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Resumo

O cancer no ovario ¢ uma doenga que afeta mulheres de diferentes faixas etarias, com
uma taxa insatisfatoria de sobrevida. Nesta neoplasia, alguns microRNAs (miRNAs)
encontram-se diferencialmente expressos, tornando-se alvo de estudos que buscam
determinar potenciais marcadores biologicos (prognostico e diagndstico) e terapéuticos. Os
miRNAs constituem uma classe de pequenos RNAs ndo-codificantes com func¢ao no controle
da produ¢do de proteinas. A desregulacdo da expressdo de miRNAs tém sido relacionada a
ocorréncia de eventos patologicos celulares, como o cancer, onde podem atuar como
moléculas oncogénicas ou supressoras de tumor, dependendo dos genes codificantes alvo
regulados. Embora diversos miRNAs tenham sido identificados no genoma humano, a
absoluta maioria de seus papeis biologicos permanece desconhecido ou necessita ser
rigorosamente testado. O presente estudo tem como objetivo avaliar o efeito combinado da
superexpressao do miR-124-3p associada a terapia com o quimioterapico Paclitaxel na
resposta de células tumorais ovarianas (SKOV-3). O miR-124-3p ¢ descrito por ter impacto
em mecanismos diversos, incluindo a apoptose, metastase, resisténcia a drogas, cicatrizagao,
entre outros fatores que caracterizam doencas. A transfeccao do mimic miR-124-3p foi eficaz
na elevagdo dos niveis de expressao deste miRNA nas células SKOV-3, e sua combinagao
com o Paclitaxel resultou na reducdo da expressao de PTTG/IP, enquanto o faArmaco isolado
ndo apresentou efeito significativo sobre esse gene, sugerindo um possivel papel de PTTG1IP
na resisténcia ao tratamento. Além disso, 0 mimético reduziu a expressao de srGAPI, o que
pode influenciar a dinamica do citoesqueleto, embora os ensaios de wound healing tenham
demonstrado que essa reducdo ndo levou a um aumento significativo da migracdo celular. A
combinagdo do mimético com o Paclitaxel também promoveu maior apoptose e reducao da
viabilidade celular. Por fim, a reorganizacdo da actina observada na imunofluorescéncia
sugere um possivel efeito do mimético na modulagdo das vias relevantes para progressao
tumoral. Os achados contribuem para entender o potencial papel do miR-124-3p no cancer de

ovario, auxiliando a desvendar possiveis mecanismos regulatorios.

Palavras chave: Genomica funcional, Pequenos RNAs ndo-codificantes, SKOV-3, miRNA

mimético, srGAPI1, PTTG1IP



Abstract

Ovarian cancer is a disease that affects women of different age groups, with an
unsatisfactory survival rate. In this neoplasia, some miRNAs are differentially expressed,
making them targets of studies aimed at identifying potential biological (prognostic and
diagnostic) and therapeutic markers. MicroRNAs constitute a class of small non-coding
RNAs with a role in regulating protein production in metazoans. Dysregulation of miRNA
expression has been linked to pathological cellular events, such as cancer, where they can act
as either oncogenic molecules or tumor suppressors, depending on the target coding genes
they regulate. Although numerous miRNAs have been identified in the human genome, most
of their biological roles remain unknown or require rigorous testing. This study aims to
evaluate the combined effect of miR-124-3p overexpression associated with chemotherapy
using Paclitaxel on the response of ovarian tumor cells (SKOV-3). miR-124-3p has been
reported to impact various mechanisms, including apoptosis, metastasis, drug resistance,
wound healing, and other factors that characterize diseases. The transfection of the
miR-124-3p mimic effectively increased the expression levels of this miRNA in SKOV-3
cells, and its combination with Paclitaxel resulted in a reduction of PTTGI1IP expression,
whereas the drug alone had no significant effect on this gene, suggesting a potential role of
PTTGI1IP in treatment resistance. Furthermore, the mimic reduced srGAP1 expression, which
may influence cytoskeletal dynamics, although wound healing assays demonstrated that this
reduction did not lead to a significant increase in cell migration. The combination of the
mimic with Paclitaxel also promoted higher apoptosis and reduced cell viability. Finally, actin
reorganization observed in immunofluorescence suggests a potential effect of the mimic in
modulating the pathways relevant to tumor progression. The findings contribute to
understanding the potential role of miR-124-3p in ovarian cancer, helping to uncover possible

regulatory mechanisms.

