteristicas unicas que os distinguem dos outros
ncRNA. Primeiro, os piRNAs sdo gerados a partir de regides denomindas clusters de
piRNA, que estdo situados principalmente nas partes pericentromérica e subtelomérica
dos cromossomas. Em segundo lugar, ao contrario dos siRNAs e miRNAs, que possuem
precursores transcricionais de cadeia dupla, os precursores dos piRNAs sdo transcritos de
cadeia simples. E por fim, os piRNAs apresentam modificagdo 2'-O-metil na extremidade
3' e ligam-se especificamente as proteinas PIWI para desempenhar as suas fungoes (Chen

et al., 2021).

Existe evidéncia cientifica que mostra, sobretudo nos cancros digestivos, que os
piRNA controlam a expressdo de genes e vias essenciais associadas a progressao destes
sendo relatados como possiveis biomarcadores para o diagndstico e tratamento de cancros

digestivos (Cai et al., 2022).

Os piRNA ganham assim destaque nos cancros digestivos podendo vir a ter um

papel fundamental em potenciais aplicagcdes de diagndstico e terapéutica.
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2.4 siRNA

Os small interfering RNA (siRNA) sdo pequenos RNA de cadeia dupla que
exercem os seus efeitos dividindo-se em cadeias simples e ligando-se as suas sequéncias
alvo de RNA mensageiro (mRNA). Esta acdo catalisa uma série de atividades que fazem
com que o mRNA alvo se quebre e se degrade, interrompendo a tradugdo e induzindo a

supressao genética (Padda et al., 2023).

A descoberta primeiro em plantas e mais tarde em células de mamiferos, de que
estes RNA ndo codificantes sdo capazes de regular a expressao de genes, por um processo
denominado RNAi (RNA de interferéncia) conduziu a avangos bastante importantes na

area da genética e da pesquisa biomédica. (Sarisozen et al., 2015).

Devido a sua capacidade de inibir a expressdo de genes, os siRNA ganharam
atencdo como um potencial agente terapéutico em muitas doengas genéticas. Os siRNA
podem ser usados como ferramentas para estudar a fungdo de um tinico gene, tanto in vivo
quanto in vitro, e sao considerados uma nova e atraente classe terapéutica, especialmente

para o tratamento de cancro e outras doencas de base genética (Dana et al., 2017).
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3 O papel dos RNA nao codificantes aplicado em

diferentes tipos de cancro

3.1 Micro RNA no cancro oral

O cancro oral ¢ definido como um grupo de tumores malignos que afetam a

cavidade oral, incluindo os labios as amigdalas e a faringe (Rivera, 2015).

O cancro oral € o 6° cancro mais comum no mundo, esta associado a indices de
mortalidade elevados, sobretudo pelo seu disgndstico tardio. Os principais fatores de risco
associados a este cancro sdo o tabaco e o dlcool. O fumo do tabaco pode causar
transformagdes na mucosa oral tendo um efeito cancerigeno direto nas células epiteliais

(Roi et al., 2020).

Neste tipo de cancro a evidéncia cientifica mostra que os microRNA tém um papel
importante na metastizacdo. Geralmente o tumor original ndo ¢ a principal razdo da morte,
a maioria das mortes ¢ causada por metastases. Cerca de 9/10 mortes por cancro sao
causadas por metastases, que sdo também causa de maior morbilidade (Eslami et al.,

2023).

A desregulacdo por parte dos miRNA no cancro oral tem sido objeto de um
nimero consideravel de estudos e de pesquisa cientifica. Os micro RNA que tém uma
acdo reguladora positiva ajudam o cancro a progredir, enquanto os que tém agdo

reguladora negativa podem retardar a progressao do tumor (Osan et al., 2021).

