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Resumo

As neoplasias malignas sao, na atualidade, um verdadeiro problema de salde publica
correspondendo a segunda causa de morte a nivel mundial. A carga global do cancro esta a
aumentar rapidamente e perspetiva-se que continue a aumentar. O cancro pancreatico,
embora nao sendo dos cancros mais incidentes (posicionando-se no 11° lugar a nivel mundial)
corresponde, mundialmente, a sétima causa de morte por cancro, em ambos 0s sexos.
Verifica-se uma elevada mortalidade nos pacientes diagnosticados com esta patologia,
numeros esses que espelham praticamente os nimeros dos casos de incidéncia do mesmo,
refletindo a sua natureza letal.

0O aumento da incidéncia do cancro traz continuamente novos desafios e a necessidade de
desenvolver biomarcadores que possibilitem a identificacao precoce, a monitorizacao,
terapéutica e prognostico das neoplasias malignas. Os microRNAs sdao pequenas sequéncias
nao-codificantes de RNA cuja funcao assenta na regulacdo da expressdo génica. Dada a sua
importante funcao, nao surpreende que a sua desregulacao esteja implicada em diversos
processos patoldgicos, nomeadamente o cancro. Estas pequenas sequéncias tém vindo a ser
investigadas, apontando para uma funcao promissora como biomarcadores. No que se refere
ao cancro pancreatico, ja varios estudos identificaram microRNAs circulantes derivados do
tumor que se encontram sobre ou sub regulados, caracterizando-os como biomarcadores,
nomeadamente de diagnostico e prognostico, sendo que alguns dos identificados incluem
microRNA-21, microRNA-210, microRNA-155. Considerando a elevada taxa de metastizacao do
cancro pancreatico, a identificacdo de microRNAs (microRNA 10b, 21, entre outros) motiva a
sua utilizacdo como potenciais biomarcadores que refletem a propensidao de metastase. Todos
estes achados representam possiveis novos biomarcadores com potencial de definir a mais
adequada intervencao terapéutica nestes doentes.

Com o presente trabalho pretende-se efetuar uma revisao das potencialidades dos microRNAs

e a sua utilizacdo como biomarcadores no cancro pancreatico.

Palavras-chave:

MicroRNA; biomarcadores circulantes; cancro pancreatico
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Abstract

Malignant neoplasms are a worldwide threat to public health, being the second cause of
death. The overall burden of cancer is rising fast and it is expected to continue to increase in
the coming decades. Pancreatic cancer, although not the most prevalent cancer, being only
the 11" most widespread worldwide, it is the seventh cause of death by cancer, for both
genders. Patients diagnosed with pancreatic cancer have a high mortality rate, roughly the
same number of diagnosed cases, hence its lethal nature.

The increase in cancer incidence worldwide fosters new challenges and the need to develop
technologies to help fight this burden. Among them, biomarkers that can help an early
identification of cancer, monitorization, therapy, and aid in prognostics are promising future
solutions. MicroRNAs are small non-coding sequences of RNA that regulate gene expression.
Given their important function, it is known that their deregulation is involved in various
pathologic processes, namely cancer. These small molecules have been extensively
researched as biomarkers. On pancreatic cancer, tumour circulating miRNA’s have been
identified, usually over or underregulated, and have been characterized as diagnostic or
prognostic biomarkers, namely miRNA-21, miRNA-210 and miRNA-155 which are some of the
identified sequences in pancreatic cancer. This type of cancer has a high metastization rate,
and the identification of miRNA’s like 10b, 21 and others, which are related to metastization
phenomena, strengthens research on miRNA’s to further understand the evolution and
behaviour of pancreatic cancer, and ultimately to be used as a therapeutic agent.

This work intends to be a review of the potential aplications of microRNAs and their putative

use as biomarkers in pancreatic cancer
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1. Introducéao

As neoplasias malignas sdo, na atualidade, um verdadeiro problema de salde publica a nivel
mundial, correspondendo a segunda causa de morte (1). Verifica-se que a carga global do
cancro esta a aumentar rapidamente e estima-se que esta aumente em média cerca de 50%
até ao ano de 2020. Indubitavelmente, tém sido feitos progressos ao longo dos anos para
contrariar esta tendéncia, incluindo estratégias de prevencao, novos meios de diagnostico e
métodos de tratamento. Ainda assim, o aumento da incidéncia do cancro traz continuamente
novos desafios que procuram aprimorar as estratégias de diagnostico, tratamentos e
monitorizacao mais eficazes, e melhoria no prognostico (2,3).

Tem-se constatado que as grandes dificuldades com que os profissionais de salde se deparam
consistem na detecdo ja tardia do cancro; quando diagnosticado, a dificuldade na
monitorizacdo da progressdo do mesmo e, ainda, a resisténcia ao tratamento devido a
heterogeneidade tumoral, constituem problemas major (4-6).

