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Figura 1 — Modelo de carcinogénese epitelial, com discriminacao de eventos das
etapas de iniciacdo, promogdo e progressdo de carcinomas. Na iniciacado
ocorrem as primeiras alteracdes no genoma celular, acrescidas de novas
alteracdes moleculares durante a promocdo. O acumulo progressivo de
alteracdes culmina na transformacdo celular, o que geralmente delimita a
transicdo entre as etapas de promocdo e progressdo tumoral. Alteracdes
moleculares genéticas e epigenéticas ocorrem durante toda a carcinogénese,
ocasionalmente propiciando novas propriedades biolégicas associadas ao
fendtipo maligno, tais como capacidade de invasdo e de disseminacéo
neoplasica (e.g., por metastase). Admite-se que a formacédo de metastases de
carcinomas pode ser favorecida pela ocorréncia de transigcdo epitelial-
mesenquimal (EMT), fendmeno no qual as células malignas apresentam reducéo
de propriedades de fenétipo epitelial e passam a expressar propriedades
mesenquimais, mais favoraveis a ocorréncia de invasdo tecidual,
remodelamento vascular, migracao e sobrevida celular. Na metastase, as células
malignas disseminadas por via vascular (sanguinea ou linfatica) alcancam
tecidos a distancia do tumor primario e efetuam extravasamento para o intersticio
tecidual. A colonizacéo dos tecidos alcancados e o desenvolvimento de colonias
secundarias de células malignas séo favorecidos pela EMT reversa, também
conhecida como transicdo mesenquimal-epitelial (MET), favorecendo o
desenvolvimento de macrometastases (HUGO et al.,, 2007; RYAN; FAUPEL-
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Figura 2 - Sintese de microRNAs e sua agdo sobre 0 mRNA alvo. Inicialmente
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poliadenilada precursora, o pri-miRNA. Clivada pelo complexo Drosha, o pri-
mMiRNA origina o pre-miRNA. que é exportado para o citoplasma pela exportina
5. Apés nova clivagem (complexo Dicer) ocorre separacdo das fitas do pre-
mMiRNA e a ligacdo dos miRNAs formados com proteinas argonautas do
complexo RISC (RNA-induced silencing complex), que medeia o silenciamento
RNA mensageiro alvo. Essa inibicdo da traducdo ocorre principalmente de
quatro modos: (A) repressdo do reconhecimento do sitio de iniciacdo da
traducdo; (B) inducéo da deadenilacdo do mRNA, impedindo sua circularizacéo;




(C) inducéo da saida prematura ribossomal do mRNA; ou (D) promovendo a
degradacdo do mRNA. Figura original baseada em trabalhos da literatura (CHEN
et al., 2012; DAVIS-DUSENBERY; HATA, 2010; HAMMOND, 2015).............. 23
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como indutor do aumento dos niveis de FZD8, que por sua vez ativa a via Wnt,
levando a um aumento da proliferacdo e metastase em carcinoma de células
renais. Adicionalmente, miR-100-5p foi encontrado com niveis reduzidos em
amostras de NPC, levando ao aumento da migragéo, invasao e proliferacéo
dessas células por meio de IGF1R, além de ser descrito como um inibidor de
MTOR. Linhas destacadas em azul escuro remetem a achados in vitro desse
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aumentado, STC1 induziu a proliferagdo e quimioresisténcia em células de
cancer gastrico, além de ser descrito como ativador da via TGF-8, que por sua
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Resumo

Os canceres sdo doencas neopléasicas malignas com etiopatogenia complexa. As células
transformadas adquirem diversas propriedades que propiciam alteracfes em taxas de
migracao, invasao e sobrevivéncia celular, facilitando a formacdo de metastases. Esse
processo sofre a influéncia de diversos fatores, inclusive de pequenos RNAs nao
codificantes, como 0os miRNAs. Os miRNAs sdo moléculas que canonicamente impedem
a traducdo de um mRNA, podendo agir em diversos processos celulares, incluindo na
carcinogénese e progressdo do cancer, como o carcinoma de nasofaringe (NPC). O NPC
€ um cancer agressivo com alta taxa de invasdao em tecidos adjacentes, como base do
crénio, seios nasais e Orbitas, alem de alta taxa de metéstase para linfonodos regionais.
Sua forma ndo queratinizante compreende mais de 95% dos casos e quando
indiferenciado, é fortemente associado ao virus de Epstein-Barr (EBV). Em um estudo
recente de nosso grupo de pesquisa, observamos que células imortalizadas de nasofaringe
(NP69) apresentavam um aumento na expressdo do miR-100-5p, miR-192-5p e miR-574-
3p quando transfectadas com a proteina latente de membrana 1 (Latent Membrane Protein
1 — LMP1) do EBV proveniente da variante viral M81, em comparagdo com a LMP1
proveniente da variante viral B95-8A. Portanto, este estudo visa elucidar os efeitos do
miR-100-5p, miR-192-5p e miR-574-3p na viabilidade, proliferacdo e migracdo de
células imortalizadas de nasofaringe (NP69) cultivadas in vitro. Para tanto, foi realizada
a predicdo dos alvos dos respectivos miRNAs e o enriquecimento de vias para inferir
quais vias de sinalizacdo intracelular poderiam ser moduladas por cada miRNA, seguida
pela analise dos transcritos dos genes alvos selecionados. Adicionalmente, células NP69
foram transfectadas com os miméticos do miR-100-5p, miR-192-5p ou miR-574-3p para
a analise de comportamento celular. Quando essas foram transfectadas com o mimético
do miR-192-5p, foi observada a reducéo de 40% no transcrito do gene RAB2A e reducéo
de 43% na sua migracao celular. No enriquecimento de vias, 0 miR-192-5p teve sua acdo
predita em vias como MAPK, GPCRs, TKR e TGF-B. Celulas NP69 transfectadas com
0s miméticos do miR-100-5p e miR-574-3p reduziram significativamente os transcritos
dos genes FZD8 e STC1, respectivamente. Entretanto, nos ensaios funcionais realizados,
ndo foram observadas alteracdes significativas no comportamento celular. Com esses
resultados pode-se observar que 0 miR-192-5p possui uma funcao de supressor tumoral,
elucidando parte de sua funcdo em células de nasofaringe. Portanto, isso demonstra sua