Foi relatado que no cancro oral alguns miRNA como: miR-21, miR-24, miR-31,
miR-184, miR-211, miR-221, miR-222 exercem uma regula¢do positiva sobre o tumor
ajudando no seu desenvolvimento, enquanto outros como o miR-203, miR-100, miR-
200, miR-133a, miR-133b, miR-138 e miR-375 exercem uma regulagdo negativa
inibindo ou retardando o desenvolvimento do tumor, influenciado os mecanismos de

carcinogénese oral (Tabela 1) (Osan et al., 2021).
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Tabela 1- Micro RNA no cancro oral como promotores ou supressores de tumor (adaptado de Tu
etal., 2015; Fu et al., 2017; Osan et al., 2021)

Micro RNA no cancro oral
Como promotores de tumor Como supressores de tumor
miR-21 miR-100
miR-24 miR-133a
miR-31 miR-133b
miR-155 miR-138
miR-184 miR-200
miR-211 miR-203
miR-221 miR-375
miR-222
miR-372
miR-373

Com fun¢do promotora de tumor temos por exemplo o miR-21, foi demonstrado
que este miRNA pode inibir a expressdo de Tropomyosin (TPM1), bem como de

Phosphate and Tension homolog (PTEN) (Li et al., 2009).

O TPM1 ¢ um gene que ¢ descrito como tendo acdo supressora de tumor, estudos
mostram que quando este apresenta niveis altos a sobrevida global dos pacientes ¢ maior,
enquanto pacientes com niveis baixos apresentam uma sobrevida global menor (Pan et

al., 2017).

O PTEN ¢ considerado um importante gene supressor de tumor e a proteina que
ele codifica tem um efeito contrario a Phosphatidylinositol 3-Kinase (PI3K) ao
desfosforilar o Phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate (PIP3) em PIP2. A redugdo de
expressdo dos niveis de PTEN pelo miR-21 ¢ diretamente responsavel pela
hiperestimulacdo da via de sinalizacdo Phosphatidylinositol 3-Kinase/AKT Serine-

Threonine Kinase 1 (PI3K/AKT) (Osan et al., 2021).

A PI3K corresponde a um conjunto de enzimas que regulam alguns processos
celulares, sendo um dos principais a prolifera¢do. Este conjunto de enzimas ¢ conhecido
por atuarem como sinalizadores na via PI3K/AKT, via que esta associada a proliferacdo

celular no cancro (Akinleye et al., 2013).

Em suma o que acontece ¢ que enquanto a agdo do PTEN ¢ supressora, a do PI3K
¢ o oposto, havendo reducdo de PTEN pelo miR-21 vai prevalecer a agdo do PI3K que

conduz a hiperestimulacdo desta via e consequentemente vai conferir a célula uma
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elevada resisténcia a apoptose e também levar a proliferacao descontrolada (Chalhoub &

Baker, 2009).

O miR-24 ¢ outro exemplo de RNA ndo codificante que ajuda o tumor a progredir
e para além disso aumenta a resisténcia deste ao tratamento. Este mostrou ter um papel
significativo no que toca a proliferacdo descontrolada de células cancerigenas orais

(Zheng et al., 2015; Zhao et al., 2016).

Outro exemplo de miRNA com ac¢do oncogénica mencionado por outros autores
¢ o miR-155 que promove a proliferacdo celular e suprime a apoptose ao inibir a

expressao de p27Kipl um gene com fungdo supressora de tumor (Fu et al., 2017).

Foi também relatado noutro artigo que a sobre expressao de miR-372 e miR-373
estava associada a metastizagdo, invasdo vascular linfitica e baixa sobrevida, por
regulacdo da expressdo da large tumor suppressor kinase 2 (LATS2) em células do

carcinoma oral (Tu et al., 2015).

No que toca a miRNA que funcionam como supressores de tumor temos como
exemplo o miR-203. Este miRNA mostrou ser capaz de afetar a proliferagdo do tumor e
para alem disso foi verificado que também ¢ capaz de tornar as células cancerigenas

sensiveis a cisplatina no cancro oral (Lin et al., 2016).

Outro exemplo ¢ o miR-375 que inibe a proliferacdo celular e promove a apoptose
celular induzindo a paragem do ciclo celular na fase GO / G1 e aumenta a sensibilidade
das células tumorais a radiagdo, o que demonstra que o miR-375 tem potencial terapéutico

no carcinoma oral (Zhang et al., 2017).

E possivel perceber, que neste tipo de cancro existe um nimero elevado de miRNA
descritos, que podem influenciar o seu desenvolvimento de forma positiva ou negativa e

atuar em diferentes etapas da carcinogénese.
3.2 Micro RNA no cancro da mama

O cancro da mama ¢ o cancro mais diagnosticado em mulheres, podendo também
afetar o sexo masculino. No mundo ¢ a segunda causa de morte mais comum por cancro
em mulheres. Anualmente a cada 10 novos casos de cancro 1 ou mais correspondem a

cancro da mama (Alkabban & Fergunson, 2022).
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O cancro de mama tem origem nos tecidos mamarios, por norma nos ductos

mamarios ou nos lobulos (Akram et al., 2017).