O caso especifico do cancro pancreatico, ainda que nao seja dos cancros mais incidentes,
reflete a dificuldade que os profissionais de salde tém em detetar, tratar e monitorizar a
doenca: um dos cancros mais fatais, onde a sua incidéncia corresponde aproximadamente a
taxa de mortalidade, sendo premente o desenvolvimento de marcadores de diagnostico,
monitorizacdo e de resposta as atuais terapéuticas bem como do surgimento de novas
terapéuticas (7,8).

A necessidade de desenvolver biomarcadores que identifiquem o cancro num estadio inicial,
que sejam eficazes na monitorizacao da progressao de doenca, na predicao de resposta ao
tratamento e no prognostico da doenca é essencial. Existem algumas caracteristicas
necessarias a um biomarcador para que este seja competente na utilidade clinica: a sua
biodisponibilidade - tanto em termos quantitativos como em termos de acessibilidade -,
estabilidade, capacidade de distinguir entre diferentes tipos de doencas e, ainda, ser
fidedigno quando medido, ou seja, a medicao efetuada nao seja influenciada por outros
fatores e, portanto, ter uma elevada sensibilidade e especificidade (4,9,10). Atualmente, os
mais utilizados na pratica clinica sdo principalmente proteinas, que ainda que possibilitem
diagnosticar, monitorizar e deduzir um prognostico da neoplasia maligna, sdao marcadores que
carecem de elevada sensibilidade e especificidade (9).

Tem-se assistido a um esforco intenso para desenvolver novos biomarcadores. A evolucao na
area da genética, nomeadamente nos equipamentos de analise de genoma, tem permitido o
grande crescimento de conhecimento e de descoberta de novos biomarcadores (11).
MicroRNAs (miRNAs) sdo pequenas sequéncias nao-codificantes de RNA, detetados
inicialmente em 1993 na espécie Caenorhabditis elegans (12). Rapidamente foram
identificados genes homologos em mais espécies, incluindo humanos, e conhecida a sua
funcao: regular a expressdao génica e, consequentemente, uma variedade de processos
celulares (que se estendem desde a proliferacao a morte celular) (13,14). MiRNAs tém, desde

entao, atraido diversas linhas de investigacao e estudos. A par do seu papel preponderante na
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regulacao genética, sabe-se que estes nao estao apenas presentes nas células mas também na
circulacdo, apresentando caracteristicas essenciais a um bom biomarcador: uma elevada
estabilidade no plasma e também quando armazenados, niveis de miRNAs na circulacao
associados a diferentes doencas e estadios das mesmas e, ainda, facilidade da sua
mensuracao (por diferentes métodos) cuja medicdo é sensivel (9,15). Ainda, a importancia
dos miRNAs estende-se ao facto da expressao e funcao destes se encontrarem alteradas em
células cancerigenas, sublinhando assim a sua relevancia como biomarcadores de interesse
(16).

A luz do acima descrito, constata-se a progressiva evolucdo e inovacdo na area da medicina.
Assim sendo, segue-se uma visao geral das neoplasias malignas, particularizando o cancro
pancreatico, uma abordagem geral aos miRNAs, incluindo o seu papel nas doencas oncologicas

e as suas potencialidades no caso especifico do cancro pancreatico.
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2. Cancro como flagelo mundial

Todos os anos, sao diagnosticados cerca de 12 milhdes de cancros no mundo, sendo que
existem 7 milhdes de mortes anuais relacionadas com esta doenca, e, estima-se que 25
milhdes de pessoas vivem diariamente com algum tipo de cancro diagnosticado (3). O cancro
€, sem surpresa, a segunda causa de morte em todo o mundo, com 8.8 milhdes de mortes, so
em 2016, totalizando uma em cada 6 mortes. Em 2015, os tumores malignos corresponderam
a 24,5% dos dbitos, sendo apenas ultrapassados pelas doencas do aparelho circulatorio (17).

0 aparecimento de cancro varia de acordo com a genética, idade, sexo, localizacao no globo
e estilo de vida, sendo que os cancros mais comuns em homens sdao de pulmao e prostata,
enquanto que nas mulheres, é o da mama (3).

O cancro caracteriza-se pela transformacao de células normais em células tumorais num
processo com varias fases, desde lesdes pré-cancerosas até tumores malignos, células com um
fendtipo derivado da desregulacdo de varios genes codificadores de proteinas (18). O
desenvolvimento de cancros deriva dos fatores genéticos individuais e de 3 fatores externos,
nomeadamente carcinogéneos fisicos (luz ultravioleta), carcinogéneos quimicos (asbestos,
tabaco, aflatoxina e arsénio), e ainda carcinogéneos biologicos (infecdes virais, bacterianas e
parasitas) (19).

Os fatores de risco associados ao aparecimento de cancro sdo a falta de exercicio fisico,
tabagismo, consumo de bebidas alcodlicas e dietas desequilibradas. Além destes, infecoes
cronicas também potenciam o desenvolvimento de cancros, sendo os mais problematicos, a
infecao por Helicobacter pylori, virus do Papiloma Humano, virus da Hepatite B e C, e o virus
de Epstein-Barr (19).

