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RESUMO

O cancer € uma doenca complexa decorrente do acimulo de diversas alteracbes moleculares,
dentre elas, alteracGes epigenéticas que estdo relacionadas com os perfis anormais de expressao
génica nas células anormais. A regulacdo epigenética da expressdo génica envolve diversos
mecanismos que modulam a dindmica da cromatina, incluindo a metilagdo do DNA,
modificagdes pos-traducionais das histonas (que compreende mudancas bioquimicas como
acetilacdo, metilacdo, fosforilacdo, ubiquitinacdo, sumoilagéo, entre outros) e 0s RNAs nao
codificantes (NnCRNASs), que podem ser classificados em RNAs curtos e RNAs longos ndo
codificantes (IncRNAs) dependendo do seu comprimento. Os INcRNAs caracterizam-se como
transcritos com mais de 200 nucleotideos que ndo codificam proteinas, porém atuam em
diversos processos bioldgicos. Apesar de sua funcdo bioldgica e suas interacGes ainda nao
serem bem elucidadas, diversos estudos evidenciaram sua importancia na carcinogénese,
podendo exercer papel como supressor tumoral ou como oncogene. Nesse contexto, 0 objetivo
do presente estudo foi descrever exemplos representativos de IncCRNAs associados ao cancer e
suas possiveis interacdes com outros componentes da maquinaria epigenética, de modo a
evidenciar o seu papel funcional e relevancia clinica como potenciais alvos para o
desenvolvimento de estratégias inovadoras para a terapia epigenética. Para tanto, foi realizada
a revisdo da literatura pertinente e selecdo de IncRNAs que apresentam interacfes com
proteinas que removem ou adicionam modificagdes pds-traducionais em histonas, como as
desacetilases de histonas (HDACs) e EZH2 (enhancer of zeste 2 polycomb repressive complex
2 subunit), a unidade catalitica do Complexo Repressivo Polycomb 2 (PRC2), respectivamente.
Desta forma, foram escolhidos trés transcritos: H19, MEG3 e MROCKI. O IncRNA H19 é um
RNA bem conhecido, expresso em altos niveis em diversos canceres, agindo como um
oncogene, estando altamente relacionado a transicao epitélio-mesenquimal (EMT), proliferacéo,
migracdo e invasdo celular. O IncRNA MEG3 é um transcrito que se encontra silenciado
principalmente devido a hipermetilagdo da sua regido promotora; além das interacbes com
modificadores de histonas, esse IncCRNAs também interage com a proteina p53, supressora
tumoral importante na regulacdo do ciclo celular, o que sugere que esse INCRNA exerce um
papel como supressor tumoral. Por fim, o IncRNA MROCKI, que foi recentemente descrito,
ainda tem suas interagdes moleculares pouco conhecidas. No entanto, sabe-se que esse
transcrito é positivamente correlacionado com a HDAC?2 e atua na regulacdo da proliferacéo
celular e apoptose. No geral, esses INCRNAs emergem como biomarcadores, uma vez que

muitos deles podem ser quantificados no plasma dos pacientes e sdo considerados alvos



terapéuticos. Contudo, estudos adicionais sdo necessarios para melhor elucidar as vias e
processos controlados pelos complexos moleculares de que participam e seus mecanismos no

cancer.



ABSTRACT

Cancer is a complex disease characterized by the co-occurrence of multiple molecular
alterations; among them, aberrant epigenetic marksthat are associated with the
differential expression of cancer-related genes. Epigenetic mechanisms change the chromatin
dynamics and affect DNA-related processes such as transcription. These mechanisms include
DNA methylation, histone post-translational modifications (acetylation, methylation,
phosphorylation, ubiquitylation, sumoylation, and others),and non-coding RNASs
(ncRNAs). LncRNAs are classified as short RNAs or long non-coding RNAs (IncRNAS). The
second group of ncRNAs includes transcripts of at least 200nt that do not encode proteins,
although show a plethora of functional properties. Overall, the biological functions and
molecular interactions of IncRNAs are poorly understood. However, several studies have
highlighted its importance in tumorigenesis, acting as a tumor suppressor or oncogene. In this
context, this review describes representative examples of IncRNAs associated with cancer
development and its possible interactions with other components of the epigenetic machinery,
focusing on the functional impact in the hallmarks of cancer and their potential as targets new
therapeutic strategies. Thus, three INCRNAs were selected based on its interactions with histone
modifiers: proteins that act as writers (for example: EZH2 - Enhancer of Zest 2 polycomb
repressive complex 2 subunit) or erasers (such as HDACs — Histone deacetylases) of post-
translational modifications of histones. The gene H19 encodes a well-known long non-coding
RNA, highly expressed in many cancers, acting as na oncogene, frequently related to the
epithelial-mesenchymal transition (EMT), cell proliferation, migration, and invasion. The
promoter region of the gene encoding the IncRNA MEG3 is hypermethylated and
downregulated in several cancers. This transcript is considered a tumor suppressor, especially
due to its function of a positive regulator of p53, a tumor suppressor protein well-known to be
important in cell cycle regulation and DNA damage repair. Few studies have investigated the
molecular interactions of the recently identified IncRNA MROCKI. However, the expression
of this transcript is positively correlated with the HDAC2 levels and has been implicated in the
processes of cell proliferation and apoptosis. LncRNASs are emerging as tumor biomarkers since
many of them were detected in liquid-biopsies from cancer patients and are also considered
therapeutical targets. Nevertheless, new studies are needed to unravel the role of IncRNA in the

chromatin-associated complexes and its impact cancer biology.
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1.  INTRODUCAO

1.1. Cancer e epigenética

O céncer é uma doenca heterogénea que apresenta diferentes alteracbes moleculares.
Atualmente, existe um grande desafio acerca do tratamento dessa doenca, principalmente
devido a sua complexidade molecular e diferentes mecanismos regulatorios envolvidos na sua
etiopatogenia; estes, afetam simultaneamente muitos processos bioldgicos e vias bioquimicas
(DAWSON, 2017).

As alteracBes moleculares acumuladas nas células neoplasicas permitem a aquisicdo de
novas habilidades, favorecendo a sua transformacdo ao fenotipo maligno, sendo essas
caracteristicas essenciais para a carcinogénese. A esse conjunto de habilidades, se deu 0 nome
de “hallmarks” do cancer, como a evasao dos sinais supressores tumorais, resisténcia a morte
celular programada ou apoptose, manutencdo da sinalizacdo da proliferacdo celular,
imortalidade, angiogénese, capacidade de invasdo e de dar origem a metastases, reprogramacao
do metabolismo celular, evasdo do sistema imune, inflamacdo e instabilidade gendmica e
mutacdo (HANAHAN, 2022).