importancia no contexto do NPC e a necessidade de seu estudo adicional.




Abstract

Cancers are malignant neoplastic diseases with complex etiopathogenesis. Transformed
cells acquire diverse biological properties that induce alteration in the migration,
invasion, and cell survival rates, favoring metastasis formation. This process is under the
influence of many factors, including miRNAs. MiRNAs are molecules that canonically
prevent mRNA translation, influencing many cellular processes, carcinogenesis and
progression of cancers, like nasopharyngeal carcinoma (NPC). NPC is an aggressive
cancer with high invasion rates to adjacent tissues, such as the base of the cranium, face
sinuses, and orbits, in addition to a high metastatic rate to local lymph nodes. The
nonkeratinizing NPC subtype comprehends over 95% of total cases and, when
undifferentiated, is highly related to Epstein-Barr virus (EBV) infection. In a recent study
of our group, we observed that immortalized nasopharyngeal cells NP695V4°T transfected
with the EBV oncoprotein, Latent membrane protein 1 (LMP1), from M8L1 strain showed
increased expression of human miR-100-5p, miR-192-5p, and miR-574-3p compared to
NP695V40T cells transfected with LMP1 from EBV strain B95.8A. Thus, this study aimed
to assess the putative effects of each of the identified microRNAs on the viability,
migration, and proliferation of human immortalized nasopharyngeal cells (NP695V40T)
cultivated in vitro. Therefore, target prediction and pathway enrichment analysis were
performed to infer which pathways could be modulated by each miRNA followed by
expression analysis of selected predicted target genes. Additionally, NP695V49T cells were
transfected with miR-100-5p, miR-192-5p, or miR-574-3p mimic to analyze cell
behavior. After their transfection with miR-192-5p mimic, we observed a 40% decrease
in RAB2A transcript level and a 43% reduction in cell migration. During the pathway
enrichment analysis, miR-192-5p showed predicted involvement in pathways such as
MAPK, GPCRs, TKR, and TGF-B. NP695V4T cells transfected with miR-100-5p or miR-
574-3p reduced transcriptional levels of its targets FZD8 and STC1, respectively.
However, in the performed cellular assays, they did not alter cell behavior. The results
demonstrate that miR-192-5p acts as a tumor suppressor, answering part of its function
in nasopharyngeal cells. This shows its importance in the NPC context and the necessity
of further studies of this miRNA.
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Cancer: generalidades

Segundo dados do programa Globocan (Global Cancer Observatory) da
Organizagdo Mundial de Saude (World Health Organization — WHO), mais de 19
milhGes de novos casos de canceres foram diagnosticados em 2020 em todo mundo e
essas doencas foram responsaveis por cerca de 9,9 milhdes de dbitos naquele ano (SUNG
et al., 2021). Em geral, a incidéncia de canceres vem aumentando anualmente como
consequéncia, por exemplo, do envelhecimento populacional e do aumento da exposi¢édo
a riscos cancerigenos, tais como sobrepeso, obesidade e o consumo de alcool (GLOBAL
BURDEN OF DISEASE CANCER COLLABORATION, 2015; THUN et al., 2010).

Os canceres sdo doencas de etiologia complexa, na qual contribuem fatores
constitutivos (e.g., patrimdnio genéticos do individuo), fatores ambientais e fatores
relacionados aos habitos e estilo de vida. Estima-se que até 50% dos casos de canceres
poderia ser prevenida, incluindo doencas relacionadas a exposic¢do solar, tabagismo, dieta
e doencas infecciosas (MATTIUZZI; LIPPI, 2019; MULLER-COAN et al., 2018). Essas
doencas ocorrem mais comumente em adultos mais velhos e em grande medida sdo
carcinomas — canceres que se desenvolvem a partir de células epiteliais ou de células de

outras histogéneses em tecidos de revestimento.