2.1 Particularidades do cancro pancreatico

0 cancro pancreatico, embora ndo sendo dos cancros mais incidentes (posicionando-se no 11°
lugar a nivel mundial) corresponde, mundialmente, a sétima causa de morte por cancro, em
ambos os sexos (20). Na Europa, em 2014, foi responsavel por 6% do total das mortes por
cancro, correspondendo a quarta causa de morte (21). No caso especifico de Portugal,
tumores malignos correspondem a segunda causa de morte sendo que, em 2015, as neoplasias
malignas do pancreas foram responsaveis por 5,34% dos obitos por tumores malignos (17).

Diagnosticado maioritariamente entre os 60 e os 80 anos, é raro o seu aparecimento antes dos
45 anos; contudo, apds os 30 anos, o risco aumenta exponencialmente com a idade (22,23). A
incidéncia no sexo masculino encontra-se mais elevada do que no sexo feminino, constatando-
se que é 30% mais comum nos homens (22). Em 2012, a prevaléncia dos tumores malignos do
pancreas em Portugal esta em concordancia com o acima descrito, constatando-se uma
prevaléncia superior no sexo masculino (5,8% vs 4,7% no sexo feminino) (24). A mortalidade

do cancro pancreatico aumenta, em ambos os sexos, com a idade, verificando-se que 90% das
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mortes registadas ocorrem apds os 55 anos (20) correlacionando-se assim com a idade na qual
€ maioritariamente diagnosticado. A neoplasia maligna do pancreas caracteriza-se por fortes
diferencas a nivel geografico tal como se pode reconhecer na Figura 1; consegue-se ainda
aferir visualmente uma incidéncia superior no sexo masculino e, também, o elevado racio
mortalidade/incidéncia (98%), segundo dados respeitantes ao GLOBOCAN 2012 (7,20).

O cancro pancreatico apresenta varios subtipos, contudo o adenocarcinoma ductal
pancreatico constitui mais de 90% dos tumores (25) que, em mais de metade dos pacientes
diagnosticados, se apresentam como doenca localmente avancada ou metastizada (26).

0 adenocarcinoma ductal pancreatico desenvolve-se ao longo de varios anos surgindo a partir
de uma série de mutacdes genéticas e de lesdes precursoras pré-malignas sendo o oncogene

k-ras o mais bem caracterizado encontrando-se mutado em mais de 90% dos doentes. Em

Pancreas
ASR (W) per 100,000, all ages

Male Female

MNorthern America
Western Europe
More developed regions
Central and Eastern Europe
Marthern Europe
Australia/MNew Zealand
Southern Europe
South America
Eastern Asia
Southern Africa
World
Western Asia
Caribbean
Central America
Micronesia
Less developed regions
Morthern Africa
South-Eastern Asia
Melanesia
Western Africa
Eastern Africa
Falynesia
South-Central Asia
Middle Africa

10 5 0 5 0

M Incidence
Martality

Figura 1 - Incidéncia e mortalidade, no mundo, do cancro pancreatico em homens e mulheres,
estandardizado para a populacao mundial de referéncia, para 10.000 pessoas-ano
(segundo dados do GLOBOCAN 2012) (7)
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relacao a genes supressores tumorais, as mutacdes do TP53 encontram-se implicadas em mais
de 75%. (8,23)

Como ja referido, o cancro pancreatico é uma patologia com forte relacdo com a idade mais
avancada, associando-se ainda a acumulacdo de mutacdes esporadicas: em mais de 80% dos
casos (22). Contudo, verifica-se uma importante tendéncia para o desenvolvimento desta
entidade em doentes com mutagcdes germinativas especificas, apresentando-se uma
importante associacdo familiar (8). Fatores de risco ambientais/modificaveis também ja
foram identificados sendo que o tabaco representa o principal e mais importante destes (22)
(Tabela 1).

Tabela 1 - Fatores de risco para cancro pancreatico
(baseado em Midha S, Chawla S, Garg PK [22])

Do hospedeiro / Nao modificaveis Ambientais / Modificaveis
Idade; Obesidade;
Género; Dieta;
Etnia; Alcool;
Grupo sanguineo; Tabaco;

Fatores genéticos (mutacdes hereditarias e B
B o Infecoes
mutacoes adquiridas);

Pancreatite cronica;

Antidiabéticos

Embora tenha uma incidéncia inferior a muitos outros tipos de neoplasias malignas, o cancro
do pancreas, devido ao seu diagnostico tardio aquando da sua apresentacao, aliado a outros
fatores como auséncia de manifestacdes clinicas, apresentacdo com manifestacoes
inespecificas, metastizacao precoce, baixa resposta ao tratamento com agentes citotdxicos,
entre outros, encerra um prognostico muito reservado (26).