Acreditava-se que a iniciacdo tumoral se dava pela expansdo clonal de células
progenitoras que adquiriram mutacdes no DNA, atribuindo vantagem proliferativa. Porém,
com o avanco da ciéncia, ficou evidente que muitas alteracdes presentes no cancer nao afetam
somente a sequéncia primaria do DNA, mas também, outros componentes que fazem parte da
maquinaria epigenética (DAWSON, 2017). O termo epigenética foi primeiramente sugerido
em 1942, por Conrad Waddington, para descrever a area da biologia que estuda as interacdes
entre 0s genes e seus produtos, de forma a produzirem o fendtipo de um individuo
(ARMSTRONG, 2014). Atualmente, a epigenética possui uma definicdo mais abrangente,
definida como o estudo de moléculas e mecanismos que regulam a atividade génica, sem alterar
a sequéncia do DNA (CAVALLI; HEARD, 2019).

Os mecanismos epigenéticos modulam, principalmente, 0s niveis de expressdo génica,
auxiliando na determinacéo do fenotipo durante o desenvolvimento e diferenciagéo celular, que
pode ser diferente, apesar de apresentarem o mesmo genotipo. As modificagcdes bioquimicas da
cromatina constituem a base dos mecanismos regulatorios que interligam a informag&o contida
no genoma e os perfis de expressao génica tecido-especificos. Logo, alteragdes nos mecanismos
epigenéticos podem levar a niveis de expressdo génica aberrantes, que podem estar envolvidos

no desenvolvimento de diversas doencas, dentre elas o cancer (NEBBIOSO et al., 2018).



Alteracdes epigenéticas, da mesma forma que as mutacBes génicas, podem levar a
ativacdo oncogénica ou, mais frequentemente, a inativacdo de genes supressores tumorais. Os
proto-oncogenes sao genes que, ao sofrerem alteracGes, apresentam niveis excessivos de
expressao, tornando-se oncogenes ativados. Por outro lado, supressores tumorais sdo aqueles
que, quando alterados, diminuem ou perdem sua atividade, sendo geralmente necesséaria a perda
da funcdo de ambos os alelos. Niveis de expressao génica diferenciais em comparagdo com 0
tecido normal sdo caracteristicas importantes para a carcinogénese e promovem um ambiente
propicio a origem e progressdo do cancer (NUSSBAUM; MCINNES; WILLARD, 2016).

Nas Gltimas décadas, a epigenética tem ganhado notoriedade nos estudos acerca da
biologia dos cénceres, ainda que o conhecimento sobre as alteraces epigenéticas seja menor
guando comprado ao conhecimento das alteracbes genéticas e gendmicas. No entanto, os
efetores epigenéticos sdo fatores fundamentais para a aquisicdo dos hallmarks, de forma a

contribuirem para a iniciagéo e progressao tumoral (NEBBIOSO et al., 2018).

1.2. Mecanismos Epigenéticos
Os mecanismos epigenéticos sao organizados em trés grandes niveis de regulacéo que se
sobrepdem a sequéncia do genoma: metilagdo do DNA, modificagdes nas histonas e RNAs ndo

codificantes (ncRNAS), 0s quais serdo apresentados a seguir.

1.2.1. Metilagdo do DNA

A metilacdo do DNA é a modificacdo bioquimica do DNA melhor estudada, no qual é
adicionado um grupamento metil no carbono 5 da citosina (sendo, portanto, nomeado como
5mC). A reacdo de adicdo é catalisada por uma familia de enzimas denominadas DNA
metiltransferases (DNMTSs), principalmente pelas enzimas DNMT1, DNMT3A e DNMT3B
(BURE; NEMTSOVA; KUZNETSOVA, 2022).

A reversibilidade dessa marca epigenética é possivel gracas a retirada desse radical, por
acdo das enzimas da familia TET (Ten-Eleven Translocation). Essas enzimas sdo responsaveis
por oxidar a 5mC, convertendo-a para 5hmC, que posteriormente serd removida pela TDG
(Thymine DNA Glycosylase), e substituida por uma nova citosina ndo metilada (MOORE; LE;
FAN, 2013).

A metilacdo do DNA esta associada ao silenciamento quando ocorre em promotores
génicos, uma vez que essa marca recruta outros componentes da maquinaria epigenética que
impedem a ligacdo de fatores transcricionais e auxiliam na repressao génica (MOORE; LE;
FAN, 2013). Regides denominadas de ilhas CpG sdo aquelas acima de 500 pares de base que
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apresentam grande quantidade de dinucleotideos CpG. Séo regibes susceptiveis a metilacdo, no
entanto, normalmente se encontram ndo metiladas quando associadas a regido regulatéria de
genes essenciais para as células normais. No cancer, o termo “hipermetilacao” ¢ comumente
utilizado para indicar o silenciamento epigenético de genes supressores de tumor.
Adicionalmente, as ilhas CpG também sdo importantes nas chamadas DMRs (Differentially
Methylated Regions) dos genes regulados por imprinting gendmico (MOORE; LE; FAN, 2013).

O imprinting € um mecanismo pelo qual apenas um dos alelos parentais é expresso, e
geralmente é regulado por uma DMR que se encontra metilada em apenas um dos alelos. Esse
padrdo de metilacdo é estabelecido durante o desenvolvimento embrionério e é preservado ao
longo das divisdes celulares, sendo mantido, principalmente, pela enzima DNMTL1. A perda do
imprinting (Loss of Imprinting- LOI) é frequentemente detectada em uma variedade de tumores,
sendo considerada uma alteragdo comum no cancer. Quando o padrdo de metilacdo alelo-
especifico da DMR na regido reguladora do imprinting é perdido, o alelo silenciado é re-
expresso (perda de metilagdo da DMR) ou o alelo que deveria se expressar € silenciado
(metilacdo bialélica da DMR) (JELINIC; SHAW, 2007).

1.2.2.  Modificacbes Pés-Traducionais (PTMs) das Histonas

Estima-se que as 24 moléculas de DNA que constituem cada um dos 24 tipos de
cromossomos humanos, se alinhadas, somariam aproximadamente 2 metros de comprimento.
Essas moléculas de DNA sdo compactadas progressivamente em niveis hierarquicos de tal
forma que o genoma se acomode no nucleo celular de aproximadamente 10um de didmetro,
possibilitando seu armazenamento. Para tal compactacao, a fita de DNA é enovelada ao redor
de um octamero de histonas, formado por um tetramero de duas unidades da histona H3 e duas
da H4, e dois dimeros de H2A e de H2B. Essa estrutura ¢ denominada nucleossomo, a qual
constitui a unidade bésica da cromatina (MILLAN-ZAMBRANO et al., 2022).

A conformacdo da cromatina é dindmica, e regides particulares podem ser desenoveladas
e, portanto, ficarem acessivel & maquinaria de transcricdo. As modifica¢des pds-traducionais
(PTMs, do inglés: Post-Translational Modifications) das histonas sdo importantes na regulacéo
dessa dinamicidade da cromatina, uma vez que alteram a interacéo entre 0 DNA e as histonas,
ao adicionar radicais covalentes nas histonas em suas caudas terminais (ARMSTRONG, 2014).