Keywords: Functional genomics, Non-coding small RNAs, SKOV-3, miRNA mimic,
srGAPI, PTTGIIP



Resumo voltado para a sociedade

“Palavra nao ¢é privilégio de
algumas pessoas, mas o direito de
todos”

Paulo Freire, 1987

O cancer de ovario ¢ uma doenga que pode afetar mulheres de diferentes idades e,
infelizmente, ainda apresenta uma taxa de sobrevivéncia baixa. Os cientistas descobriram que
algumas moléculas chamadas microRNAs (miRNAs) estdo alteradas nesse tipo de cancer, o
que tem despertado interesse para entender seu papel e até usa-las como possiveis marcadores
para diagndstico, prognostico e tratamento. Os miRNAs sdo pequenas moléculas que ajudam
a controlar a producdo de proteinas nas células. Quando seu funcionamento ¢ desregulado,
podem contribuir para o desenvolvimento de doencas como o cincer, podendo agir tanto para
estimular quanto para inibir o crescimento dos tumores. Apesar de muitos miRNAs ja terem
sido identificados, a funcdo da maioria ainda ndo ¢ completamente compreendida e mais
estudos sdo necessarios para desvendar o que fazem e de que forma. Este estudo investigou o
efeito de um miRNA especifico, chamado miR-124-3p, combinado com o quimioterapico
Paclitaxel, no combate ao cancer de ovario. O miR-124-3p ja foi associado a varios processos
importantes, como a morte celular programada (apoptose), a dissemina¢do do cancer
(metastase), a resisténcia a medicamentos € a cicatrizagdo de tecidos. Os pesquisadores
aumentaram os niveis desse miRNA em células tumorais de ovario e observaram que, quando
combinado ao Paclitaxel, houve uma redugdo da expressdao de um gene chamado PTTGIIP,
que pode estar relacionado a resisténcia ao tratamento. Além disso, outro gene, srGAPI,
também teve sua expressao reduzida, o que pode afetar a estrutura da célula, embora isso nao
tenha levado a um aumento na migragao das células. A combinacdo do miRNA com o
quimioterapico também levou a um aumento na morte das células cancerigenas e a reducdo
de sua capacidade de sobrevivéncia. Por fim, os cientistas observaram mudangas na
organizacdo de uma proteina chamada actina, o que sugere que o miR-124-3p pode estar
envolvido na regulacao de vias celulares. Os achados deste trabalho contribuem para entender
o miR-124-3p no cancer de ovario, contribuindo para descobrir como ele pode influenciar a

doenga.
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1. Introducdo

1.1. Cancer

O cancer ¢ uma doenga de proliferacdo descontrolada por células transformadas
sujeitas a sele¢do natural (Brown et al., 2023). Dados da Organizacdo Mundial da Saude
(2019) demonstram que o cancer ¢ a segunda principal causa de morte no mundo,
representando 1 a cada 6 mortes. Segundo dados do Global Cancer Observatory, no ano de
2022 a incidéncia de todos os canceres, em ambos os sexos, foi de aproximadamente 19,9
milhdes, enquanto as taxas de mortalidade se aproximam dos 9,7 milhdes ao redor do globo
(Cancer site ranking, 2024). Neste mesmo ano, o cancer de ovario (CO) teve uma incidéncia
de 324.603 novos casos € 206.956 mortes (GLOBOCAN, 2022). No Brasil, para este mesmo
ano de 2022, o Instituto Nacional de Cancer registrou 7.310 novos casos (INCA, 2023).

O CO ¢ a doenca maligna ginecologica mais letal em mulheres (Lutz ef al., 2011;
Davidson & Tropé, 2014; Di Renzo & Valabrega, 2020; Franjic, 2023; ). De forma geral, o
CO ¢ caracterizado por alteragdes e mutagdes nas células epiteliais ovarianas de forma que
essas crescam de forma incontrolavel e indefinida, criando potencial de metastase (Kdbel et
al., 2008; Ottevanger, 2017). Esse cancer ginecologico ¢ conhecido cientificamente por
aproximadamente 150 anos (Vargas, 2014) e, ao longo do tempo, a mortalidade desta doenca
tem apresentado um leve declinio. Isso se deve ndo s6 a diminuicdo da incidéncia mas
também a sofisticacdo dos tratamentos que segue se desenvolvendo (Cancer Stat Facts:

Ovarian Cancer, SEER; Sopik, 2015; Eisenhower, 2017 ).