Os carcinomas estdo entre os canceres mais comuns em todo o mundo, respondendo
pela maior fragdo de desfechos letais em decorréncia de neoplasias malignas. Estima-se
que 45,6% dos quase 10 milhGes de 6bitos por canceres em ambos 0s sexos em 2020
tenham sido majoritariamente em decorréncia de carcinomas ocorrendo em mama,

préstata, colon e reto, traqueia, bronquio e pulméao e estdmago (SUNG et al., 2021).

O processo de desenvolvimento do cancer (i.e., carcinogénese) € tradicionalmente
dividido nas etapas de iniciacdo, promocao e progressao (Figura 1). Na iniciacdo ocorrem
as primeiras alteragdes moleculares no patriménio genético da célula — tipicamente
mutacdes associadas a exposicdo a carcindgenos ambientais, quer sejam quimicos, fisicos
ou infecciosos. As células iniciadas proliferam e adquirem novas alteragfes durante a
etapa subsequente, a promocgdo, na qual se observa a instalagdo progressiva de
instabilidade genémica. Ao longo do tempo, esse comprometimento ocorrendo durante a
promogéo nas células iniciadas propicia o desenvolvimento do fenotipo maligno, que
culmina com a transformacdo celular (BEN-DAVID; AMON, 2020; BRABLETZ et al.,
2021). O surgimento de células malignas (transformadas) tende a ocorrer na transicdo

entre a fase de promocao e a fase subsequente da carcinogénese, a progressdo tumoral.
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Figura 1 — Modelo de carcinogénese epitelial, com discriminacdo de eventos das etapas de
iniciacdo, promogao e progressao de carcinomas. Na iniciagdo ocorrem as primeiras alteragdes no
genoma celular, acrescidas de novas alteracbes moleculares durante a promogdo. O acimulo
progressivo de alterac@es culmina na transformagéo celular, o que geralmente delimita a transicéo
entre as etapas de promocdo e progressdo tumoral. Alteracbes moleculares genéticas e
epigenéticas ocorrem durante toda a carcinogénese, ocasionalmente propiciando novas
propriedades bioldgicas associadas ao fen6tipo maligno, tais como capacidade de invasdo e de
disseminagdo neoplasica (e.g., por metéstase). Admite-se que a formacdo de metéstases de
carcinomas pode ser favorecida pela ocorréncia de transicdo epitelial-mesenquimal (EMT),
fendmeno no qual as células malignas apresentam reducdo de propriedades de fenotipo epitelial
e passam a expressar propriedades mesenquimais, mais favoraveis a ocorréncia de invasao
tecidual, remodelamento vascular, migracdo e sobrevida celular. Na metéstase, as células
malignas disseminadas por via vascular (sanguinea ou linfatica) alcangam tecidos a distancia do
tumor primario e efetuam extravasamento para o intersticio tecidual. A colonizagdo dos tecidos
alcangados e o desenvolvimento de colnias secundarias de células malignas séo favorecidos pela
EMT reversa, também conhecida como transicdo mesenquimal-epitelial (MET), favorecendo o
desenvolvimento de macrometéstases (HUGO et al., 2007; RYAN; FAUPEL-BADGER, 2016).

A colonizacdo do tecido pelas celulas transformadas ocorre simultaneamente a
consolidacdo de propriedades biologicas comumente compartilhadas por cénceres.
Conforme modelo proposto por Hanahan e Weinberg (2011), essas propriedades incluem

a autonomia relativa na geracdo de estimulos pro-proliferativos, evasdo de sinais




inibidores de crescimento e proliferagcdo, evasdo da resposta imunitaria, subversdo da
senescéncia celular (i.e., imortalizacéo), inflamacdo céancer-induzida, invasdo tecidual,
remodelamento vascular, instabilidade genética, comprometimento de mecanismos de
morte celular (apoptose, notadamente) e desregulacdo metabdlica. Todos estes fatores
contribuem para a agressividade bioldgica dos canceres, oferecendo condigdes favoraveis
a disseminacdo de células neoplasicas para outros tecidos no organismo hospedeiro
(HANAHAN; WEINBERG, 2011, 2011).