As PTMs sdo coordenadas por diferentes enzimas, sendo essas classificadas em trés
grupos: as “writers”, que catalisam a adi¢do das modificagdes, as “erasers”, que possuem uma
acdo antagonista e catalisam a sua remocéo, e a Ultima classe sdo as proteinas denominadas

“readers”, que sdo os complexos reguladores que fazem a leitura dessas modificacOes e se
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ligam a regides especificas no genoma, facilitando processos bioldgicos relacionados ao DNA,
como replicagdo, reparo e transcricdo (DAWSON, 2017). Dentre as PTMs melhores
caracterizadas encontram-se a acetilacdo, metilacao, ubiquitinacdo, sumoilacédo e fosforilagéo,
sendo a acetilacdo e a metilacdo as modificacdes mais estudadas em diferentes tipos de canceres
(ARMSTRONG, 2014).

A acetilagdo é um processo dindmico, ocorrendo nos residuos de lisinas presentes na
cauda terminal principalmente das histonas H3 e H4, e esta correlacionada a regulacdo positiva
da transcricdo. Da mesma forma que um grupo acetil pode ser adicionado a lisina, também pode
ocorrer a retirada desse radical (desacetilacdo), o que favorece a conformagao mais condensada
da cromatina e, consequentemente, a repressao da transcricdo génica (RUJITER et al., 2003).

A adicdo do radical acetil € catalisada pelas enzimas histonas acetiltransferases (HATS),
da mesma forma que a desacetilacdo é catalisada pelas enzimas desacetilases de histonas
(HDACsS). A familia das HDACSs é dividida em quatro classes, sendo a classe | composta pelas
HDACs 1, 2, 3 e 8, classe Il, subdividida em Ila (HDACs 4, 5, 7 e 9) e IIb (HDACs 6 e 10),
classe 11, chamadas de sirtuinas, e classe 1V, composta pela HDAC11. As HDACs de classe |
estdo majoritariamente localizadas no ndcleo, uma vez que a maior parte de seus substratos
estdo localizados neste compartimento; no entanto, algumas HDACs, como as de classe Il e a
HDACS3, sdo também detectadas no citoplasma, em resposta a sinalizacdo celular especificas e
possuem como substratos outras proteinas ndo-histonicas (RUJITER et al., 2003).

Apesar das funcdes e alvos especificos das HDACs ainda necessitarem de investigacdes
mais detalhadas, é notavel que essas enzimas possuem papel crucial nos canceres humanos. A
desacetilacdo anormal esta associada a iniciagdo e progressao tumoral, sendo a expressao
aumentada dos genes codificadores de HDACs associada a um pior progndstico e menor
sobrevida dos pacientes. Como essas enzimas podem reprimir a expressdo de genes supressores
tumorais foi sugerido que elas serviriam como subunidades cataliticas de complexos
repressores maiores, 0 que indiretamente favoreceria a expressdo de oncogenes (LI; SETO,
2016).

Os altos niveis de expressdo das HDACs de classe | € comumente descrita nos canceres
humanos, principalmente da HDACL e 2, uma vez que essas S0 as que apresentam maior
atividade catalitica (LI; SETO, 2016). Dessa forma, é crescente os estudos com enfoque na
identificacdo de epi-drugs e a busca de farmacos inibidores de HDACs (HDACI), ja existindo

no mercado algumas drogas aprovadas pelo FDA (Food and Drug Administration-USA), como
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0 Vorinostat, Panobinostat e Romidepsina (RAMAIAH; TANGUTUR; MANYAM, 2021) para
a terapia epigenética do cancer.

O tratamento com essa classe de farmacos resultou na inibicdo da invasdo celular,
aumento da apoptose de células tumorais e sua sensibilizacdo a quimioterapicos, podendo ter
valor na terapia combinada com outras modalidades, como quimio e/ou radioterapia e
imunoterapia. Embora a maioria dessas drogas seja classificadas como inibidores pan-HDACs,
ou seja, inibem todas as enzimas dessa familia, o efeito dos HDACIi é tumor-especifico,
podendo agir por diferentes mecanismos de acdo, a depender do tipo de cancer (RAMAIAH,;
TANGUTUR; MANYAM, 2021).

A inespecificidade dos HDACI representa um problema, principalmente porque ja foram
relatados efeitos negativos e adversos apos o uso de protocolos de tratamento contendo algumas
dessas drogas. Por exemplo, a expressao reduzida de HDAC?2 foi associada ao pior prognostico
em pacientes cancer colorrectal e em casos metastaticos. Um estudo in vitro utilizando linhagem
celulares derivadas de cancer colorretal demonstrou que a dele¢do ou o knockdown da HDAC?2
induziu a transicdo epitélio-mesenquimal (EMT), favorecendo o surgimento de metastases. Por
esta razdo, € importante o desenvolvimento de drogas mais seletivas, para amenizar possiveis
efeitos colaterais (HU ET AL., 2020).

Outra PTM muito importante é a metilacdo. Esse mecanismo epigenético pode ocorrer
tanto nos residuos de arginina (R) quanto nos de lisina (K), sendo esta Ultima a mais
frequentemente estudada. Diferentemente da acetilacdo, a metilacdo é um processo mais
complexo, ja que seu efeito dependente do grau da metilacdo e da posicdo do residuo de lisina;
pode ocorrer uma monometilagdo, dimetilagdo ou trimetilagdo (ARMSTRONG, 2014), em
diferentes posicdes ocupadas por lisinas, sendo as principais a H3K4, H3K9, H3K27, H3K36.
H3K79, H4K20 (CICCONE; CHEN, 2009).

A metilacdo da H3K9, H3K27 e H4K20 esta relacionada a condensacédo da cromatina e,
portanto, a repressdo génica, enquanto a presenca do radical metil na H3K4, H3K36 e H3K79
esté relacionada a descondensacdo da cromatina e, portanto, a transcricdo génica ou mesmo
ativacdo génica, como no caso das lisinas 4 e 36. O processo de adicdo do radical metil é
regulado pelas enzimas lisina metiltransferases (KMTSs) e a retirada pela lisina demetilases
(KDMs) (CICCONE; CHEN, 2009); porém, esse processo tambeém pode ser mediado por
alguns complexos, como 0 Complexo Repressivo Polycomb 2 (PRC2) que contém subunidades
cataliticas (KIM; ROBERTS, 2016).
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PRC2 é um complexo que realiza a trimetilacéo da lisina 7 da histona H3 (H3K27me3),
formado por 4 subunidades: EED, SUZ12, RbAp46/48 e EZH2. A enzima EZH2 (Enhancer of
Zeste Homologue 2) é a subunidade catalitica do complexo que promove ativamente a metilagéo,
através de seu dominio SET. No tecido normal, a EZH2 ¢ recrutada para loci especificos para
silenciar a expressdo de genes importantes durante o desenvolvimento embrionério e
diferenciacdo das células (KIM; ROBERTS, 2016).

Evidéncias do papel crucial dessa subunidade na iniciagdo e progressdo tumoral
emergiram dos estudos demonstrando a expressao aumentada do gene EZH2 relacionada a um
pior prognostico e maior agressividade nos canceres de prostata, mama, bexiga, endométrio e
no melanoma. Em adic¢do, mutacdes de ganho de fungéo do gene EZH2 foram relacionadas com
0 aumento da trimetilacdo da H3K27, o que facilitaria a transformacdo das células para o
fenotipo maligno pelo bloqueio da sua diferenciagdo. Também foram encontradas mutacgdes de
perda de fungdo em genes que antagonizam os efeitos de EZH2, favorecendo ainda mais sua
atividade, no cancer (KIM; ROBERTS, 2016).