A apresentacao clinica € relativamente pobre: o cancro pancreatico desenvolve-se com
poucos sintomas, que variam de acordo com a localizacdao do tumor. Os tumores peri-
ampulares apresentam-se com ictericia obstrutiva num estadio mais inicial, enquanto que

tumores do corpo e da cauda se apresentam assintomaticos até um estadio tardio, fazendo
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com que seja diagnosticado mais tarde e com um progndstico mais reservado (23). No que
toca a lesdes na regido direita do pancreas (nomeadamente cabeca, istmo e processo
unciforme), cerca de 75% dos doentes apresentam-se com ictericia, devido a obstrucao do
ducto biliar comum, o que pode ser acompanhado também de esteatorreia e pancreatite
aguda. Sintomas inespecificos como perda de peso, dor abdominal e nauseas apresentam-se
em 50%, 40% e 10% casos, respetivamente, sendo que, em cerca de 10% dos doentes, ha ainda
surgimento de diabetes mellitus de inicio recente. (8) Nos tumores do corpo ou cauda do
pancreas, os sintomas inespecificos sao os mais comuns, nomeadamente com nauseas, perda
de peso e distensdo abdominal a apresentacdo. A dor pode estar presente no epigastro com
irradiacao para a regiao lombar, o que constitui habitualmente um sinal de mau progndstico
devido a compressao nervosa local. Finalmente, em cerca de metade dos doentes, verifica-se
também o aparecimento recente de diabetes mellitus, sendo que no caso de apresentacao
com diabetes de longa evolucdo, encontra-se associado a um pior prognostico (Figura 2)
(8,23).

Assintomaticos

Ictericia em até estadio

i .
estadios tardio;
iniciais; Sintomas
Sintomas

inespecificos;

inespecificos Dor epigastrica

istmo
com irradiacao
lombar;
cabeca Diabetes
mellitus de

inicio recente

Figura 2 - Sintomatologia do cancro pancreatico por localizacdao do tumor.

A ressecdo cirlrgica continua a ser o tratamento que proporciona maior sobrevida e é
considerada atualmente como a Unica estratégia terapéutica curativa (embora ndo seja
possivel na maioria das situacoes detetadas), oferecida a doentes com doenca considerada
ressecavel. Contudo, devido ao diagnodstico tardio e doenca em estado avancado (doenca
metastatica em cerca de metade dos doentes diagnosticados), a terapéutica €, na maior
parte dos casos, limitada a agentes quimioterapicos e/ou radiacdo e tratamento sintomatico
e de suporte (8,23).

Para diminuir a taxa de mortalidade associada a este diagnostico é necessario, sem dulvida,

uma detecao precoce e, ainda, otimizar tratamentos.
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3. MicroRNA - Biogénese e Mecanismos
de Acao

3.1 Biogénese

Os microRNAs sdao pequenas sequéncias nao-codificantes de RNA de 19 a 25 nucleotidos que
regulam a expressdo génica, intervindo em diversos processos celulares através do seu
emparelhamento, mais ou menos especifico, com moléculas de mRNA-alvo inibindo a
traducao de mRNA ou induzindo a sua degradacao (27).

Os genes codificadores de miRNAs sao bem preservados do ponto de vista evolutivo que
podem ser encontrados em varias espécies (28). A maior parte deles sao transcritos pela RNA
polimerase |l, dentro do nucleo, dando origem a transcritos longos, denominados miRNAs
primarios. Estes sofrem clivagem intranuclear pelo complexo RNAse lll Drosha associada a
DGCR8 (DiGeorge syndrome Critical Region gene 8) originando miRNAs precursores (pré-
miRNAs) que sado transportados para o citoplasma pela proteina Exportina5 (que utiliza como
co-fator Ran-GTP) através da membrana nuclear. Ja no citoplasma, os pré-miRNAs sao
clivados pelo complexo RNAse Il Dicer originando uma molécula de miRNA de cadeia dupla (a
qual contém o miRNA maduro). A cadeia de miRNA madura é incorporada no RISC (complexo
fundamental para a funcdo do miRNA), guiando-o no sentido do reconhecimento do alvo, RNA
mensageiro  (MRNA), que contém sequéncias complementares (mRNA alvo).
Consequentemente, leva a regulacdo da expressdo génica onde pode ocorrer ou inibicao da
translacao (caso o grau de complementaridade de bases emparelhadas com o miRNA seja
limitado) ou, entao, inducao da degradacao do mRNA, no caso do grau de complementaridade
de bases emparelhadas seja extenso (27,29).

Nao so foram detetados miRNAs dentro das células como foram também detetados em varios
fluidos biologicos, incluindo o soro, sendo denominados de miRNAs circulantes. Verificou-se
que estas moléculas ndao se encontram associadas a fragmentos ou morte celulares, mas
existindo de forma estavel e protegidos na circulacdo, através de microvesiculas, exossomas,
corpos apoptoticos ou ligados a proteinas como a Argonauta 2 e Lipoproteina de Alta
Densidade (HDL) (9,28). Os miRNAs circulantes atuam nas células recetoras da mesma forma

que os miRNAs celulares, através do mesmo mecanismo de acao que estes (9).