Neste tipo de cancro as influéncias hormonais t€ém uma grande importancia, elas
podem estimular o crescimento e desenvolvimento do cancro. O tumor ¢ analisado para

verificar a presenca de recetores de estrogénio e/ou progesterona (Watkins, 2019).

Atualmente o cancro da mama ¢ classificado com base nos seus recetores, esta
classificagdo ¢ fundamental para se perceber qual a melhor abordagem terapéutica a
adotar. Esta classificacdo consiste na avaliacdo de bidpsias com o intuito de analisar a
presenca de proteinas especificas, assim temos 0s cancros que possuem recetores de
estrogénio, os que possuem recetores de progesterona, os que tém a presenca de HER2 e
os que ndo possuem nenhuma das proteinas mencionadas que sdo denominados triplo

negativo (Orrantia-Borunda et al., 2022).

A metastizacdo ¢ das principais causas da mortalidade por cancro da mama. Vérios
estudos analisaram e mostraram o envolvimento dos miRNA no processo de
metastizagdo. Alguns miRNA que promovem a metastiza¢do no cancro da mama incluem
o miR-9, miR-10b, miR-21, miR-29a, miR-155 e familia miR-373/520 (Tabela 2). Por
outro lado, temos também miRNA que atuam como supressores de metdstase no cancro
da mama incluem miR-7, miR-22, miR-30, miR-31, miR-126, miR-145, miR-146, miR-
193b, miR-205, miR-206, miR-335, miR-448, miR-661 (Tabela 2) (Singh & Mo, 2013).

Tabela 2 — Micro RNA como promotores ou supressores de metastizagdo no cancro da mama
(adaptado de Singh & Mo, 2013)

Micro RNA na metastizacao no cancro de mama
Como promotores de tumor Como supressores de tumor
miR-9 miR-7
miR-10b miR-22
miR-21 miR-30
miR-29a miR-31
miR-155 miR-126
miR-373/520 miR-145

miR-146
miR-193b
miR-205
miR-206
miR-335
miR-448
miR-661
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Como exemplo de promotor da metastizagdo temos, o miR-9 que aumenta os
niveis do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) o que contribui para o aumento

da motilidade celular e aumento da capacidade de invasdo das células do cancro da mama

(Ma et al., 2010).

No caso de supressor de metastizacdo temos o miR-7 que tem a capacidade de
atingir o recetor do fator de crescimento epidérmico (EGFR), responsavel por regular
processos celulares importantes, como proliferacdo e diferenciacdo, e ¢ frequentemente
sobre expresso em diferentes tipos de cancro, incluindo cancro da mama (Webster et al.,

2009).

Outro exemplo de miRNA com fun¢@o supressora ¢ o miR-22, foi relatado que
este inibe o crescimento do tumor e a metastiza¢do. Quando sobre expresso verificou-se
que o miR-22 pode ter como alvo os genes envolvidos na senescéncia, que inclui CDK6,
SIRT1 e Spl, induzindo o envelhecimento celular, além da diminui¢do da motilidade
celular e da invasdo in vitro (Xu et al., 2011). Um estudo independente mostrou que o
miR-22 também pode ter como alvo o recetor de estrogénio a e tem efeito inibitdrio na

proliferacdo de células de cancro da mama dependentes deste (Pandey & Picard, 2009).

Um outro artigo mostrou o papel da familia miR-30 no cancro da mama, ndo so6

na metastizagdo, mas em outras etapas da carcinogénese.