Apesar de muitos estudos focarem em apenas um componente da maquinaria epigenética,
a maioria deles ndo age isoladamente, exercendo suas funcBes por meio de interacdes
complexas entre si. Um dos complexos melhor descritos na literatura é o NURD (Nucleosome
Remodeling and Histone Deacetylation Complex), no qual as HDACL1 e 2 fazem parte; esse
complexo é recrutado para promotores que sofreram metilacdo pelas DNMTs, para assim
desacetila-los e coordenar o silenciamento génico (ARMSTRONG, 2014).

1.2.3. RNAs néo codificantes (ncRNAS)

No genoma humano, aproximadamente 2-3% da sequéncia foi associada a proteinas
funcionais, sendo a sua maior parte (aproximadamente 80%) transcrita em RNAS ndo
codificantes. O fato desses transcritos nao codificarem proteinas ndo exclui a possibilidade de
desempenharem fungdes importantes em diversos processos biolégicos, principalmente devido
a sua participacdo na regulacdo da expresséo génica (FURTADO et al., 2019).

Os ncRNAs podem ser classificados em RNAs curtos, que sdo transcritos contendo 19-
31 nucleotideos, ou RNAs longos ndo codificantes (INCRNAS), que sdo os maiores do que 200
nucleotideos. Ambas classes estdo envolvidas em uma diversidade de vias regulatorias, ao
interagirem fisicamente com diferentes moléculas. Essas interaces podem ter efeitos diferentes,
a depender do alvo: ligagdes com RNA-DNA modulam a cromatina, regulando a expresséo dos

genes alvos; interagdes RNA-mRNA auxiliam na estabilidade e traducdo das proteinas e
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interagdes RNA-proteina regulam a manutencgdo e estabilidade dessa proteina (FURTADO et
al., 2019).

Geralmente, os RNAs longos ndo-codificantes agem em complexos proteicos, podendo
ter diversas funcBes. Sdo capazes de agir como scaffolds, auxiliando no encaixe de proteinas
em seus respectivos complexos; como guides, direcionando moléculas a loci especificos; como
decoys, se ligando as proteinas e impedindo que essas interajam com seus alvos; como
sinalizadores de sitios de ligacdo para complexos reguladores da transcricdo génica e, ainda,
podem agir como competidores endégenos (ceRNA), atuando como uma “esponja” para Outros
transcritos como os microRNAs, impedindo que essas pequenas moléculas interajam com
outros transcritos-alvo e exercam suas fungdes biologicas (BURE; NEMTSOVA,
KUZNETSOVA, 2022).

Deve ser destacado que INCRNAs interagem com outros componentes da propria
maquinaria epigenética, como, por exemplo, os writers, erasers e readers das PTMs de histonas.
Os IncRNAs podem auxiliar direcionando essas proteinas a loci especificos, e agirem como
scaffolds para outros componentes reguladores da cromatina, de forma a combinar diferentes
mecanismos epigenéticos em uma via (HANLY; ESTELLER; BERDASCO, 2018).

Apesar da pesquisa cientifica ter evoluido na identificagdo dos RNAs longos nédo
codificantes, pouco se sabe sobre suas fun¢des como regulador global ou suas interaces. No
entanto, sabe-se que a desregulacdo da expressao desses transcritos esta envolvida em diversas
doencas, como o proprio cancer. Essas moléculas podem atuar como oncogenes ou Supressores
tumorais, sendo seus efeitos tecido-especifico (FURTADO et al., 2019). Nesse contexto, foram
selecionados trés IncRNAs para exemplificar os diferentes papéis pelos quais 0s INCRNAs

atuam na carcinogénese, evidenciando algumas de suas diversas interagoes.
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2. OBJETIVOS

O objetivo desse estudo foi destacar os diferentes papéis que os RNAs longos nédo
codificantes podem ter no cancer e evidenciar sua diversidade de interagbes com outros

componentes da propria maquinaria epigenética.

3. METODOLOGIA

O estudo fundamenta-se em revisdo da literatura, utilizando como palavras-chaves
“IncRNA”, “cancer”, “HDAC” e “EZH2”, para a pesquisa personalizada no bancos de dados
PUBMED (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/). Foram selecionados artigos cientificos que
estavam disponiveis para download e escritos em lingua inglesa e publicados em periddicos
com reconhecida politica editorial e revisao por pares. Ao final da busca, foram selecionados
trés transcritos, dois bem descritos na literatura (H19 e MEG3) possuindo funcGes bioldgicas
antagdnicas (como oncogene e supressor tumoral, respectivamente), e 0 MROCKI, que é um

potencial oncogene, mas ainda pouco caracterizado.

4, H19- Imprinted Maternally Expressed Transcript

4.1. Informacdes Bésicas

O gene H19 (Gene ID: 283120), também conhecido pelos simbolos ASM, BWS, WT2,
ASM1, D11S813E, MIR675HG, LINC00008 e NCRNAOQ0008, esta localizado no genoma
humano no braco curto do cromossomo 11, naregido 1, banda 5, sub-banda 5 (11p15.5) (HGNC
Database), com um tamanho aproximado de 2.5kb, sendo composto por cinco éxons. Esse gene
possui regulacdo por imprinting com expressdo exclusiva do alelo materno na maioria dos
tecidos humanos e esté situado a 90kb de distancia do gene codificador do fator de crescimento
tipo-insulina 2 (IGF2) (GABORY et al., 2006), o qual apresenta expressdo mono-alélica
paterna (OMIM Database, 2022a).

O gene H19 é expresso em altos niveis durante a fase embrionaria, tendo fungdes
importantes no desenvolvimento humano, pois faz parte de uma rede de genes “imprintados”
que regula a expressao de outros genes vizinhos. Apos 0 nascimento, os niveis de H19 caem

drasticamente, com exce¢do ao tecido muscular esquelético (LIM et al., 2021).

4.2. Regulacéo Epigenética
Como citado acima, 0 H19 é um gene que sofre imprinting paterno. Ele possui regulagédo

coordenada com o gene IGF2. Entre os elementos que atuam nesse controle encontra-se a
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Regido Diferencialmente Metilada (DMR), também chamada de Dominio Diferencialmente
Metilado (DMD) que esta localizada préxima ao sitio de inicio da transcricdo do gene H19
(GABORY et al., 2006).

A DMR éricaem dinucleotideos CpG e se apresenta totalmente metilada no alelo paterno
e ndo metilada no materno. Adicionalmente, o repressor transcricional CTCF se liga aos sitios
ndo metilados do alelo materno, formando uma espécie de barreira fisica que impede a interacdo
de enhancers aos promotores do gene IGF2, impedindo que seja expresso no alelo materno
(ESTEVES et al., 2005). Esses enhancers sdo comuns tanto ao gene H19, quanto ao IGF2,
havendo a uma competicdo entre eles; no entanto, os enhancers apresentam preferéncia ao
promotor do IGF2 (CUI et al., 2022). Por isso, quando o CTCF, que apresenta ligacao sensivel
a metilacdo, ndo interage com a DMR metilada do alelo paterno, os enhancers se ligam a regido
promotora do IGF2, promovendo sua expressdo (ESTEVES et al., 2005).