Por ser uma doenga de diagnostico tardio e dificil, devido aos sinais e sintomas pouco
evidentes, cerca de 40% a 50% dos casos sdo identificados apenas em estdgios mais
avancados (De Moraes-Ruehsen et al., 1967; Liu et al., 2019). Mesmo que a identificacdo se
dé tardiamente, o tratamento primdrio ainda € capaz de alcangar a remissao completa da
doenca em muitas pacientes. Porém, infelizmente, em 70% desses casos a doenca reincide e
adjunta a esta, uma maior resisténcia aos terapicos (Chiou et al., 2003; Heintz et al., 2006,
Ottevanger, 2017). Em geral, a taxa relativa de sobrevivéncia para esse cancer ¢ de

aproximadamente 5 anos.

A epidemiologia do CO ¢ multifatorial, alguns dos fatores de risco dessa doenga sao:
variagdes geograficas, a idade avancada, geralmente a maior parte dos casos ¢ diagnosticado

em mulheres com 50 anos ou mais de idade, fatores hormonais como nuliparidade,
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menopausa tardia, uso de contraceptivos, terapias hormonais (Riman et al., 1998; Salehi et
al., 2008), entre outros (Roett & Evans, 2009; Gaona-Luviano et al., 2020). Além disso,
diversos fatores genéticos e mecanismos moleculares também podem influenciar no
desenvolvimento do CO, como por exemplo alteragdes epigenéticas, as quais estdo
diretamente ligadas ao desenvolvimentos de tumores malignos (Balch et al., 2009). Além
disso, mutagdes em genes supressores como Brcal e Brcal sdo muito bem descritas na
literatura cientifica (Ramus & Gayther, 2009; Esteves et al., 2009; Petrucelli et al., 2010),
assim como alteracdes em oncogenes como Kras (Therachiyil et al., 2022), e em vias de
sinalizagdo como a Pi3k/Akt (Ediriweera et al., 2019) e a Witn/f-catenina (Nguyen et al.,
2019).

Apesar de ser considerada uma tunica doenca, o CO pode ser subdividido em
diferentes subtipos histologicos com distintos fatores de risco, origens celulares, composicoes
moleculares, caracteristicas clinicas e tratamentos (Matulonis et al, 2016). Os tumores
benignos e malignos tém sua origem nas células epiteliais ou estromdticas ou germinativas
(Reid et al, 2017). De modo geral, o carcinoma ovariano epitelial representa
aproximadamente 90% dos casos e pode ser dividido em cinco subtipos (Matulonis et al.,

2016; Koshiyama et al., 2017; Kossai et al., 2017, Hirst et al., 2018):

1. Carcinoma seroso de alto grau (HGSC): Representa aproximadamente 65% dos
casos, sendo o tipo mais comum e agressivo, e responsavel pela maioria das mortes
por CO. Caracteriza-se geneticamente por mutagdes associadas aos genes 7p53 e
Brcal/Brca2, além de deficiéncias na recombinacdo homdloga. Histologicamente ¢é
caracterizado por um atipia nuclear grave, geralmente a propor¢ao nucleo-citoplasma
¢ alta. A principal opg¢do de tratamento sdo as quimioterapias baseadas em compostos
de platina e inibidores de polimerase.

2. Carcinoma seroso de baixo grau (LGSOC): Aproximadamente 5% dos casos
clinicos diagnosticados, os tumores desse tipo possuem estabilidade gendmica, e
geralmente suas mutacdes estdo mais associadas ao Kras e Braf. Na histologia ¢é
classificado por uma arquitetura papilar e atipia nuclear leve (proporcao
nucleo/citoplasma leve). As principais opgdes terap€uticas sao as terapias hormonais e

inibidores de MEK.

24



3. Carcinoma mucinoso (MOC): Menos comum e mais frequentemente diagnosticado
em pacientes jovens, representando ~5% dos casos clinicos. Geralmente, esse subtipo
apresenta uma evolucdo mais indolente, mas também pode ser resistente a certos
tratamentos como a quimioterapia. Esse subtipo costuma apresentar mutagdes
associadas ao gene Kras. Histologicamente, as células tém formato caliciforme, além
disso, as células tumorais sdo preenchidas por mucina. Apesar da resisténcia, sua
principal tatica terapéutica € a quimioterapia citotdxica.