Esta ¢ uma familia de miRNA que atua em algumas etapas da carcinogénese e ¢
constituida por miR-30a, miR-30b, miR-30c-1, miR-30c-2, miR-30d e miR-30e. Esta
familia pode alterar a expressdo de certos genes, os estudos mostram que podem
desempenhar um papel supressor ou promotor de tumor. Esta familia esta presente em
varios tipos de cancro como por exemplo, cancro da prostata, do ovario, da bexiga,
contudo o foco vai ser no cancro da mama. O artigo analisado resumiu como se pode ver
na tabela 3 algumas fung¢des supressoras de tumor desta familia de micro RNA no cancro
da mama, quais os seus alvos e como consequéncia os processos de carcinogénese que

influéncia (Yang et al., 2017).
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Tabela 3 - Alvos e fungdes dos micro RNA da familia miR-30 (adaptado de Yang et al.,2017)

miRNA Alvo Funcao

miR-30a Metadherin Supressao do
crescimento tumoral

miR-30a Eya2 Supressao de
proliferacdo e
migracdo tumoral

miR-30a Vimentin Inibi¢cdo de migragao
e invasao
miR-30b CCNE2 Fator de progndstico
para terapéutica com
Trastuzumab
miR-30c¢ TWF1, VIM Supressao do
crescimento tumoral
miR-30c YWHAZ Inibi¢ao da invasao
miR-30c TWEFI1 Inibi¢ao da
resisténcia a
quimioterapia

3.3 Long non-coding RNA no cancro do pulmao

O cancro do pulmdo ¢ um dos cancros mais frequentemente diagnosticados
correspondendo a principal causa de morte por cancro no mundo, com uma estimativa de

2 milhdes de novos casos e 1,76 milhdes de mortes por ano (Thai et al., 2021).

O cancro do pulmao ¢ definido como o cancro que tem origem nos alvéolos
pulmonares ou nos bronquios, sendo a sua causa mais comum o fumo do tabaco, cerca de
90% dos casos de cancro do pulmdo podem ser atribuidos ao tabagismo (Siddiqui et al.,

2023).

Os tumores que tém inicio no pulmao, sdo divididos em dois grupos: cancro do
pulmao de células ndo pequenas (CPCNP) que corresponde a 80-85% dos casos de cancro
do pulmao e cancro do pulmao de células pequenas (CPCP) que corresponde a 15% dos

casos (Lahiri et al., 2023).
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No cancro do pulmao verificou-se que os IncRNA tém influéncia nas etapas de
desenvolvimento deste, desempenhando func¢des na transformagdo das células, na
proliferacdo, na apoptose celular e na invasdo e metastiza¢ao, ou seja, em todas as etapas

da carcinogénese (Jiang et al., 2021).
Iniciacao

Os estudos mostram que 5 IncRNA podem induzir transformagdes malignas nas
células epiteliais pulmonares e bronquicas, sendo que H19 ¢ o IncRNA que mais se
destaca, foi o primeiro IncRNA descoberto em células humanas e ¢ altamente expresso
durante o desenvolvimento do embrido e do feto, embora seja desativado na maioria dos
tecidos logo apds o nascimento. Inicialmente este IncRNA foi descrito como supressor de
tumor, mas os estudos mais recentes demonstraram que exerce uma fun¢do oncogénica
em varias doencas malignas, incluindo cancro do pulmao, da mama, do colo do utero, do

esofago, dos ovarios, dos ossos e da bexiga (Wang et al., 2019).

No cancro do pulmao os estudos mostram que o H19 para além de ter acdo na
iniciagdo do cancro pode também desempenhar func¢des a nivel da proliferacdo celular

(Zhang et al., 2016).
Promocao

Existem 23 IncRNA conhecidos que estdo associados a proliferagdo e apoptose de
células do cancro do pulmdo, como por exemplo ANRIL, HOTAIR, IncRNA-p21,
MALAT]1 entre outros (Wang et al., 2019).

MALATI1 ¢ o primeiro IncRNA associado ao cancro do pulmdo identificado.
Promove a proliferacdo de células de cancro de pulmao através da regulacio de caspase-

8, caspase-3, BAX, BCL-2 e BCL-XL (Chen et al., 2016).

Por outro lado, temos PANDAR (promoter of CDKNI1A antisense DNA damage-
activated RNA) que demonstrou reprimir a proliferacdo in vitro e in vivo de células do
CPCNP quando sobre expresso. A sobre expressdao de PANDAR inibe significativamente
o crescimento de células do CPCNP in vitro e in vivo e aumenta parcialmente a apoptose

celular (Han et al., 2015).
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Progressiao

Foi descoberto que 17 IncRNA estdo implicados na invasdo e metastizagdo no

cancro do pulmao, sendo dois destes MALAT1 e HOTAIR (Wang et al., 2019).