E na progressio da carcinogénese em que tipicamente se observam as
manifestacdes do desenvolvimento de um céncer no organismo hospedeiro, o que pode
propiciar o diagnostico da doenga. Nessa etapa a instabilidade genémica das celulas
malignas tende a estar estabelecida tanto em nivel génico como cromossémico, com
mutacdes e rearranjos citogenéticos variados e frequente aneuploidia (BEN-DAVID;
AMON, 2020). A instabilidade genémica suscita heterogeneidade fenotipica das células
malignas, propiciando a emergéncia de subpopulac6es celulares que podem apresentar
propriedades particulares que Ihes oferecem vantagens em relacdo as suas congéneres,
incluindo melhores condi¢cdes de sobrevivéncia no ambiente intratumoral, maior
potencial proliferativo, imunoevasao, maior capacidade de invasao e para disseminacao
neoplésica. Outros fatores importantes estdo relacionados com a progressdo dos canceres,
e estes serdo detalhados a seguir.




Progressao dos canceres

A manifestacdo clinica de neoplasias malignas tipicamente ocorre na etapa de
progressdo dos canceres, etapa em que ocorrem diversas alteragdes que habilitam as
células transformadas efetuarem a se expandirem, invadir e colonizar tecidos no sitio
original de desenvolvimento da doenca ou a distancia do tumor primario (HANAHAN;
WEINBERG, 2011). O entendimento da patogénese da progressdo dos canceres é
fundamental para a gestdo do cuidado da doenga, notadamente porque a existéncia de
doenca disseminada (por metastases, por exemplo) compromete o prognostico do
paciente, respondendo por altos indices de morbidade e mortalidade (GUPTA,;
MASSAGUE, 2006; TANG et al., 2020).

O processo de metastase segue uma sequéncia sucessiva de eventos que compdem
a cascata metastatica, que culmina na formacdo de pequenas coldnias de células
neoplasicas malignas disseminadas a distancia do tumor primario, denominadas
micrometastases, que eventualmente se desenvolvem em tumores secundarios
manifestos, as macrometéstases (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

O sucesso na disseminacdo metastatica requer que células malignas estejam
habilitadas a colonizar tecidos distintos do sitio do tumor priméario. No caso de
carcinomas, admite-se que a ocorréncia de metastases seja influenciada pelo fenbmeno
de transicdo epitelial-mesenquimal (Epithelial Mesenchymal Transition - EMT), no qual
se observa mudancas de expressdo génica que levam a célula epitelial a manifestar
algumas propriedades relacionadas ao fen6tipo mesenquimal, incluindo maior motilidade
e capacidade de invasdo. Células em EMT também podem sofrer o processo inverso,
fendbmeno denominado EMT-reversa ou ainda transicdo mesenquimal-epitelial
(Mesenquimal-Epithelial Transition — MET), o que tende a ocorrer quando células do
carcinoma alcancam novos sitios para coloniza¢do metastatica (Figura 1). A ocorréncia
de EMT-reversa/MET no sitio de metastase aparentemente favorece o desenvolvimento
tumoral pela maior capacidade proliferativa observada em células expressando
propriedades epiteliais, por exemplo (BRABLETZ et al., 2021; GEORGAKOPOULOS-
SOARES et al., 2020).

Convém destacar que o estabelecimento de metéstases requer modificacbes do
microambiente tecidual no sitio a ser colonizado para propiciar sobrevivéncia e
proliferacdo das células malignas recém-chegadas. Para tanto, ocorrem interagdes com

células locais (neoplésicas ou ndo) e células recrutadas, culminando em modificacdo do




microambiente tecidual que favorece sua colonizacdo pelas células malignas
(NEOPHYTOU et al., 2021). Um microambiente tecidual suscetivel a colonizacdo
neoplésica decorre de modificagcbes em multiplos tipos celulares, incluindo fibroblastos,
células endoteliais, macrofagos, células T, osteoclastos e osteoblastos. Esta comunicagéo
se faz em grande parte por meio de vesiculas extracelulares contendo miRNAs, tanto
provenientes de células cancerigenas sendo receptados por células normais, como o
caminho reverso (SOLE; LAWRIE, 2021).

Alguns canceres, como o carcinoma de nasofaringe (Nasopharyngeal Carcinoma —
NPC), possuem capacidade invasiva e uma alta frequéncia no estabelecimento de
metastases em linfonodos regionais, apesar da menor taxa de disseminagdo a distancia
para outros 6rgdos. Devido a sua localizagdo anatdmica, possui elevada agressividade
biolégica, com remocdo cirurgica é dificil e responsividade a quimioterapia é pouco
eficiente. Motivo pelo qual o estudo detalhado dos mecanismos celulares e moleculares
do NPC se tornam essenciais para melhorar seu diagnostico e tratamento. Estas
caracteristicas do NPC, desde seu surgimento, até sua progressdo, podem ser

influenciadas por diversos fatores que serdo detalhados a seguir.