Quando a DMR estd metilada, como no alelo paterno, o promotor do H19 também é
metilado, levando ao silenciamento desse gene. Portanto, a DMR possui fungdes distintas, que
dependem do seu padrdo de metilacdo; quando ndo metilada, repressor CTCF pode se ligar,
inibindo a expressdo do gene IGF2 e favorecendo a expressdo do H19. Quando metilada, o
CTCF ndo ocupa essa regido regulatoria, permitindo a interagdo dos enhancers ao gene IGF2,
levando a sua expressao, além de promover a metilagdo do promotor do gene H19, silenciando-
0 (GABORY et al., 2006). A delecdo da DMR e/ou alteragdes no seu padréo de metilacéo leva
a perda de imprinting (LOI), desregulando a expressao tanto do gene H19, quanto do IGF2,
levando a acreditar que essa regido é capaz de regular, em cis, genes vizinhos. Por essa razao,
a DMR ¢é considerada um “centro” de regulacdo (GABORY et al., 2006).

Adicionalmente a metilagcdo, um outro mecanismo epigenético que regula a expressao do
gene H19 ¢ a desacetilacdo das histonas, principalmente pela acdo da HDAC2. Essa enzima é
recrutada ao promotor metilado, catalisando a desacetilagdo do residuo de lisina 27 da histona
3 (H3K27), o que contribui para a repressao da sua transcri¢ao, pois impede a ligacdo de fatores
transcricionais em sua regido promotora (HU et al., 2020). Sendo assim, a expressdo do gene
H19 pode ser regulada epigeneticamente em diferentes niveis, como por metilacdo de seu

promotor ou da DMR, e por desacetilacdo mediada pela enzima HDAC?2.

4.3. Papel no Céncer
Niveis anormais do INcCRNA H19 estdo associados a diversas doencgas, como a sindrome
de Beckwith-Wiedemann, diabetes, doengas cardiovasculares e o cancer (WANG et al., 2020).

O aumento dos niveis desse INCRNA ¢ observado em diversos tipos de tumores malignos, como
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no figado, bexiga, mama, pulméo, célon e reto (LIM et al., 2021), sendo associado a um pior
progndstico (GHAFOURI-FARD; ESMAEILI; TAHERI, 2020).

Seu papel no cancer ainda nao esta bem elucidado e parece ser diverso, a depender do
estagio clinico da doenca e tipo histologico. Porém, sabe-se que estd envolvido em diversos
hallmarks do céancer, como proliferagdo, migracdo, crescimento e viabilidade celular,
capacidade de migracdo e invasdo, angiogénese, metabolismo da glicose, apoptose, além de
quimiorresisténcia (YANG et al., 2021), e, principalmente, promoc¢do da EMT e de metéstases
(GHAFOURI-FARD; ESMAEILI; TAHERI, 2020).

A promoc¢do da EMT é importante para o surgimento de metastases, pois células com
fendtipo mesenquimal possuem maior mobilidade e comportamento invasivo do que células
com fendtipo epitelial. O INcCRNA H19 parece favorecer esse processo, por meio de diferentes
vias (LUO et al., 2013). Foi observado em linhagem celular derivada de cancer de bexiga que
esse INcRNA interage com a subunidade EZH2, de tal forma a silenciar o gene codificador da
E-caderina, uma molécula de adeséo celular, cuja expressao diminuida favorece a EMT (LUO
etal., 2013).

Além disso, em linhagem celular de cancer de eséfago, foi evidenciado um possivel papel
do IncRNA na regulacéo da expressao do gene EZH2. Foi observado que esse INCRNA aumenta
a expressao do gene STAT3, que codifica um fator que promove a transcri¢do do gene EZH2,
aumentando os niveis dessa proteina. Como consequéncia, ha a ativacdo da via de sinalizagéo
SOX4/p-catenina, levando ao aumento da expressdo dos genes CDH2, CTNNB1, SNAIL1 e
MMP1, que codificam proteinas que sdo importantes para a EMT (CHEN et al., 2019).

O IncRNA H19 também pode regular a expressdo de diferentes genes, por meio de
interaces RNA-RNA (YANG et al., 2021). Para isso, o H19 atua como um competidor
enddgeno (ceRNA) de micro-RNA, impedindo que esses pequenos transcritos exercam sua
funcdo biologica (LIM et al., 2021). Em células derivadas de cancer colorretal foi observado
que o IncRNA H19 serve como “esponja” para 0 miR-138 e miR-200a; o miR-138 ¢
responsavel por impedir a traducdo do mRNA que ira codificar a vimentina, um marcador
mesenguimal. O miR-200a, por sua vez, é responsavel por diminuir os niveis de ZEB1 e ZEB2,
que sdo proteinas que, dentre outras funcgdes, interagem com a regido promotora do gene CDH1,

inibindo sua transcricéo e diminuindo os niveis de E-caderina (LIANG et al., 2015) (Figura 1).
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Figura 1. Diferentes intera¢des do IncRNA H19 com outros componentes da maquinaria epigenética e seus
efeitos na Transi¢do Epitélio-Mesenquimal (EMT). Interagdo RNA-RNA, com o IncRNA H19 agindo como
ceRNA para 0s micro-RNAs miRNA-138 e miR-200a, impedindo que esses pequenos transcritos regulem os
niveis dos mRNAs que codificardo as proteinas Vimentina e ZEB/ZEB2, respectivamente. Interacdo RNA-
proteina com a subunidade catalitica EZH2 do complexo PRC2 e silenciamento do CDH1, gene codificador da E-
caderina, uma proteina de adesdo célula-célula, cuja diminui¢do dos niveis favorece a EMT. Interacdo RNA-DNA
entre 0 INcRNA H19 e a regido promotora do gene STAT3, aumentando a expressdo desse gene codificador do
fator que promove aumento da transcri¢do do gene EZH2. Com isso, ha a ativacdo da via de sinalizagdo SOX4/pB-
catenina, favorecendo a EMT (figura criada com Biorender, disponivel em https://biorender.com/).

Uma outra caracteristica importante dos RNAs longos ndo codificantes é que a maioria
desses transcritos € tambéem precursora de miRNASs que, por sua vez, desempenham funcdes
bioldgicas diferentes do InNcRNA de origem. Essa relacdo IncRNA/mMiRNA regula o padrdo de
expressdo de diversos genes, podendo modular processos bioldgicos importantes ou estar
implicados em processos patologicos quando desregulados (GABORY et al., 2006).

O transcrito H19 também é processado em microRNA (miR-675) a partir do 1° éxon. Um
estudo com linhagens celulares de cancer de mama constatou a correlagcdo positiva nos niveis
desses dois transcritos; no entanto, enquanto o IncRNA H19 desempenhava funcdes

oncogénicas, principalmente aumentando a proliferacdo celular e diminuindo a apoptose, 0
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miR-675 parecia ndo possuir efeitos nesses processos bioldgicos. E possivel que 0 miR-675
atue na regulacdo da atividade do proprio INCRNA H19, apesar das evidéncias ainda serem
insuficientes (MULLER et al., 2019).