3.2 Mecanismos de acao

Tal como descrito anteriormente, os miRNAs ligam-se a moléculas de mRNA alvo, pelo que
atuam ao nivel pos-transcripcional na regulacao de genes, atuando em diversos processos que
incluem proliferacao, diferenciacao e apoptose (13).

Dependendo da complementaridade da regiao 5’ do miRNA com a regidao 3’ nao traduzida do

mRNA alvo, assim o miRNA exercera funcao diferente. Na maioria dos casos, as duas
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sequéncias ndo sao totalmente complementares, levando a repressdo da traducdo quando o
miRNA se liga a zona da regido 3’ nao traduzida do mRNA. No caso de as sequéncias serem
perfeitamente complementares, € induzida a clivagem do mRNA alvo pela proteina Argonauta
do complexo RISC, através da ativacdo da via do RNA interferéncia. Embora o mais comum
seja, como ja referido, uma regulacdo negativa da expressdo génica, foram ja identificados
alguns miRNAs que promovem a expressao de certos genes, favorecendo a traducao do mRNA
(9,10,13).

Gene miRNA Citoplasma
RNA Pol Il i
7 Nucleo
Pri-miR
DGCRS + Drosha ’ l
Pre-miR Exportina 5
Pré-miR
l Dicer
clivagem -
miRNA maduro P — miR:miR
miR maduro
incorporado
no RISC

Figura 3 - Biogénese e mecanismo de acao dos miRNAs

(Adaptado de: lorio M V., Croce CM [31])

miR - microRNA; pré-miR - miRNA precursor; miR:miR - cadeia dupla de miRNA; pri-miR - miRNA
primario; RNA pol Il - RNA polimerase Il
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De notar que um mRNA especifico pode ser regulado por diferentes miRNAs, sendo que estes
apresentam um efeito, normalmente, sinergético; por outro lado, um Unico miRNA pode ter
como alvo varios mRNA tratando-se de uma acédo pleiotropica (28). Estima-se que 30 a 60%

dos genes codificadores de proteinas sejam regulados por estas estruturas nao-codificantes
(28).
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4. As aplicacées dos miRNA na Oncologia

4.1 Papel do miRNA na fisiopatologia do cancro

Considerando a intricada biogénese dos miRNAs e o mecanismo de acao classico do miRNA
(reconhecimento do mRNA alvo através de emparelhamento de bases), nao surpreende que
alteracbes nessas vias levem a desregulacdo dos miRNAs. A expressao destes pode ser
desregulada por uma variedade de processos: nao apenas a nivel da transcricdo dos
componentes que se encontram envolvidos na biogénese do miRNA mas também a nivel
génico (29). Sao incluidos na instabilidade genomica, mutacdes e polimorfismos de nucleotido
Unico, rearranjos de cromossomas e alteracdes na metilacao que, consequentemente, podem
alterar a biogénese dos miRNAs ou entdo alterar sequéncias-alvo de reconhecimento do

miRNA levando, entdo, a sua desregulacao (28) (figura 4).

Crescimento
tumoral
Formacéo do Invaséo
tumor tumoral
Alteracdes da +Estimulacio da Metastases
expressao proliferacao
. ~ celular;
DESREGULACAQ, _ *3obreexpressao  Eqtimylacioda
- MICRORNA genss angiogénese;
Instabilidade +Subexpressao de Inibicao da
Gendmica genes diferenciacao
. supressoresde Inibicao da
«Rearranjos tumor apoptose

cromossomicos;
«Alteracoes na
metilacao;
«Mutacdes e
polimorfismos
de nucleotideo
unico

Figura 4 - Desregulacao dos miRNAs e suas consequéncias nas células
(Adaptado de: Perge P, Nagy Z, Igaz I, Igaz P. [28] e lorio M V., Croce CM [31])

Tendo em conta os efeitos dos miRNAs na biologia celular é natural que, quando desregulados
tenham implicacdo em varias patologias incluindo a oncogénese.

Foi demonstrado que varios miRNAs nos tumores se encontram sub ou sobre expressos quando
comparada a sua atividade em tecidos normais. Utilizando a dicotomia classica de oncogene-
gene supressor de tumor, os miRNAs sdo classificados como oncogénicos (oncomiR) e
supressores de tumor consoante estao sobre ou sub expressos, respetivamente (30). MiRNAs
envolvidos na regulacao negativa de genes supressores de tumores podem estar sobre
expressos (oncomiR) no cancro levando consequentemente a inibicio dos genes de
supressores de tumores. Por outro lado, miRNAs envolvidos na coibicao de oncogenes
encontram-se em niveis reduzidos pelo que resulta num aumento da traducao dos oncogenes
(31). Contudo, de notar ainda que um miRNA pode ter uma funcao de supressor tumoral num
tecido e oncogénico num outro, sendo que esta caracteristica pode implicar uma limitacao no
desenvolvimento de terapéuticas baseadas em miRNA dada a especificidade tecidual (28).
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Esta funcao oncogénica e repressora leva a que o miRNA tenha um papel ativo e relevante nas
caracteristicas basicas das células cancerigenas, observando-se autossuficiéncia em fatores de
crescimento, insensibilidade a fatores anti crescimento, potencial replicativo ilimitado,
capacidade de evasdao da apoptose, manutencdo da angiogénese e capacidade de
metastizacdo, fazendo com que haja uma estimulacdo da proliferacao celular e uma
repressao da diferenciacdo e apoptose levando a sua evasao, predispondo entdo a formacao e

crescimento tumoral (28,31,32).