4. Carcinoma endometrioide: Aproximadamente 10% dos casos de CO ¢ do tipo
endometrioide, este ¢ frequentemente encontrado em mulheres com endometriose.
Associado a alteragdes no DNA e mutagdes em genes como o Pten, Aridla e Pik3ca.
Caracterizado histologicamente, principalmente pela formacdo de glandulas que
recapitulam as glandulas endometriais. A principal opg¢ao terapé€utica sdo as terapias
hormonais, porém nado sao bem estabelecida

5. Carcinoma de células claras: Raro e agressivo (~10% dos casos), geralmente ¢
diagnosticado em estdgios avancados, associado a uma maior resisténcia ao
tratamento. Geneticamente, apresenta um perfil de mutagdes nos genes Aridla e
Pik3ca Histologia: cé€lulas tumorais atipicas e com hialinizagdo do estroma. Esse
subtipo tende a ser resistente as quimioterapias baseadas em compostos de platina,

portanto, a principal opg¢ao terapéutica costuma ser os agentes imunoterapicos.

Além das caracteristicas discriminadas acima, a Figura 1 traz uma representacao da
origem histoldgica e outras caracteristicas associadas a cada um dos subtipos de CO epitelial.
O carcinoma ovariano epitelial apresenta uma multiplicidade de facetas, sejam elas no tecido
de origem, no perfil genético, no prognostico ou até mesmo nas diferentes respostas aos
tratamentos convencionais. Devido a essa peculiaridade, pesquisas mais aprofundadas e

personalizadas para cada tipo de tumor sdo de grande relevancia.
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Figura 1: De Fazio et al., 2020 (ADAPTADO). Diferenca dos subtipos de CO epitelial, por seu tecido
de origem, histologia e incidéncia estimada de casos clinicos, e informac¢des complementares sobre lesdes

precursoras, mutacdes ¢ aberragdes moleculares comumente associadas a cada subtipo.

1.2. Paclitaxel (PTX)

O atual procedimento padrdo para o CO ¢ a cirurgia para remog¢ao do tumor primario
e, quando possivel, das metastases (Hoskins, 1993), associado a quimioterapia com base em
taxanos, tais como o PTX e compostos de platina (Cannistra, 2004). O PTX ¢ um composto
natural descoberto em meados de 1960 durante um rastreamento de substancias bioativas
realizado pelo National Cancer Institute em busca de compreender as propriedades
medicinais de plantas para a aplicagdo na terapia do céancer (Panchagnula, 1998).
Originalmente o PTX ¢ um composto isolado a partir da extragcdo de cascas de arvores da
Taxus brevifolia (Figura 2.1), uma espécie de teixo nativa da regido do Pacifico Norte
(Figura 2.2) (Thakur et al., 2024). O composto isolado foi chamado de PTX apods ser
reconhecido como um composto quimico unico de extremo potencial terapéutico. Atualmente

também € reconhecido como “taxol” (Adams et al., 1993; Singh et al., 2022).
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Figura 2: 1) Folhas e arilos da Taxus brevifolia (© 2025 Watersheds Canada); 2) Distribuicio
geografica da Taxus brevifolia ao longo do Pacifico Norte (se estende dos Estados Unidos da América até o
Canada), indicado no mapa pelos pontos azuis escuros (Imagem adaptada do Herbario da Universidade de

Jepson); 3) Estrutura quimica do PTX, representando seus 11 aneis e complexa estrutura.

Posteriormente, o PTX foi reconhecido como uma das drogas quimioterapicas mais
potentes, apresentando elevada atividade inibitdria no tratamento de tumores sélidos, como
os canceres de mama, pulmao e ovario (McGuire et al., 1989; Sharifi-Rad et al., 2021). Esse
composto continua sendo amplamente estudado, e seu mecanismo de agdo (esquematizado na
Figura 3) ocorre por meio da ligacdo a tubulina, promovendo a estabilizacdo dos
microtibulos e impedindo sua desagregacdo durante a mitose. Esse bloqueio interrompe o
ciclo celular na fase G2/M, impedindo a divisdo celular e levando a apoptose das células

cancerigenas (Horwitz ef al., 1994).