Desde a sua descoberta associado ao cancro do pulmao de células ndo pequenas,
que MALAT1 tem sido associado a varias doencas malignas humanas, incluindo cancro
do pulmio, bexiga, mama, colorretal, esofagico, figado, dos ovarios, da prostata e de

células renais (Gutschner et al., 2013).

No cancro do pulmdo MALAT1 ¢ significativamente sobre expresso e pode

melhorar a invasao e metastizacao (Wu et al., 2015).

HOTAIR, o IncRNA originalmente identificado no cancro da mama, demonstrou
ter uma regulacdo positiva numa variedade de cancros, incluindo cancro do pulmao. Este
IncRNA liga-se ao co-repressor transcricional PRC2 e recruta PRC2 para silenciar os seus
genes alvo. Estudos recentes identificaram que HOTAIR tem um papel oncogénico tanto
no CPCP quanto no CPCNP, e consistente com essas observagdes, a regulacio positiva
do HOTAIR poderia melhorar os comportamentos agressivos das células do cancro do

pulmao (Loewen et al., 2014).

No cancro do pulmao, a principal funcdo do HOTAIR ¢ a invasdo e a metastizacao.
No tipo de cancro mencionado observa-se que os niveis de HOTAIR sdo sempre
acompanhados por metastases, um mau progndstico e menor tempo de vida dos doentes

(Liuetal., 2013).

Embora os IncRNA mencionados tenham sido divididos por etapas da
carcinogénese € possivel perceber que alguns podem desempenhar fungdes em mais que
uma etapa, como por exemplo MALATI, a evidencia cientifica mostra que tem agdo na

invasdo e metastiza¢cdo (progressao), mas também na proliferagdo (promocao).

Esta presenca dos IncRNA em todas as etapas da carcinogénese reforca a ideia de
que sdo um potencial e promissor meio de diagnostico, progndstico ou alvo terapéutico

nesta doenga.
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3.4 piwiRNAS no cancro colorretal

Na prética clinica o cancro que afete o colon e/ou o reto ¢ descrito como uma

entidade tumoral Gnica denominada cancro colorretal (Alzahrani et al., 2021).

O cancro colorretal ¢ o segundo tipo de cancro mais diagnosticado no mundo em
homens e nas mulheres corresponde ao terceiro tipo de cancro mais diagnosticado (Tariq

& Ghias, 2016).

Neste tipo de cancro sabe-se que um diagnodstico precoce pode melhorar
significativamente o progndstico dos doentes, contudo nesta doenca os doentes nao
apresentam manifestacdes clinicas tipicas, nem sinais especificos numa fase inicial da

doenca resultando numa baixa taxa de diagnosticos precoces (Duan et al., 2022).

Os mecanismos pelos quais os piRNA contribuem para o cancro ainda nao sao

totalmente compreendidos, incluindo no cancro colorretal (Ray & Mukherjee, 2023).

Estudos recentes descobriram a expressao anormal de piRNA em diferentes tipos
de cancro, podendo desempenhar um papel promotor ou supressor de tumor,

especialmente no cancro colorretal (AmeliMojarad et al., 2022).

Foi realizado um estudo onde foi analisado o perfil de expressdo de piRNA em
amostras de soro de pacientes com cancro colorretal. A analise mostrou desregulacdo de
piR-1245 e piR-823 nos tecidos tumorais atuando como promotores da migragao celular,

invasao celular e como inibidores da apoptose (AmeliMojarad et al., 2022).

O piR-1245 foi identificado como um ncRNA frequentemente sobre expresso no
cancro colorretal, sendo que esta sobre expressao estd relacionada com doenga avangada
e metastatica. Doentes que apresentem esta sobre expressao apresentam sobrevida global
menor. Os autores sugerem que o uso deste piRNA pode ser interessante como um
biomarcador de prognostico no cancro colorretal. Este piRNA funciona como um
oncogene promovendo a progressdo do tumor. Alguns genes com fungdes supressoras de
tumor foram identificados como seus alvos, ATF3, BTG1, DUSP1, FAS, NFKBIA, UPP1,
SESN2, TP53INP1 e MDX1 sendo verificada uma correlagdo inversa entre a expressao

destes e o piR-1245 no cancro colorretal (Weng et al., 2018).
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Relativamente ao piR-823, foi demonstrado que este piRNA aumenta a
proliferacdo celular e inibe a apoptose celular, podendo funcionar como um alvo

terapéutico para o cancro colorretal (Yin et al., 2017).