Carcinoma de nasofaringe

O carcinoma de nasofaringe € um cancer agressivo e de prognostico tipicamente
desfavoravel. Sua etiologia € multifatorial, incluindo fatores genéticos, como por
exemplo a composicdo em genes do sistema de antigeno leucocitario humano (Human
Leukocyte Antigen - HLA) do complexo principal de histocompatibilidade (Major
Histocompatibility Complex — MHC), exposicdo a nitrosamidas e, particularmente,
infecgdo pelo virus de Epstein-Barr (Epstein-Barr virus — EBV) (CAETANO et al.,
2020). A doenca possui elevada capacidade de invasdo, que tende a ocorrer
principalmente na base do cranio, seios nasais e Orbitas. Em aproximadamente 50% dos
casos ha invasdo de nodulos linfaticos e em cadeias linfaticas de cabecga e pescoco.
Também pode ocorrer metastase a distancia por disseminacdo hematogénica,
notadamente para 0ssos, pulmdes e figado, habitualmente em até 3 anos apds o
diagnostico. A sobrevida média dos pacientes € de 5 anos, variando de 40% em regides
endémicas, até 80% quando tumores esporadicos (CHEN et al., 2019).

A incidéncia do NPC varia substancialmente de acordo com a localizacéo
geogréfica. Esse cancer é relacionado a pouco mais de 133 mil casos e 80 mil mortes no
ano de 2020 em nivel mundial, sendo endémico no sudeste da Asia, notadamente na China
(SUNG etal., 2021). Independentemente da regido, o NPC ocorre cerca de 2,5 vezes mais
em homens do que em mulheres; seu desenvolvimento é inicialmente assintomatico, mas
pode desenvolver sinais como epistaxe, otite média ou obstrucdo nasal, dependendo do
tamanho do tumor e comprometimentos dos tecidos apos a invasao local (CHEN et al.,
2019).

Em termos histopatolégicos o NPC é classificado em queratinizante, ndo-
queratinizante ou basaloide. O NPC ndo-queratinizante é responsavel por mais de 95%
dos casos em areas endémicas e € subdividido nas formas diferenciadas e indiferenciadas,
esta Gltima fortemente associada a infeccdo pelo EBV. A forma queratinizante do NPC
compreende menos de 20% dos casos, sendo rara em regides endémicas.(CHEN et al.,
2019).

Atualmente, o perfil molecular do carcinoma de nasofaringe auxiliou na
identificacdo de alteracbes genémicas que estimulam o desenvolvimento e a progressao
da doenca. Dentre essas estdo alteracOes que proporcionam perdas de funcdo de
reguladores negativos de NF-«xB, lesdes geneticas recorrentes (e.g. perda do locus
CDKN2A/CDKN2B), amplificacdo do gene CCND1 (codifica a ciclina D1), mutacdo em




TP53 e em componentes da via de sinalizacdo PI3BK/MAPK, modificagcdes de cromatina
e na maquinaria de reparo do DNA (TSANG et al., 2020). Adicionalmente, a expressao
da proteina latente de membrana 1 (LMP1) do EBV proporciona ativacdo constitutiva da
via NF-xB, um importante fendmeno da patogénese do NPC que € também observado em
diversos outros canceres associados ao EBV, notadamente linfomas (CHEN et al., 2019;
Lletal., 2017).

A regulagdo da expressdo génica no NPC, assim como em outros canceres, se faz
por diversos mecanismos, incluindo mecanismos epigenéticos, tais como remodelamento
da cromatina, modificacdo de histonas, metilacdo de DNA e expressdo de RNAs néo-
traduzidos, como os microRNAs (miRNAs) (CHOI; LEE, 2013). Nesse contexto, a acdo
de miRNAs pode ser particularmente relevante na regulacdo do padrdo de expressdo
génica de células malignas, na regulacdo do microambiente tumoral, invasdo local e na
disseminacéo neoplasica, inclusive por metastases (HUSSEN et al., 2021). Isso mostra
que os miRNAs possuem acdo importante ndo s6 em uma etapa da carcinogénese, mas
sim em diversas etapas, regulando a tradugdo de genes com fungdo de supressores
tumorais ou oncogenes. O detalhamento da funcdo de um determinado miRNA em uma
etapa da carcinogénese, assim como em um determinado tecido, sera elucidado em mais

detalhes no topico a seguir.




microRNAs

RNAs que ndo codificam proteinas — mais comumente referidos como RNAs n&o-
codificantes (Non-coding RNAs — ncRNA) — podem atuar na regulacdo epigenética da
expressdo génica com efeitos duradouros, como no caso de alguns ncRNAs longos
(IncRNA), ou de forma transitoria e dindmica, como no caso dos miRNAs (MORRIS,
2011). Estima-se que apenas 2% do genoma humano seja de genes codificadores de
proteinas (~20 mil genes), sendo o restante representado por cerca de 11 mil pseudogenes,
e 9 mil miRNAs e 10-32 mil IncRNAs (RYAN; FAUPEL-BADGER, 2016; SAW et al.,
2021).