Inicialmente, acreditava-se que sua atividade antimitdtica era o principal mecanismo
de acdo. No entanto, estudos mais recentes indicam a existéncia de mecanismos nao
mitoticos. Um exemplo disso ¢ a descoberta de que o PTX pode modular outras vias,
incluindo a reprogramacdo da polaridade de macrofagos pro-tumor para um fenotipo

antitumoral, induzindo respostas imunoldgicas contra as células cancerigenas (Lim et al.,

2022).
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Figura 3: Mecanismo de acdo do PTX, no qual o composto se associa a tubulina e promove a
polimerizacdo dos microtibulos, mantendo-os estabilizados e prevenindo a despolimerizacdo. Adaptado de

Panchagnula, 1998.

A formula quimica do PTX ¢ C47H51NO14, tendo uma estrutura complexa formada
por 11 aneis e grupos funcionais como ésteres, cetona e atomos de oxigénio (Figura 2.3) que
conferem ao composto uma alta estabilidade e lipofilia (Wiernik et al., 1987; Singla et al.,
2022). Apesar de ser uma droga bastante utilizada e de alto sucesso terapéutico, o PTX nado
esta isento de diversas problematicas. A composi¢cdo quimica do PTX influencia de forma
direta na sua biodisponibilidade, ou seja, sua absor¢do e distribuicdo dentro do organismo.
Fatores como baixa solubilidade em &agua e estrutura complexa fazem com que o PTX
raramente seja administrado por via oral e, dificultam o desenvolvimento de uma droga de
aplicacdo intravenosa (Singla et al., 2002; Bernabeu et al., 2020). Apesar de ja existirem
tratamentos clinicos que se utilizam da administragdo intravenosa, como a associa¢ao do PTX
ao Cremophor EL, essa nova formulagdo dependente de um solvente para a aplicacdo
endovenosa e apresenta diversos efeitos colaterais (e.g.: anafilaxia) que impactam a qualidade
de vida dos pacientes (Gelderblom et al., 2001; Irizarry et al., 2009; O'Connor & Kossoff,
2009).

Originalmente o PTX ¢ proveniente de uma fonte natural cujo estado de conservacao

se da por “quase ameacado”, com sua populacdo madura em declinio € sem nenhum plano de
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acdo de recuperacdo em andamento (Thomas, 2012). Estima-se que sdo necessarios
aproximadamente 100 anos para a maturagdo da Taxus brevifolia (LONG et al., 1994), e para
cada tratamento sdo necessarias em torno de 8 arvores (~2,5 a 3g de PTX) (Howat et al.,
2014). Portanto, um dos empecilhos para a ampla utilizagdo desta droga nos tratamentos se
deve a disponibilidade do composto na natureza (Bernabeu et al., 2020), pois sua demanda
supera em muito o ritmo de seu reflorestamento, sendo insustentavel econdmica e
ambientalmente (Wheeler et al., 1992). Ademais, ainda ndo se desenvolveu um método 100%
sintético para a producao do PTX devido a complexidade estrutural da molécula, existindo
apenas compostos semi-sintéticos advindos de outras espécies de Taxus (Sénilh et al., 1984;
Vander et al., 1994; Appendino et al., 1994) e, estudos de biossintese do composto (Liu et al.,
2024).

Como ocorre com todo quimioterapico, a resisténcia a quimioterapia também ¢ um
desafio recorrente no uso do PTX. Esse fenomeno tem se tornado uma preocupacao
crescente, pois representa uma das principais causas de falha terapéutica no tratamento do CO
(Liu et al., 2018; Yusuf et al., 2003).

Nos ultimos anos, pesquisas voltadas para novas alternativas terapéuticas tém
ganhado destaque. Entre elas, destacam-se os inibidores de PARP (Wu et al., 2023), os
inibidores da via Pi3k/Akt (Rinne et al., 2021) e a imunoterapia com anticorpos anti-PD-1 e
anti-PD-L1 (Dumitru et al., 2022). A combinagdo da terapia convencional com abordagens
inovadoras tém aberto novas possibilidades para melhorar o prognostico de pacientes com
CO. Além disso, a pesquisa tem avancado na identificacdo de novos alvos moleculares,
contribuindo para o diagnostico precoce, aprimoramento do tratamento e melhor qualidade de

vida das pacientes.