4.2 Aplicagdes clinicas do miRNA

O papel preponderante dos miRNAs na fisiopatologia de diversas doencas, incluindo o cancro,
tornaram estas sequéncias ndo codificantes de RNA objeto de elevado interesse de estudo
como potenciais biomarcadores.

Um biomarcador é, por definicdo, “qualquer substancia, estrutura ou processo que pode ser
medido no corpo ou seus produtos e influencia ou prediz a incidéncia de resultado ou doenca”
(33). A par da funcdo notavel dos miRNAs, a sua elevada estabilidade nos fluidos corporais, a
disponibilidade de técnicas de medicao dos mesmos, a sua conservacao nas espécies e ainda a
correlacao da sua concentracao com estados patologicos, contribui para o elevado interesse
em estuda-los para os tornar biomarcadores confiaveis (4,5). Existem inimeros estudos que
revelam as mdltiplas aplicabilidades dos miRNAs como biomarcadores: seja de diagnostico,
aferindo quais os individuos saudaveis e com doenca (mesmo numa fase precoce de doenca);
diferenciar tumores benignos de malignos; identificar a origem da neoplasia maligna e
discriminar entre diferentes subtipos de cancro; determinar o prognostico; predizer e
monitorizar a resposta a terapéutica e, ainda, predizer a possivel ocorréncia de remissao,
recorréncia e de metastases (9,29,31) (figura 5). Nao obstante, a acao pleiotropica dos
miRNAs é atrativa para utiliza-los como ferramentas terapéuticas e/ou como alvos
terapéuticos, dada a capacidade de regulacao de diferentes processos biologicos celulares
(31).
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Diagnosticar
Monitorizar Eg{';fg:mf:;
R subtipos de
terapeutica cancro
Aplicagoes clinicas
dos miRNAs
Predizer
remissao, Determinar
recorréncia ou prognostico
metastizacao
Alvos ou
ferramentas
terapéuticas

Figura 5 - Aplicacdes dos miRNAs na clinica do cancro.

Contudo, estas potenciais aplicacoes apresentam algumas limitacées na atualidade, que
devem de ser consideradas. Em diversos estudos tem sido verificada uma falta de consisténcia
na utilizacao dos miRNAs que pode derivar, por exemplo, de diferentes formas de preparacao,
selecdo e analise da amostra a estudar, do desenho do estudo bem como, da interferéncia de
outros fatores que afetam as medicdes dos miRNAs (como o sexo e a idade) para além do
modo de manuseamento da amostra. Assim, para serem utilizados como biomarcadores
confidveis clinicamente, quer seja como biomarcadores de diagnostico, progndstico ou
preditivos, sdo necessarios mais estudos de forma a valida-los e conferir uma maior
sensibilidade e eficiéncia aos métodos de detecdo, bem como a sua reprodutibilidade. De
igual modo, a estandardizacao das metodologias utilizadas constitui um fator essencial para a
sua validacdo. No que se refere aos miRNAs como alvos e/ou ferramentas terapéuticas, €
necessario ter em conta que ainda é preciso estabelecer formas eficientes e especificas de
atuar nos miRNAs, de forma sistémica, e fazé-los alcancar os orgaos (sobretudo os menos
acessiveis). Nao obstante, a existéncia de miRNAs em circulacdo acarreta a questdo de
possiveis efeitos adversos provenientes de atuacao sistémica que poderdao apenas ser
aparentes em ensaios clinicos. Ainda, o facto de os miRNAs participarem em diversos
processos biologicos torna necessario um estudo também aprofundado para utilizacdo destes
como preditores e monitorizacdo da resposta terapéutica uma vez que a participacao dos
miRNAs nos diversos eventos celulares pode influenciar a resposta a terapéutica (4,31,34).