Em contrapartida, 0 miR-675 parece contribuir para a proliferacdo celular em linhagens
celulares de cancer de bexiga. Esse microRNA inibe a expresséo do gene TP53, codificador da
pS53, uma proteina supressora tumoral conhecida como “guardid do genoma”, cuja funcao
principal é manter a integridade do DNA. Em diversos canceres, sao detectados baixos niveis
dessa proteina, o que favorece a proliferacdo celular descontrolada e danos ao DNA (AL-
RUGEEBAH; ALANAZI; PARINE, 2019). Ao regular pos-transcricionalmente esse gene, o
miR-675 inibe a apoptose e promove a progressdo do ciclo celular (L1U et al., 2016).

Apesar da maioria dos estudos relatarem a expressdo aumentada do gene H19 em diversos
tipos de canceres e provavel funcdo oncogénica, alguns grupos evidenciaram um possivel papel
como supressor tumoral (LIM et al., 2021). Moulton et al. mostrou que o silenciamento do gene
H19 pode estar envolvido no surgimento do tumor de Wilms, também conhecido como
nefroblastoma, ainda que o mecanismo molecular ainda ndo esteja bem elucidado. Foi
constatado que a maioria dos pacientes apresentavam hipermetilacdo na DMR, em ambos os
alelos, levando assim a represséo bialélilca do gene H19, ao contrério de pacientes controle que
apresentaram altos niveis de expressdo do INCRNAs H19 (MOULTON, 1994).

Sendo assim, acredita-se que o H19 possa ser um gene “modificador”, o qual pode atuar
como supressor tumoral ou oncogene, a depender de suas interacdes; no entanto, essa hipdtese

ainda é muito primaria e necessita de maior embasamento cientifico (LIM et al., 2021).

4.4. Perspectivas

O transcrito do gene H19 foi um dos primeiros InNcRNA identificados e, atualmente, é um
dos mais estudados, devido a variedade de interacdes e propriedades que essa molécula possui.
Apesar disso, muitos mecanismos moleculares do IncRNA H19 permanecem desconhecidos e
existem relatos descrevendo funcdes discrepantes na literatura. No entanto, esse transcrito
possui grande potencial tanto para o diagndstico do cancer, uma vez que pode ser detectado no
plasma dos pacientes (GHAFOURI-FARD; ESMAEILI; TAHERI, 2020), quanto na terapia
combinada, visto que foi observado que o silenciamento de H19 possui efeito sinergistico com
agentes antitumorais (HASHEMI et al., 2022).
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5. MEG3- Maternally Expressed Gene 3

5.1. Informacdes Basicas

O gene MEG3 (Gene ID: 55384), também conhecido como GTL2, FP504, prebpl,
PRO0518, PRO2160, LINC00023, NCRNA00023 ou onco-IncRNA-83 (HGNC Database),
localizado no brago longo do cromossomo 14, regido 3, banda 2, sub-banda 2 (14¢932.2), contém
10 éxons e, aproximadamente, 35kb de extensdo. Assim como o gene H19, é regulado por
imprinting, sendo transcrito somente a partir do alelo materno (AL-RUGEEBAH; ALANAZI;
PARINE, 2019).

Esse gene é expresso no tecido normal, principalmente no cérebro, na hipofise, placenta
adrenais, testiculos, ovarios, baco, glandulas mamarias e figado (HE et al., 2017), e possui
diversas isoformas. No total, sdo 12 isoformas, todas contendo os éxons 1-3 e 8-10, variando
entre si apenas nos éxons 4-7. Essas isoformas sdo nomeadas de MEG3-MEG3k, sendo a MEG3
a isoforma mais comum, e todas sdo nao codificadoras (BALIK et al., 2013).

A regulacdo da expressao do gene MEG3 se assemelha com a do H19, e a perda de sua
expressdo devido a hipermetilagdo foi evidenciada em diferentes canceres, sugerindo um papel
como supressor tumoral. Esse transcrito interage com diversas outras moléculas e esta
envolvido em muitas vias, que serdo discutidas a seguir (AL-RUGEEBAH; ALANAZI;
PARINE, 2019).

5.2. Imprinting e Regulacdo Epigenética

O processo de imprinting paterno do gene MEG3 se assemelha ao do H19. Sua regido
promotora é rica em dinucleotideos CpG que podem sofrer metilacdo, consequentemente
levando ao seu silenciamento (BALIK et al., 2013). Além disso, existem duas DMRs
posicionadas upstream ao promotor do gene MEG3, sendo a principal a IG-DMR (Regido
Diferencialmente Metilada Intergénica), localizada a 13kb do sitio de inicio da transcricdo (TSS,
do inglés: Transcription Start Site) do gene MEG3, que se sobrepde ao promotor (HE et al.,
2017).

Em neuroblastoma foi evidenciado um possivel mecanismo de regulacdo da expressao de
MEG3, mediado por um complexo que possui elementos bem conhecidos da maquinaria
epigenética, composto pelas enzimas EZH2, DNMT1 e HDACL (YE et al., 2022).

Além disso, em linhagem celular derivada de adenocarcinoma pancreatico, foi observado
gue o gene MEG3 também pode ser silenciado pelas enzimas EZH2 e HDACS3, por meio da

acdo do fator de transcricdo Spl. Esse fator se liga a sitios de interagdo localizados na regido
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promotora do MEGS3, e recruta a EZH2 e HDAC3, contribuindo para a repressédo desse gene
(HAN et al., 2020).

5.3. Funcdo como Supressor Tumoral

A diminuicéo significativa dos niveis do IncRNA MEG3 foi relatada em varios estudos e
em diversos tipos de canceres, como no de mama, figado, colorretal, cervical, gastrico, ovariano,
pulmonar, glioma e osteosarcoma (AL-RUGEEBAH; ALANAZI; PARINE, 2019). Baixos
niveis desse transcrito foram relacionados a um pior prognostico e maior agressividade,
principalmente quando associado a hipermetilacdo de sua regido promotora (GHAFOURI-
FARD; TAHERI, 2019).

A metilacdo aberrante € um dos principais mecanismos de silenciamento do gene MEG3
no cancer, podendo ocorrer tanto na regiao promotora desse gene, quanto na IG-DMR. Também
podem existir diferencas entre os mecanismos de splicing no tecido normal e no tecido tumoral,
havendo maior ou menor expressao de algumas isoformas (BALIK et al., 2013).

Uma das principais funcdes do INCcRNA MEG3 é aumentar expressivamente 0s niveis da
proteina p53, por meio de diferentes tipos de interacdes (OMIM Database, 2022 b). O IncRNAs
MEG3 faz essa regulagdo por meio de diferentes mecanismos: diminui os niveis de expressdo
do gene MDM2, que codifica a enzima ubiquitina ligase responsavel pela degradacdo da
proteina p53; pode se ligar diretamente aos dominios de ligacdo do gene TP53, aumentando sua
atividade transcricional, ou aumenta a estabilidade da proteina e, consequentemente, seu nivel
nas células (GHAFOURI-FARD; TAHERI, 2019). Ja foi relatado que essa interacdo MEG3-
p53 também regula a atividade de outros supressores tumorais, como a p21 (HE et al., 2017).