O piR-54265 ¢ outro piRNA sobre expresso neste tipo de cancro mostrando ter
um papel oncogénico ao promover metastizagdo, resisténcia a quimioterapia € inibir a
apoptose. A alta expressdo de piR-54265 também esta correlacionada com menor

sobrevida global e sobrevida livre de progressao (Mai et al., 2020).

Embora seja mencionado por alguns autores que estes ncRNA podem
desempenhar fung¢des promotoras ou supressoras de tumor neste tipo de cancro os artigos

analisados mostraram sobretudo piRNA com fun¢des promotoras de tumor.
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4 ESTRATEGIAS DE APLICACAO DOS RNA NAO
CODIFICANTES NA TERAPEUTICA
ONCOLOGICA

4.1 siRNA, desenvolvimentos na terapéutica oncologica

Apods a descoberta da capacidade de silenciamento genético dos siRNA pelo
RNALI, percebeu-se que esta fun¢do poderia ser desenvolvida numa nova classe de
farmacos ndo convencionais que poderia inibir diretamente os genes que estao na base do

desenvolvimento de determinadas patologias, incluindo o cancro (Dana et al., 2017).

Os siRNA parecem ser uma estratégia terapéutica util para bloquear a expressao
dos genes que estao envolvidos direta ou indiretamente na proliferacdo anormal de células
cancerigenas, sobretudo devido a sua capacidade de silenciamento da expressdo genética

(Charbe et al., 2020).

Em agosto de 2018, foi aprovado pela FDA o primeiro siRNA terapéutico, para o
tratamento da amiloidose por transtirretina (ATTR), denominado ONPATTRO™
(Patisiran) (Figura 6), uma nanoparticula lipidica (LNP) que encapsula e fornece siRNA
contra a transtirretina mutante tendo como alvo os hepatdcitos. Este foi considerado um
marco importante para o campo da terapéutica com recurso ao uso de siRNA, abrindo
portas para o desenvolvimento de outros farmacos com este tipo de ncRNA (FDA, 2018;

Hoy, 2018; Dong et al., 2019).

Este farmaco foi desenvolvido pela Alnylam Pharmaceuticals, fundada em 2002
e especializada no desenvolvimento de terapéuticas com o RNAi. Para além do
ONPATTRO™ desenvolveram também GIVLAARI® (givosiram) aprovado pela FDA
em 2019, OXLUMO® (lumasiram) aprovado em 2020 e AMVUTTRA® (vultrisiran)
aprovado em 2022 (Alnylam® Pharmaceuticals, 2024).
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Figura 6 - ONPATTRO™ (Patisiran), nanoparticula lipidica que encapsula siRNA contra
transtirretina mutante, para o tratamento da amiloidose por transtirretina (Clinical Trials Arena, 2018)

O silenciamento de genes por siRNA ¢ crucial para os alvos que ndo sdo acessiveis
a pequenas moléculas, a anticorpos ou a proteinas. Varios estudos in vivo e in vitro
confirmaram que a proliferacdo anormal de células cancerigenas poderia ser
significativamente inibida pelo silenciamento mediado por siRNA. Além disso, os siRNA
tém se mostrado muito promissores na potencializagdo da quimioterapia, sensibilizando

algumas células cancerigenas resistentes aos farmacos (Charbe et al., 2019).

Virios tipos de sistemas tém sido testados para distribuicdo de siRNA, tais como
conjugados com anticorpos, incorporacdo em micelas, associacdo a polissacarideos
naturais, microparticulas, entre outros. No entanto, algumas formulacdes a base de lipidos
e outros materiais semelhantes a lipidos, como lipossomas, niossomas e particulas
lipidicas de 4cidos nucleicos estaveis (SNALP), provaram ser sistemas eficazes e
promissores para distribui¢do in vivo de farmacos com recurso a siRNA (Mahmoodi

Chalbatani et al., 2019).
Alguns aspetos importantes a ter em conta no uso dos siRNA:

No que toca ao comprimento dos siRNA para uso em aplicacdes terapéuticas, os
estudos in vitro demonstraram que ndo devem ter mais de 30 nucledtidos de comprimento

de modo a evitar uma resposta imune (Cuciniello et al., 2019).