1.3. microRNAs

Os microRNAs (miRNAs) sdo uma classe de pequenos RNAs nao codificantes (~22
nucleotideos) com papel central na biologia dos organismos (Bartel, 2004; Bartel, 2009).
Inicialmente descritos por Lee ef al. (1993) durante estudos sobre o desenvolvimento larval
de Caenorhabditis elegans, sabe-se atualmente que os miRNAs sdo expressos em animais
(Wang et al., 2013; Gebert & MacRae, 2018), plantas (Yang et al., 2007; Singla-Rastogi,
2025), virus (Castillo et al., 2015; Sharafeldin et al., 2025) e até mesmo em organismos
unicelulares (Li ef al., 2025). Dentro do reino animal, alguns miRNAs sdo relativamente bem

conservados filogenéticamente (Ibafnez-Ventoso et al., 2008; Berezikov, 2011;). Seu papel
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funcional estd relacionado a regulacdo pos-transcricional dos niveis de expressdo de genes
codificantes e respectivos produtos proteicos (Bushati, 2007). Portanto, os miRNAs atuam
em inimeros processos bioldgicos vitais, incluindo o desenvolvimento ontogenético, a
proliferagdo e a diferenciagdo celular e tecidual, a regeneracdo de membros, a apoptose € em
diversos tipos de cancer (Hwang et al., 2006; Ribeiro et al., 2022).

A biogénese dos miRNAs (Figura 4) tem inicio em sua via candnica com a ativagao
da RNA polimerase II no nucleo, resultando na formagao do pri-miRNA, um transcrito inicial
com aproximadamente 110 pares de bases e estrutura de hairpin (Lee et al., 2002; Lee et al.,
2004). Ainda no nucleo, o pri-miRNA ¢ reconhecido pelo complexo microprocessador,
composto pela RNAse III DROSHA e seu cofator DGCRS, que clivam a estrutura 11
nucleotideos acima da juncdo basal e 22 nucleotideos abaixo da regido apical, originando o
prée-miRNA. Esse intermedidrio tem cerca de 60 pares de bases e mantém o formato de
hairpin (Lee et al., 2003; Alarcon et al., 2015; Bartel, 2018). Em seguida, o pré-miRNA ¢
exportado para o citoplasma pela proteina EXPORTINA-5 (Lund et al, 2004; Yi et al.,
2003). Ao ser reconhecido pela RNAse III DICER, ele ¢ clivado no loop da estrutura de
hairpin, uma regido previamente delimitada pela DROSHA, dando origem ao RNA duplex
miRNA-5p/miRNA-3p, com aproximadamente 18-24 nucleotideos de comprimento (Bartel,
2018). Apos essa clivagem, o duplex ¢ incorporado, independentemente de ATP, ao complexo
de silenciamento induzido por miRNA (miRISC), que inclui as proteinas ARGONAUTAS
(AGO) em sua composicao (Treiber et al., 2018). Por fim, uma das fitas do miRNA duplex ¢
incorporada as proteinas ARGONAUTAS e retida no complexo, enquanto a outra fita,
geralmente, ¢ degradada. No entanto, diferentes fitas maduras podem ser alternadamente
retidas, modulando RNAs mensageiros (mRNAs) alvo distintos (Griffiths-Jones et al., 2011).

Estima-se que mais de 60% dos genes codificantes estejam sob controle de miRNAs,
demonstrando a relevancia do processo de regulacdo génica mediada por essas pequenas
moléculas de RNA nao-codificante (Bartel, 2009). A atualizagdo mais recente do repositorio
da base de dados MirGeneDB 3.0 registra 514 genes de miRNA humanos validados e
anotados (Fromm et al., 2015; Fromm et al., 2020; Clarke, 2024). Sabe-se que os miRNAs
sao reguladores criticos da homeostase celular e, apesar de numericamente relevantes, a
maioria dos papeis bioldgicos de miRNAs em diferentes contextos fisioldgicos permanece
desconhecido ou necessita ser rigorosamente testado. Assim, os miRNAs tém despertado
grande interesse devido ao seu papel essencial na regulacdo da producdo proteica e a sua

estreita relacdo com diversas patologias humanas, incluindo doencas cardiovasculares,
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neuroldgicas, autoimunes e cancer (Selbach et al., 2008; O'Connell ef al., 2010; Ardekani &
Naeini, 2024).

Figura 4: Biogénese dos miRNAs. Adaptado de Lin & Gregory, 2015.