MiRNAs em geral (i.e., modo de agdo candnico) exercem uma funcdo inibitoria na
traducdo de RNAs mensageiros (MRNA). A acdo dessas moléculas foi originalmente
descrita por Ambros e Ruvkun no desenvolvimento larval do nematédeo Caenorhabditis
elegans, onde um pequeno RNA néo-traduzido possuia acdo inibitéria na expresséo de
determinados genes. Atualmente sabe-se que miRNAs tém papel regulatério em diversas
vias fisioldgicas e patoldgicas, incluindo no desenvolvimento de canceres (CHEN; YAN,
2021).

Os miRNAs sdo codificados por sequéncias distribuidas por todo o genoma.
Algumas estdo presentes em genes nao-codificantes, cujos produtos sdo exclusivamente
miRNAs, outras estdo localizadas em introns ou na regido UTR ndo-traduzida
(Untranslated Region - UTR) de um gene codificador de proteina (HAMMOND, 2015).
A maioria dos miRNAs € gerada a partir de transcritos primarios longos que séo clivados
sequencialmente pelas enzimas Drosha e Dicer (biogénese pela via canbnica). Alguns
miRNAs, entretanto, podem ser gerados sem a clivagem por Drosha, sendo geralmente
formados a partir de um pequeno RNA ndo codificante transcrito pela RNA polimerase
I1 (STRIBLING etal., 2021).

A via candnica de biogénese de miRNAs requer acdo da RNA polimerase 1, que
forma inicialmente uma grande molécula de RNA, o pri-miRNA que passa por
processamento pela RNAse 111, chamada Drosha, originando uma molécula de RNA com
aproximadamente 70 nucleotideos, denominada pre-miRNA. O pre-miRNA, agora no
citoplasma, sofre agdo da endoribonuclease Dicer, de modo a originar dois miRNA
maduros, com comprimento de 17-25 nucleotideos (Figura 2) (ESQUELA-KERSCHER,;
SLACK, 2006). Estes miRNAs maduros se associam as proteinas argonautas (AGO) e

GW182, um complexo indutor de silenciamento (RNA-induced Silencing complex —




RISC), permitindo a ligacdo do miRNA a um mRNA por meio de pareamento em sua
regido 3” UTR preferencialmente. Embora rara, a ligagdo do miRISC a éxons e a regido
5’UTR ja foi previamente reportada (ALI SYEDA et al., 2020).
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Figura 2 - Sintese de microRNAs e sua ac¢do sobre 0 mRNA alvo. Inicialmente ha acdo da RNA
polimerase Il no nucleo celular para sintese de uma molécula poliadenilada precursora, o pri-
miRNA. Clivada pelo complexo Drosha, o pri-miRNA origina o pre-miRNA. que é exportado
para o citoplasma pela exportina 5. Apés nova clivagem (complexo Dicer) ocorre separacao das
fitas do pre-miRNA e a ligacdo dos miRNAs formados com proteinas argonautas do complexo
RISC (RNA-induced silencing complex), que medeia o silenciamento RNA mensageiro alvo. Essa
inibicdo da traducdo ocorre principalmente de quatro modos: (A) repressdo do reconhecimento
do sitio de iniciacdo da traducdo; (B) inducdo da deadenilacdo do mRNA, impedindo sua
circularizacdo; (C) inducdo da saida prematura ribossomal do mRNA; ou (D) promovendo a
degradacdo do mRNA. Figura original baseada em trabalhos da literatura (CHEN et al., 2012;
DAVIS-DUSENBERY; HATA, 2010; HAMMOND, 2015).

Apesar de pequenos, os miRNAs possuem certa especificidade conferida por sua

regido seed, que consiste nos nucleotideos de sua regido 5’ entre as posigdes dois ¢ oito.




Essa ligacdo leva a degradacdo (alta complementariedade) ou repressdo da traducao
(baixa complementariedade) do mRNA pelo miRNA maduro, podendo ocorrer por quatro
processos principais: repressdo do reconhecimento do sitio de iniciacdo da traducéo;
inducdo da saida prematura ribossomal do mRNA; inducdo da deadenilacdo do mRNA
impedindo a circularizacdo do mesmo; ou promovendo a degradacdo do mRNA. Quando
maltiplos miRNAs compartilham da mesma regido seed, eles sdo descritos como
membros de uma mesma familia e comumente podem ter a¢éo sinérgica sobre um mesmo
mRNA. (LEITAO; ENGUITA, 2022).

Alteracdes na expressdo de miRNAs tem sido amplamente documentadas em
canceres (HILL; TRAN, 2021), podendo resultar em estimulo ou inibi¢do da doenga,
dependendo da sua funcdo como oncomiRs ou supressores tumorais (funcdo a ser
explicada a diante). Digno de nota, sequéncias codificadoras de miRNAs estdo
localizadas em diversas regifes cromossémicas comumente afetadas por delecbes e
amplificagdes identificadas nos canceres (CROCE, 2012).