Em resumo, ¢é necessario estabelecer procedimentos estandardizados e estudos
independentes e de larga escala que validem os miRNAs, tanto como biomarcadores, como

também alvos e ferramentas terapéuticas da pratica clinica.
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5. Potencialidades dos miRNAs no
cancro pancreatico

5.1 Estudos sobre miRNA realizados em cancro pancreatico

Os miRNA tém sido bastante investigados na medicina oncologica, sendo que as neoplasias
pancreaticas malignas nao sdo excecdo, sobretudo pela auséncia de sintomatologia até fases
tardias. Uma breve pesquisa pelos repositorios cientificos indica que ha muita informacao
relacionada com a utilizacdo de miRNA no cancro pancreatico. Na “Pubmed”, repositorio
médico dos Estados Unidos da América, uma pesquisa pelos termos “miRNA + pancreatic
cancer” (miRNA + cancro pancreatico), devolve 1343 publicacdées, sendo que o maior
crescimento em numero de publicacdes se verifica em 2009, provavelmente associado a
descoberta do fendomeno do miRNA circulante aliado a sua estabilidade, tornando-os
excelentes candidatos como biomarcadores. Desde entao, regista-se o aumento exponencial,
com cerca de 231 em 2015 e 235 em 2017, ano com maior numero. Outro repositério
cientifico importante, a “ScienceDirect”, que permite uma diferenciacdo rapida das
publicacdes, apresenta um nimero muito maior de artigos de interesse, mais de 5000. Desses,
cerca de 1600 sao publicacoes de investigacdo clinica, 1300 de revisdo e cerca de 500 sao
capitulos de livros. E também, em 2017 que se verifica um maior volume de publicacdes
indexadas neste repositorio, traduzindo um crescente interesse por parte da comunidade
académica.

No que concerne aos ensaios clinicos em curso, ha bastantes ensaios relacionados com o
cancro pancreatico nos principais portais, nomeadamente o “clinicaltrials.gov” (portal que
indexa estudos das mais diversas doencas, mantido pela Biblioteca Nacional de Medicina e o
Instituto Nacional de Saude dos Estados Unidos da América), o “centerwatch.com” (empresa
privada Norte Americana que indexa todos os ensaios clinicos no mundo, relacionados ou nao
com cancro), o “cancer.gov” (portal do cancro Norte Americano), o “clinicaltrialsregister.eu”
(equivalente para estudos conduzidos na Uniao Europeia) e, ainda, “cancerresearchuk.org” (o
homologo inglés do “cancer.gov”). Pesquisando por cancro pancreatico, existem cerca de
2138, 527, 263, 316 e 20 resultados, entre estudos terminados, em curso, em recrutamento
de voluntarios, e a iniciar em breve, respetivamente. Pesquisando por “miRNA”, os resultados
sao bastante inferiores e apenas nos quatro primeiros portais (517, 13, 17 e 36 resultados,
respetivamente), revelando a importancia que estes marcadores comecam a ter na oncologia.
Contudo, uma pesquisa por “miRNA + pancreatic cancer” devolve ainda uma menor
quantidade de resultados - apenas 5 no “clinicaltrials.gov” -, sendo que em 4 destes ja se

encontram a recrutar participantes.
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5.2 Aplicacdes dos miRNAs no cancro pancreatico

O adenocarcinoma ductal pancreatico, o subtipo mais comum do cancro pancreatico, é uma
doenca bastante heterogénea, onde mutacdes somaticas e da linha germinativa contribuem
para o desenvolvimento e progressao deste. Estas mutacoes contribuem para a ativacao de
oncogenes, inativacao de genes supressores tumorais e desregulacao de vias sinalizadoras
(23).

Alteracoes da expressao dos miRNAs sao comuns nas neoplasias humanas, incluindo o
pancreatico, alteracdes estas que tém papel ativo nas células cancerigenas.

Perfis de expressao de miRNAs ja foram retratados como tendo a capacidade de intervir no
diagnéstico diferencial entre tumor maligno e pancreatite cronica e, ainda, no diagnostico de
cancro pancreatico (vs tecido pancreatico normal) (35). Entre doentes com cancro
pancreatico e controlos, os niveis de let-7d permitiram fazer a sua distincdo e, ndo obstante,
foram associados os seus niveis reduzidos a piores prognosticos (36). No que toca a detecao
do cancro pancreatico em estadios iniciais, verificou-se que miRNAs como 21 e 192 (ambos
sobre expressos ja na fase cancerigena) também se encontram com expressdao aumentada nas
lesbes pré-cancerigenas das neoplasias intraepiteliais pancreaticas com mutacdes do
oncogene k-ras (37).

A investigacao no adenocarcinoma ductal pancreatico revela que alteracoes na expressao dos
miRNAs correlacionam-se com caracteristicas deste tipo de neoplasia nomeadamente mau
prognostico (como miR-17-p, miR-21), resisténcia ao tratamento (como miR-21, miR-205),
capacidade de invasao (miR-21), metastase (miR-10b, miR-218) e, ainda, a transicao epitélio
mesenquimal (miR-200-c, let-7). Estes sao exemplos na qual a expressao dos miRNA se
encontra diminuida. Assim, a estratégia terapéutica nestes casos passa por incrementar os
niveis dos miRNAs que funcionam como supressores tumorais e que se encontram sub
expressos de modo a que a funcao normal destes esteja restabelecida (ou seja, dificultar e
suprimir a progressao de vias oncogénicas). miR-21, miR-155, miR-210, representam alguns
que também se podem encontrar, por outro lado, sobre expressos e funcionam como
oncomiRs associando-se, portanto, ao desenvolvimento e progressao do cancro. A terapia de
inibicdo destes consiste em administrar oligonucleétidos anti-miRNA cuja finalidade é
degradar os miRNAs que se encontram sobre expressos ou, caso nao seja possivel a sua
degradacao, prevenir que estes se associem ao mRNA alvo e, assim, seja impedida a sua

translacao (38).
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6. Perspetivas futuras