Outra interacdo importante do INcRNA MEG3 é com o complexo PRC2, via interacdo
direta com a subunidade EZH2. Essa interacdo RNA-proteina parece ser guiada por regifes
enriquecidas em GA, presentes nos sitios de ligacdo do IncRNA MEG3, que sdo importantes
para a formacdo de estruturas triplex RNA-DNA nas regifes regulatorias dos genes alvos
(MONDIAL et al., 2015). Essa estrutura recruta a EZH2, promovendo a marca de metilagéo na
H3K27, favorecendo o silenciamento do gene alvo (LI; SYED; SUGIYAMA, 2016).

A interagdo MEG3-EZH2 é importante para a regulacdo negativa da via de sinalizacdo
do TGF-pB, um fator de crescimento que, dentre outros genes envolvidos nessa via, auxilia na
regulacdo dos niveis de MDM2. Sendo assim, menores niveis de MEG3 levam a maior

atividade da via de sinalizagdo do TGF-B, aumentando os niveis de MDM2 e,
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consequentemente, a degradacdo da p53, favorecendo a proliferacdo celular (GHAFOURI-
FARD; TAHERI, 2019) (Figura 2).

Figura 2. Diferentes mecanismos de regulacéo dos niveis da proteina supressora tumoral p53 mediados pelo
INcRNA MEG3. Por meio de interages RNA-DNA, MEG3 pode se ligar diretamente aos dominios de ligacdo na
regido promotora do gene TP53, promovendo sua transcrigdo, ou formar estruturas triplex RNA-DNA, recrutando
a enzima EZH2 levando a metilacdo da histona H3, e indiretamente diminuindo os niveis de MDM2 e
silenciamento da via de sinalizacdo TGF-B. A interagdo RNA-proteina, entre MEG3 e a prépria p53, aumenta a
sua estabilidade e seus niveis intracelulares (figura criada com Biorender, disponivel em https://biorender.com/).

5.4. Perspectivas

Atualmente, a relevancia e a funcdo chave do InNcRNA MEG3 em Vvarios processos
bioldgicos € indiscutivel. A diminuicdo de seus niveis acarreta diversas consequéncias e
favorece a carcinogénese em diferentes tecidos. Considerando o seu potencial como supressor
tumoral, a inducdo da expressdo do gene MEG3 parece ser uma abordagem terapéutica
promissora, apesar de ainda serem necessarias maiores investigacGes acerca dos off-target, uma

vez que esse transcrito apresenta interagdes complexas.
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Do ponto de vista diagnéstico, a quantificacdo dos niveis de expressdo do INCRNAs
MEGS3 e a analise nos padrGes de metilacdo do DNA é uma boa alternativa, uma vez que
menores niveis de MEG3, associado a hipermetilacdo do DNA, esta correlacionado com um

pior prognostico (HE et al., 2017).

6. MROCKI- MARCKS cis-Regulating INcRNA Promoter of Cytokines
and Inflammation

6.1. Informac6es Basicas

O gene MROCKI (Gene ID: 285758), também conhecido pelos simbolos ROCKI,
LINC01268 ou LOC285758, localizado no brago longo do cromossomo 6, regido 2, banda 1
(6021), possui aproximadamente 5kb, composto por 3 éxons (HGNC Database). Normalmente,
é expresso em alguns tecidos, como o figado, pulmé&o, intestino delgado e cdlon, sendo sua
funcao tecido-especifica (JIN et al., 2021).

Uma de suas principais fungdes é regular negativamente a expressao de um gene vizinho,
codificador da proteina MARCKS (Myristoylated Alanine-Rich C-Kinase). O IncRNA
MROCKI recruta a proteina APEX1 ao promotor do gene MARCKS, que, por sua vez, recruta
a enzima HDAC1, promovendo a desacetilacdo do promotor e, consequentemente, diminuicédo
da transcricdo do gene MARCKS. Como consequéncia desse mecanismo, ha um aumento na
producdo de citocinas inflamatdrias e de quimiocinas, promovendo a resposta inflamatéria
(ZHANG et al., 2019).

Adicionalmente, foi observado em linhagem celular derivada de leucemia mieloide aguda,
gue o IncRNA MROCKI auxilia na regulacdo da expressdo do gene codificador da HDAC2,

atuando como um regulador positivo em cis (LEI et al., 2018) (Figura 3).
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Figura 3. Papel do MROCKI como regulador em cis. Esse IncRNA, juntamente a proteina APEX1, se
liga & regido promotora do gene codificador da proteina MARCKS, uma supressora tumoral responsavel pela
regulacéo da resposta inflamatdria. Essa interacdo recruta a enzima HDAC1, que catalisa a desacetilagdo do
promotor, auxiliando no silenciamento desse gene. Por outro lado, 0o MROCKI age como regulador positivo do
gene codificador da HDAC?2, levando ao aumento da sua expressao e, consequentemente, o aumento dos niveis

dessa enzima (figura criada com Biorender, disponivel em https://biorender.com/).

Um estudo, utilizando amostras de gliomas, demonstrou que o gene MROCKI é regulado
por metilacdo de seu promotor, sendo esta metilagdo inversamente correlacionada a sua
expressdo. Em tecidos normais, o promotor se encontra metilado, porém a diminuicao ou perda
desse padréo de metilacdo parece estar envolvida em diversas doencas, pois leva a0 aumento
da expressdo do gene MROCKI (MATJASIC et al., 2017).

Recentemente, foi descrita a expressdo aumentada de MROCKI em alguns tipos de
canceres, como no cancer de figado, leucemia mieloide aguda e glioma, associada a vias

importantes para a iniciagao e progressao tumoral, que serdo discutidas a seguir.
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6.2. Papel no Cancer

Estudos com glioma mostraram que o promotor do gene MROCKI se encontra
hipometilado ou desmetilado nas amostras dos pacientes com esse tumor cerebral, quando
comparados ao tecido normal. O aumento dos niveis do IncRNA MROCKI leva a diminuicéo
da proteina MARCKS, que foi recentemente reportada como uma supressora tumoral
(MATJASIC et al., 2017); a diminuicdo dessa proteina acaba favorecendo a inflamacéo, que
atualmente € reconhecida como um importante hallmark do cancer (HANAHAN, 2022).

Em adicdo, o IncRNA MROCKI possui um grande valor para o diagnostico diferencial
de glioblastoma, pois sua expressao é diferente entre os tipos de glioma, e o padrdo de metilacdo
do promotor do gene difere os gliomas primério e secundario. Essas caracteristicas sdo
extremamente relevantes, pois, morfologicamente, esses tumores sdo muito semelhantes, o que
normalmente dificulta sua classificacdo (MATJASIC et al., 2017).

De forma semelhante, em carcinoma hepatocelular foi evidenciado que a expressao
aumentada do gene MROCKI esta associada a um pior progndstico, especialmente nos estagios
mais avangados da doenca. Foram detectados altos niveis desse transcrito tanto no citoplasma,
guanto no nucleo das células tumorais, 0 que sugere que ele esteja associado tanto a regulacédo
transcricional quanto pds-transcricional (JIN et al., 2021).