1.4. miRNAs e cancer

A relevancia dos miRNAs em diversos processos celulares ¢ um fator-chave para
entender que sua desregulagdo pode impactar diretamente o controle da maquinaria
transcricional, levando a anormalidades cromossomicas, modificagdes epigenéticas e
alteracdes em sua propria biogénese (Peng & Croce, 2016). Como consequéncia,
irregularidades na transcri¢cdo e no controle pos-transcricional tém se mostrado intimamente
ligadas ao inicio da oncogénese e as caracteristicas de células cancerosas (Sotiropoulou et al.,
2009).

A relacdo entre a carcinogénese ¢ os miRNAs foi inicialmente evidenciada por um
estudo de Calin et al (2002), que identificou a dele¢do frequente das sequéncias
codificadoras do miR-15 e miR-16 em casos de leucemia linfocitica cronica. Desde entdo,
diversos estudos tém associado a desregulacdo dos miRNAs a diferentes tipos de cancer,
como o miR-370-3p no cancer de tireoide (Chen et al., 2018), o miR-6852 no
adenocarcinoma gastrico (Yu et al., 2018), o miR-124 no cancer de bexiga (Zhou et al., 2018)

¢ o0 miR-33b no osteossarcoma (Zhou et al., 2017), entre outros.
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No contexto das malignidades, os miRNAs podem estar superexpressos ou
subexpressos, modulando a expressdo de RNAs mensageiros (mRNAs) alvo e proteinas com
funcdes oncogénicas ou supressoras de tumor (Zhang et al., 2007). Quando um miRNA tem
sua expressao reduzida, sugere-se seu papel como supressor tumoral. No entanto,
diferentemente de outros genes supressores de tumor, que sdo completamente inativados e
perdem totalmente sua func¢do, os miRNAs tumor-supressores apresentam apenas uma
reducdo na expressdo, ficando abaixo dos niveis homeostaticos (Figura 5A). Essa supressao
pode levar a ativacdo de oncogenes e, consequentemente, a manifestacdo de um fenotipo
tumoral (Zhang et al., 2007). Por outro lado, alguns miRNAs apresentam expressao aberrante
e sdo classificados como miRNAs oncogénicos (oncomiRs). Esses miRNAs sdo
superexpressos ¢ podem, por exemplo, inibir genes reguladores da apoptose ou ativar
processos que favorecem a proliferagdo celular (Figura SB). Em geral, a tumorigénese esta

associada a uma redugdo global nos niveis de miRNAs (Jansson & Lund, 2012).

A

Supressor de tumor
miRNA

OncemiRs

Supressor de tumor

miRNA OncomiRs

Figura 5: MiRNAs sdo contexto dependentes, ou scja, sua acdo regulatoria ndo depende da sua
presenca ou auséncia mas sim de um distirbio na sua expressdao. A) Representa um cendrio homeostatico, ou
seja, uma pessoa ndo acometida de cancer. Os oncomiRs se encontram subexpressos, enquanto a dos miRNAs
supressores de tumor se encontra super expressa. B) Representa um cenario onde a pessoa ¢ acometida por
cancer, portanto os oncomiRs se encontram superexpressos € em contrapartida, os miRNAs supressores de

tumor estdo subexpressos. Adaptado de Gambeari et al., 2016.

No CO, o oitavo tipo mais comum entre mulheres no mundo (GLOBOCAN, 2022),

diversos estudos ja demonstram perfis de expressao especificos de miRNAs, além de suas

32



potenciais aplicacdes clinicas nessa doenca ginecologica. Por exemplo, o estudo de Lu e
colaboradores (2005) identificou a superexpressao dos miR-199a, miR-200a, miR-200b e
miR-200 em amostras tumorais, quando comparadas a tecidos normais. Além disso, outros
estudos apontam a modulacdao da expressdao de diferentes miRNAs, como miR-21 (Wang et
al., 2021) e miR-34 (Welponer et al., 2020), como fatores relevantes para aplicagdes na area

clinica.

1.5. miRNASs e aplicagcoes

De maneira geral, os miRNAs tém demonstrado um papel relevante como potenciais
biomarcadores e alvos para o tratamento do cancer (Chakrabortty et al., 2023). A detecgdo de
miRNAs circulantes em fluidos corporais como sangue e urina, tem se tornado uma
ferramenta de diagnostico precoce e ndo invasiva, visto que alguns miRNAs especificos
podem ter a desregulacdo da sua expressdo detectada antes dos sinais clinicos evidentes (Tie
et al., 2009; Filipéw & Laczmanski, 2019; Wang & Chen, 2021; Metcalf, 2024).