Outro aspeto importante a ter em conta na aplicacdo terapéutica destes ncRNA ¢é

a selecdo da sequéncia de mRNA que vai ser reconhecida pelo siRNA. Para se alcancar
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um silenciamento genético eficiente e especifico, ¢ fundamental selecionar a sequéncia
ideal, excluindo possiveis alvos para além do pretendido. Apesar deste problema poder
ser resolvido recorrendo-se a diferentes algoritmos de predi¢ao especificos surgidos nos
ultimos anos, a eficdcia do siRNA deve ser validada experimentalmente (Lam et al.,

2015).

Desta maneira podemos afirmar que os siRNA funcionam como um intermediério
do mecanismo de RNAi, um mecanismo que veio revolucionar a area da terap€utica. Estes
siRNA podem inibir ou silenciar varias vias celulares, tendo como alvo mRNA
especificos. Nas células cancerigenas, os siRNAs podem suprimir a expressdo de varios
genes promotores de tumor. A terapia com siRNA pode assim ser usada para aumentar a

apoptose das células cancerigenas ou ativar uma resposta imune ao cancro (Pengnam et

al., 2022).
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Consideragoes finais

5 CONSIDERACOES FINAIS

E possivel concluir que os RNA ndo codificantes sdo uma abordagem recente com
bastante potencial no diagndstico e até com possivel envolvimento no tratamento de

cancros.

E um tema em desenvolvimento que tem vindo a ganhar bastante interesse pela
comunidade cientifica e que mostra ter potencial para vir a ser um dos grandes topicos
num futuro préximo no que toca a desenvolvimentos no campo da genética humana e da

oncologia.

Foi possivel perceber que estes tipos de RNA estdo presentes em diferentes
cancros, como por exemplo, o cancro da mama, que ¢ uma das doengas com mais impacto
no mundo atualmente, no cancro do pulmao que ¢ o tipo de cancro mais associado a
mortalidade, entre outros. Para além disso estes ncRNA podem atuar em diferentes etapas
da carcinogénese, o que demonstra uma grande variedade em termos de opgdes de estudos
futuros no que toca a evolucdo de formas de diagndstico, prognoéstico e terapéutica

associado ao combate ao cancro.

Os RNA nio codificantes mencionados (microRNA, IncRNA, piwiRNA e siRNA)
mostram ter um papel fundamental em etapas da carcinogénese, podendo em alguns casos

ter impactos positivos € noutros impacto negativo.

Uma melhor compreensao dos mecanismos de atuagdo destes RNA na cadeia de
formagdo e desenvolvimento do tumor permitird um desenvolvimento de novos métodos

de abordagem terapéutica durante o tratamento de doentes oncologicos.

Em relacdo aos ncRNA, microRNA, piwiRNA e IncRNA foi possivel perceber
que sdo multiplos e com diversas fungdes, positivas ou negativas, no processo tumoral,
sendo alguns deles bastante interessantes e mais promissores que outros podendo ser

usados como biomarcadores, estratégias terapéuticas ou alvos terapéuticos.

Nos siRNA percebe-se que a sua capacidade de silenciamento genético ¢
determinante na atuagdo deste tipo de ncRNA e que a comunidade cientifica tem estudado

bastante as suas aplicagdes terapéuticas, ja existindo farmacos aprovados pela FDA.
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No campo da oncologia embora ainda ndo haja um farmaco desenvolvido e
aprovado com recurso a esta técnica ¢ possivel verificar que a investigacdo se encaminha
para o seu possivel desenvolvimento, existindo um niimero consideravel de artigos sobre

o0 seu potencial e promissor uso na terapéutica.

Embora seja um tema que demonstra ter tido um grande desenvolvimento e foco
de atenc¢do por parte da comunidade cientifica nos ultimos anos, ainda parece ser um tema
com muitos topicos a explorar e que necessita de mais investigagdo experimental. No
entanto, encaminha-se para um futuro bastante promissor numa doenca que impacta de

forma bastante significativa e negativa a vida de milhdes de pessoas.
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