Na leucemia mieloide aguda, altos niveis de MROCKI também foram associados a pior
progndstico, quando comparados a pacientes com baixos niveis desse transcrito. Estudos com
linhagens celulares desse tipo de cancer evidenciaram que existe uma correlacdo negativa entre
MROCKI e 0 miR-217, um micro-RNA que se encontra diminuido na medula 0ssea, em
comparacéo ao tecido normal (CHEN et al., 2020).

O IncRNA MROCKI age como um ceRNA, servindo de “esponja” para 0 miR-217 e
impedindo sua atividade. Esse miRNA ¢é responsavel por regular o nivel de proteinas, ao se
ligar a mMRNAs alvos e promover sua degradacdo ou impedir sua traducdo, como a proteina
SOS1 (CHEN et al., 2020).

A SOS1 regula os niveis de proteinas da familia RAS que, por sua vez, sdo importantes
na transducéo de sinais para estimulo da proliferacdo e diferenciacdo celular. Como o miR-217
se encontra em baixos niveis na leucemia mieloide aguda, ha uma maior expressao de SOS1 e,
consequentemente, maior ativacdo das proteinas RAS, levando ao aumento na proliferacdo
celular nas células com maior expresséo do MROCKI. Sendo assim, o InNcRNA MROCKI
possui uma correlagdo negativa com o miR-217 e uma correlagdo positiva com a proteina SOS1
(CHEN et al., 2020) (Figura 4).
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Figura 4. Esquema do processo de regulacdo da proliferacdo celular mediada pelo IncRNA MROCKI, via
miR-217/SOS1. O MROCKI atua como um RNA competidor enddgeno, servindo de esponja para 0 miR-217
(interagdo RNA-RNA), impedindo que exerga sua fungdo de regulador da expressdo de alvos, como a proteina
SOS1, que esta envolvida na ativacdo de proteinas que modulam a proliferagdo e diferenciacdo celular (figura
criada com Biorender, disponivel em https://biorender.com/).

6.3. Perspectivas

Apesar dos com enfoque no INcRNA MROCKI serem em tipos de canceres que possuem
caracteristicas muito diferentes, o nivel de expressdo desse INCRNA encontra-se fortemente
associado a importantes hallmarks do cancer, como o aumento da proliferacdo celular,
diminuicdo da apoptose e promocdo da inflamacdo. Apesar de ser um RNA longo néo
codificante ainda pouco estudado, é notavel que o MROCKI possui envolvimento na
carcinogénese, além de possivelmente ter valor diagnostico e prognostico. Por isso, sdo
necessarias maiores investigaces sobre esse INCRNA, a fim de compreender melhor suas
interacfes e como seu nivel de expressao afeta os processos bioldgicos de uma célula (CHEN
et al., 2020).
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7.  DISCUSSAO E CONCLUSAO

As alteracdes epigenéticas possuem relevancia para o surgimento de uma variedade de
sindromes e doencas multifatoriais, como o cancer. Atualmente, o cancer é uma das doencas
mais prevalentes e incidentes do mundo, e um dos maiores desafios para a comunidade
cientifica transpor o conhecimento sobre a biologia bésica do tumor para estratégias inovadoras
de tratamento, visto que é bastante heterogénea e apresenta grande complexidade de alteracdes
moleculares (DAWSON, 2017).

Os mecanismos epigenéticos sdo fundamentais para a regulacdo da expressao génica e
homeostasia celular. Nas Ultimas décadas, importantes avancos técnicos permitiram a
identificacdo das diferentes modificagcbes das histonas bem como a compreensdo das suas
funcBes em diversos processos bioldgicos fundamentais como a transcri¢éo, replicacao e reparo
do DNA. Nesse contexto, a cromatina esta implicada nas respostas dindmicas a varios sinais e
componentes celulares que estdo corrompidos no cancer, sendo alvos de diversos estudos que
visam uma melhor compreensdo acerca das interacdes dos componentes da maquinaria
epigenética ja que essas moléculas estdo frequentemente alteradas, tanto em funcgéo, quanto em
niveis de expressdo (NEBBIOSO et al., 2018).

Os RNAs longos ndo-codificantes entram como fatores centrais na iniciagdo e progressao
tumoral, podendo adotar fungdo como oncogenes ou como supressores tumorais. Alguns
InNcRNAs se encontram em niveis aumentados, adotando papel oncogénico, promovendo a
proliferacdo, migracdo, crescimento e viabilidade celular, transicdo epitélio-mesenquimal e
capacidade de migracao e invasao, facilitando a formacdo de metastases (YANG et al., 2021).
InteracOes, como entre a enzima HDAC2 e o promotor do gene H19 exemplificam como
farmacos, como os pan-HDACI, podem apresentar efeitos off-targets, e contribuir para a
transicdo epitélio-mesenquimal (RAMAIAH; TANGUTUR; MANYAM, 2021).

Visto que, a HDAC?2 contribui para o silenciamento do H19, ao inibi-la, h4 um aumento
nos niveis do INcCRNA H19, o que, por meio de diferentes vias, contribui para a aquisi¢do do
fenotipo mesenquimal, pelas células cancerigenas (GHAFOURI-FARD; ESMAEILI; TAHERI,
2020). Esse efeito apenas reforca a importancia do desenvolvimento de drogas que tenham
alvos mais especificos e dos estudos das interagdes entre 0s componentes da maquinaria
epigenética.

Por outro lado, existem alguns transcritos que agem como supressores tumorais, sendo
encontrados em baixos niveis em alguns tipos de canceres, como 0 MEG3. Esse InCRNA

apresenta interagcdes com proteinas supressoras tumorais muito importantes, como a p53. Essa
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interagdo promove o reparo do DNA, controle do ciclo celular e apoptose, e baixos niveis do
MEG3 estd associado & diminuigdo dos niveis de p53, caracteristica importante para a
carcinogénese (BALIK et al., 2013).

Por fim, o IncRNA MROCKI exemplifica que os estudos acerca dessa classe de
transcritos ainda sdo escassos, apesar de possivelmente apresentarem um grande envolvimento
no cancer. Em todos os estudos realizados, niveis aumentados desse INcRNA foram associados
ao fendtipo de doenca agressiva e pior prognostico. Além disso, suas interagdes seguem um
padrdo similar a outros INCRNA melhor descritos, atuando como um ceRNA para miRNAS
importantes para a regulacao de processos bioldgicos, e fazendo interacdes RNA-DNA e RNA-
proteina, alterando os niveis de transcricdo e regulando a estabilidade das moléculas (JIN et al.,
202; CHEN et al., 2019).

Sendo assim, sdo essenciais novas investigacGes acerca das funcBes e interacdes
bioldgicas, ndo somente dos RNAs longos ndo codificantes, mas de todos os componentes da
maquinaria epigenética, para um melhor entendimento da biologia tumoral, e possibilitar

futuros estudos que visam a descoberta de novas abordagens terapéuticas.
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