As particularidades do cancro pancreatico prendem-se, como explanado previamente, com a
dificuldade na sua detecao em fases iniciais, sendo este um dos fatores determinantes da
sobrevida dos doentes. Em teoria, um diagnostico precoce podera traduzir-se numa ressecao
tumoral, relacionando-se com um melhor prognostico para esta patologia oncologica.

Até a data, o papel supressor e oncologico dos miRNAs estdao bem descritos, existindo varios
estudos clinicos que descrevem os mecanismos destes marcadores. Considerando as
oportunidades do miRNA em aplicacbes oncoldgicas, existem perspetivas bastante elevadas de
que sejam, num futuro breve, usados em larga escala (35,38).

Um passo para essa utilizacado mais ampla, podera basear-se na sua utilizacdo como marcador
de diagndstico. Assim, sera iniciado no ano de 2018 um estudo clinico da Universidade de
Fudan na China, onde sera pesquisado miRNA-25 em doentes com adenocarcinoma ductal
pancreatico, pois é esse um dos miRNAs mais especificos em cancros pancreaticos. Pretende-
se com este estudo desenvolver um kit de detecao rapida por PCR-fluorescéncia (Polimerase
Chain Reaction), desse miRNA de forma a rapida e facilmente se poder fazer um diagnostico
ou rastreio (39). A utilizacao de miRNA no tratamento de patologias ja esta em fases finais de
testes, ainda que ndo em casos oncologicos. O miravirsen, € um miRNA antisense do miRNA
humano e acabou os ensaios de fase 2 para o tratamento do virus da hepatice C (40).

Ainda que haja resultados promissores na utilizacao de miRNA como tratamento de patologias
oncoldgicas do pancreas, este tipo de tecnologia ainda ndo se encontra devidamente
desenvolvida, pois existem dificuldades na estabilizacao e transmissao dos semelhantes de
miRNA, mas também na estabilidade e ligacdo dos oligonucleotidos antisense (38). Outros
desafios importantes prendem-se com os aumentos e otimizacao de doses de modelos animais
para humanos, com vista a maximizacao da eficacia e reducédo da toxicidade.

No que toca a utilizacdo de miRNAs como biomarcadores € importante ter em consideracao
que, apesar dos diversos estudos que tém sido realizados, ha bastantes incoeréncias entre
eles pelo que sera benéfico que se estabeleca protocolos estandardizados (desde a recolha da
amostra, analise da mesma e normalizacao dos dados obtidos) de modo a posteriormente se
conseguir, de forma fiavel, conceber um perfil de diagnostico através dos miRNAs (4,41).
Especificamente, no caso da detecdo de cancros pancreaticos, é esperado que dentro de
poucos anos, miRNA como o miRNA-21, 196, 217, 10b e 155, constantemente sobre expressos
em adenocarcinomas ductais, sejam regularmente pesquisados na populacao, permitindo um

diagnéstico e tratamento precoces (35).
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7. Conclusao

O cancro caracteriza-se pela transformacdo de células normais em células tumorais, num
fendtipo de divisao descontrolada e que deriva da desregulacdo de varios genes e, portanto,
de uma desregulacao de varios miRNAs que regulam diversos genes.

Tem-se assistido a um aumento explosivo, na Ultima década, da investigacdo nos miRNAs.
Envolvidos em praticamente todos os processos biologicos da célula, estes tém-se revelado
como preponderantes na regulacdo da expressao génica.

O vislumbre de ter estas sequéncias ndo-codificantes a serem utilizados na pratica clinica
acarreta consigo uma mudanca de paradigma onde, no caso especifico do cancro pancreatico,
podera possibilitar a rotura da estreita relacao deste diagnostico com elevada mortalidade. A
reducao da mortalidade associada a esta doenca e outras patologias oncologicas através da
possibilidade da realizacdo de um diagnodstico precoce, podera melhorar o progndstico.
Analogamente, a sua utilizacdo como biomarcadores poderda ter um papel relevante na
predicdo de ocorréncia de metastases e outras complicacdes, associando-se ainda a sua
potencial utilizacdo como alvos das terapéuticas anti tumorais.

O progresso nesta area € inegavel, contudo, ainda € necessaria mais investigacao para que os
miRNAs integrem a pratica clinica tanto do cancro pancreatico como de outras neoplasias
malignas. Entretanto, os resultados promissores derivados das investigacoes realizadas até

entao proporcionam a esperanca de uma batalha vitoriosa na luta contra o cancro.
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