Os miRNAs participam de diversos processos celulares, invariavelmente causando
inibicdo pds-transcricional de seus genes-alvo. Por exemplo, podem agir na traducéo e
expressao de reguladores da progressao do ciclo celular, da diferenciacéo celular, de rotas
metabdlicas, da morte celular programada (e.g. apoptose), da manutencao da homeostasia
tecidual e em respostas imunitarias. Aproximadamente 60% das proteinas humanas tém
sua traducdo regulada por miRNAs, quer seja em processos fisioldgicos ou patologicos,
incluindo a carcinogénese e a progressdo tumoral (HILL; TRAN, 2021).

Alguns miRNAs agem diretamente na progressao de canceres, com protagonismo
em fendmenos como a cascata metastatica, EMT e remodelamento do microambiente
(e.g., pela expressdo de metaloproteinases (DONG et al., 2021). De modo geral, admite-se
gue miRNAs podem agir de modo semelhante aos genes supressores tumorais, quando
inibem a traducdo de oncogenes, ou como oncomiRs, quando inibem a traducdo de genes
supressores tumorais. Entretanto, ndo sdo incomuns situagdes em que miRNAs maduros
que se originaram do mesmo pre-miRNA (formas 5p e 3p) apresentam dualidade de
acoes. Ambos podem ter uma agdo sinérgica (e.g., supressora tumoral, como no caso do
miR-100 (CHEN et al., 2015; MAIA et al., 2013)) ou antagdnica (oncomiRs ou supressor
tumoral). Essa dualidade de um miRNA se aplica também a um mesmo miRNA maduro,
pois esses habitualmente s@o contexto-dependente, como por exemplo 0 miR-574-5p
(CUl etal., 2014; Jl et al., 2013).




A expressao de miRNAs pode ser impactada por alteracGes genéticas e gendmicas
(e.g. translocacOes, delecbGes, amplificagfes, mutacGes) que comprometem suas
sequéncias codificadoras ou regulatorias, alem da regulacao de seus fatores de transcri¢éo
e alteracdes na expressao ou funcdo de enzimas envolvidas em sua biogénese, dentre
outros mecanismos (HILL; TRAN, 2021). A primeira evidéncia de envolvimento de
miRNAs na patogénese de canceres foi apresentada em 2002 por Croce e Calin, que
relataram agéo supressora tumoral do miR-15 e miR-16-1 na leucemia mieloide cronica
(CALIN et al., 2002). Atualmente ha evidéncias de alteracGes envolvendo miRNAs em
diferentes aspectos da carcinogénese, incluindo regulacdo de propriedades de CSCs, tais
como, autorenovacao, tumorigenicidade e resisténcia a drogas (ASADZADEH et al., 2019).

O miR-100 (3p e 5p) € um importante miRNA que aparenta ter acdo predominante
de supressdo tumoral. Em ensaios in vitro com células de carcinoma mamario,
adenocarcinoma pulmonar e de carcinoma de nasofaringe, a reducdo de miR-100 foi
relacionada ao aumento da proliferacdo celular e resisténcia a apoptose (FENG; WANG;
CHEN, 2012, p. 1; JIANG et al., 2015, p. 8; SHI et al., 2010, p. 1). Ensaios in vivo com células
de canceres colorretal e de nasofaringe demonstraram que a reducdo na expressao de miR-
100 proporcionou maior crescimento tumoral em animais de experimentacdo (CHEN et
al., 2014; SHI et al.,, 2010, p. 1). Adicionalmente, miR-100 foi encontrado regulado
negativamente em diversos tipos de canceres e sua menor expressao foi relacionada a
resisténcia tumoral a multiplas drogas, metastase em linfonodos, metastase pulmonar e
menor sobrevida média (CHEN et al., 2014; DAI et al., 2011; FENG; WANG; CHEN, 2012;
JIANG et al., 2015; WANG et al., 2017; ZHOU et al., 2014), além de possuir potencial como
biomarcador para diversos tipos de canceres (DOU et al., 2017).

Outro miRNA relevante nesse contexto € 0 miR-574, cuja forma 3p possui funcdo
supressora tumoral frequentemente reportada. A expressdo aumentada desse miRNA foi
gastrico (SU et al., 2012), enquanto sua reducdo propiciou resisténcia ao tamoxifeno no
cancer de mama (UJIHIRA et al., 2015). Recentemente o0 miR-574-3p foi apontado como
um potencial biomarcador para diagnostico de cancer de préstata em amostras de urina
(PAIVA et al., 2020). Por outro lado, sua forma 5p tem sido referida como oncomir: por
exemplo, a expressdo de miR-574-5p foi associada a estimulo de migracdo e invasédo
celular em canceres de pulmao (células pequenas e ndo-pequenas) e colorretal (J1 et al.,
2013; ZHOU et al., 2015, 2016) e quantidades elevadas de miR-574-5p foram detectadas

em vesiculas extracelulares no cancer de pulmao de células pequenas, colorretal e prostata




(BRYANT etal., 2012; Jl et al., 2014; ZHOU et al., 2015). Apesar das formas 3p e 5p do miR-
574 humano terem sido associadas & acdo de supressdo tumoral e oncomir,
respectivamente, ambas parecem exibir atividade dual dependendo do tipo tumoral e
contexto bioldgico. Por exemplo, a forma 3p também foi associada ao crescimento celular
no osteosarcoma (XU et al., 2016, p. 4), enquanto miR-574-5p ja foi cogitada como
supressora de metastases para o cancer colorretal (CUI et al., 2014, p. 1).