Como ja citado anteriormente, essa molécula contribui para fins diagndsticos, melhora
do prognostico de pacientes, e também tém sido alvo de estudos para o tratamento.
Atualmente, ja existem diferentes vertentes terapéuticas que exploram a utilizagdo dos
miRNAs, como os ilustrados na Figura 6:

1) Terapia de substituicdo ou reposicdo de miRNAs utilizando miméticos de miRNAs
(Daige et al., 2014; Meng et al., 2015; Trang et al., 2021; Kang & Kortylewski,
2023)

2) Terapias de inibicdo de miRNAs (Fu et al., 2019; Reda El Sayed et al., 2021; Preethi
et al.,2022);,

3) Construcao de miRNAs artificiais (AmiRNAs) (Kotowska-Zimmer et al., 2021);

4) Entrega de miRNAs terapéuticos por meio de nanoparticulas (e.g.:lipossomos)
diretamente nas células tumorais com o intuito de melhorar a especificidade e
estabilidade dos miRNAs terapéuticos (Bobba et al., 2021; Ghafouri-Fard et al.,
2023).
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Figura 6: Alternativas atuais para a aplicagdo dos miRNAs como ferramentas terapéuticas: terapia de

Ya

reposicdo ou substitui¢do, a terapia de inibigdo, a constru¢do de AmiRNAs e estudo voltados para otimizagao,
modificacdo quimica e sistema de entrega dos miRNAs para fins terap€uticos. Fonte: Samad & Kamaroddin,

2022.

Assim, os miRNAs sdao moléculas-chave na regulacdo de diversos processos celulares
envolvidos no desenvolvimento do cancer e, oferecem novas possibilidades na area da
oncologia. O uso de mimics ou miméticos de miRNA na terapéutica do cancer tém sido
reconhecido como terapia de reposicdo. Esta estratégia consiste na superexpressdo de
miRNAs responsaveis por silenciar oncogenes, o que permite corrigir a desregulagdo que
ocorre durante os processos patoldgicos, sendo possivel reverter os fenotipos das células
tumorais (He et al., 2020; Fu et al., 2021). O uso de mimetizadores de miRNAs para terapia
ainda se encontra em estado pré-clinico (Bouchie, 2013; Hong ef al., 2020), alguns até sendo
descontinuados, como foi o caso do miR-29 (2019). Parafraseando o editorial “What will it
take to get miRNA therapies to market?”, publicado pela revista Nature em 2024, as terapias
baseadas em miRNAs ainda enfrentam diversos desafios. No caso do uso de mimics de
miRNA, a especificidade do alvo ndo € o principal obstaculo, mas sim a heterogeneidade na
expressdao dentro de um mesmo tumor e as variagdes entre os diferentes estagios do céancer.
Dessa forma, identificar um miRNA capaz de influenciar diretamente uma via especifica e
validar seu impacto no alivio do fenotipo da doenca ainda exige um desenvolvimento mais

aprofundado.
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Compreender o papel dos miRNAs no cancer ¢ essencial para desvendar mecanismos
regulatorios. Este estudo investiga se um mimético de miRNA pode potencializar a acdo do
PTX no tratamento do CO. Os resultados podem contribuir para a elucida¢do de vias

regulatorias e fornecer bases para avangos no diagnostico e tratamento da doenca.

2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

Avaliar o efeito combinado da superexpressdo do miR selecionado associado a terapia

com o quimioterapico PTX na resposta de células tumorais ovarianas (SKOV-3).

2.2. Objetivos Especificos

e Realizar um screening para levantamento do miRNA e genes alvo;
Expor as células SKOV-3 aos tratamentos e avaliar:

e Alteracdes na viabilidade celular e possiveis mudangas morfoldgicas;

e Se ha a supressao da migragado celular;

e O perfil de expressdao do miR-124-3p nas cé€lulas tratadas;

e A expressdo dos genes s¥rGAPI e PTTG1IP em resposta aos tratamentos;

e A interagdo funcional do miR-124-3p com os genes srGAPI ¢ PTTGIIP.

3. Material e métodos

O estudo foi delineado (Figura 7) em diferentes etapas principais:
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