Também o0 miR-192-5p tem sido frequentemente apresentado como biomarcador
tumoral em potencial, com expressdo aumentada identificada em células neoplasicas ou
em exossomos de canceres de esdfago, colorretal (DELLA VITTORIA SCARPATI et al.,
2014; HUANG et al., 2017; WARNECKE-EBERZ et al., 2015) e no carcinoma hepatocelular
relacionado a infeccdo pelo virus da hepatite B (HBV) (WEN et al., 2015). Esse miRNA
parece atuar como oncomir, pois a elevacdo de sua expressdo foi associada a aumento das
taxas de proliferacdo, migracdo e invasao em células de carcinoma hepatocelular in vitro
(YAN-CHUN et al., 2015). Adicionalmente, foi associada a resisténcia ao tamoxifeno em
carcinoma mamario e a recorréncia e metastase para carcinomas hepatocelular e mamario
in vivo (KIM et al., 2016; YAN-CHUN et al., 2015). Ainda assim, a expressao do miR-192
também ja foi associada a reducdo do potencial metastatico de células de carcinoma
mamario (PUPPO et al., 2016) e esse microRNA tem sido estudado como potencial
biomarcador e alvo terapéutico para o carcinoma hepatocelular (MISHAN et al., 2020).




MicroRNAs no carcinoma de nasofaringe

Em um estudo publicado de nosso grupo de pesquisa, ViriCan, observamos que
células imortalizadas de nasofaringe NP69°V4’T (RRID #CVCL_F755) apresentavam
diferencas na expressao de miRNAs enddgenos humanos quando transfectadas com
variantes da proteina latente de membrana 1 (Latent Membrane Protein 1 — LMP1) do
EBV dos gendtipos virais B95-8A e M81 (MULLER COAN et al., 2022, p. 8).
Comparado ao EBV gendtipo B95-8A, o gendtipo M81 possui maior eficiéncia para
infectar células epiteliais, além de levar a uma maior inducdo de ciclo litico viral.
Pacientes infectados com EBV M81 possuem alta titulacdo de anticorpos contra proteinas
virais que induzem a replicacéo celular, sendo que esse fator foi relatado como preditivo
para o desenvolvimento de NPC, combinado a outros estimulos (TSAl et al., 2013). Assim,
ha indicios de que o gendtipo M81 do EBV possa ter uma agdo unica nas células
neoplasicas infectadas pelo virus, podendo ocasionar alteraces no comportamento
tumoral.

Nesse estudo prévio, buscamos investigar se a LMP1 dos genotipos B95-8A e M81
do EBV se equivalem na regulagdo de expressédo de miRNAs humanos selecionados e nas
taxas de migracdo de células de nasofaringe transfectadas de modo transiente para
expressdo da oncoproteina viral. Observamos a expressao ectopica de LMP1 variante
M81 induziu aumento de miR-100-5p, miR-192-5p e miR-574-3p, em comparagdo com
células transfectadas com LMP1 variante B95-8A. Com base de predi¢éo in silico dos
alvos desses miRNAs, identificamos que as alteracGes nesses miRNAs potencialmente
propiciam mudancas na regulacdo da sobrevivéncia e proliferacdo celular, apoptose e
angiogénese por meio mudangas em diversas vias intracelulares como PI3K/AKT,
MAPK, NF-kB e JAK/STAT (MULLER COAN et al., 2022, p. 8).

Baseado nesses dados, € plausivel supor que células com expressdo aumentada do
miRNA-100-5p, -192-5p e -574-3p tenham diferencas de comportamento in vitro e in
vivo relacionadas ao desenvolvimento tumoral e progressdo de canceres. Para a
elucidacdo de sua importancia na patogénese de canceres humanos, como o NPC, as
inferéncias com base nos dados obtidos demandam validacdo dos efeitos dos miRNAs
indicados por analises funcionais. Isso é particularmente relevante no que se refere aos
fendmenos da progressdo tumoral, os quais condicionam a agressividade biologica das

doencgas neoplésicas malignas.




Os resultados previamente indicados podem contribuir para melhor entendimento
da patogénese do NPC, céncer fortemente associado a infec¢do pelo EBV e de elevada
agressividade, com rapida disseminacdo loco-regional (CHEN et al., 2019). Assim, 0
presente estudo buscou investigar possiveis efeitos dos miRNAs miR-100-5p, miR-192-
5p e miR-574-3p na viabilidade, proliferacdo, migracéo de células humanas imortalizadas

de epitélio nasofaringeo.
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