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Resumo 

Introdução: O carcinoma de pâncreas apresenta altas taxas de mortalidade, geralmente 

associadas ao diagnóstico tardio da doença. MicroRNAs (miRNAs) são importantes 

reguladores da expressão gênica e têm sido apontados como biomarcadores com valor 

diagnóstico, prognóstico no câncer. Objetivos: (1) identificar níveis de expressão de miRNAs 

em tumores de pacientes com câncer de pâncreas; (2) identificar, “in silico”, genes-alvo dos 

miRNAs e vias moleculares envolvendo miRNAs e genes-alvo correspondentes; (3) realizar  

estudos funcionais “in vitro” para demonstrar experimentalmente os efeitos da desregulação 

de miRNAs nos potenciais de migração e invasão celulares. Materiais e Métodos: Foram 

incluídas 19 amostras de adenocarcinoma ductal pancreático (PDAC) e 6 de adenocarcinoma 

de ampola de Vater (AMP), pareadas com tecido histologicamente normal. Além disso, 3 

linhagens celulares de carcinoma pancreático (BxPC-3, Capan-2 e Panc-1) foram analisadas 

quanto ao seu perfil global de expressão de miRNAs. Em todas as amostras, o perfil de 

expressão de miRNAs foi determinado utilizando a plataforma GeneChip® 4.0 miRNAarrays. 

A validação “in silico” utilizou dados de transcriptoma do The CancerGenome Atlas (TCGA) 

(N=178 carcinomas pancreáticos e 4 tecidos histologicamente normais dos mesmos 

pacientes). A linhagem Panc-1 foi testada em ensaios de migração e invasão antes e depois da 

expressão dos miRNAs miR-148a-3p e miR-216b-5p por meio de moléculas miméticas. 

Análises computacionais utilizaram algoritmos de bioinformática para identificar genes-alvo 

regulados por miRNAs (miRNA Data Integration Portal, mirDIP) e vias moleculares 

envolvendo genes e miRNAs (ToppGenes). Adicionalmente, os genes-alvo dos miRNAs 

foram testados quanto ao seu valor prognóstico (SurvExpress). Resultados: Foram 

identificados diferentes perfis de expressão global de miRNAs entre tumores e controles 

normais e entre os subtipos de adenocarcinoma pancreático (PDAC e AMP). Os miRNAs que 

apresentaram o maior nível de desregulação, com expressão diminuída entre tecido tumoral e 

normal foram: miR-148a-3p, miR-216b-5p e miR-217. A análise de predição de genes-alvo e 

vias moleculares identificou um enriquecimento para vias do sistema imune inato e adaptativo 

em PDAC. A validação “in silico” (dados do TCGA) revelou um conjunto de genes-alvo 

(PTPRC/KLRK1/SELL/KLRF1/HLA-DOA/RASGRP3/BTLA/BTNL9) com expressão 

aumentada em PDAC e correlacionados com a pior sobrevida dos pacientes. Os ensaios 

funcionais demostraram que o aumento da expressão dos miRNAs miR-148a-3p e miR-216b-

5p diminuiu o potencial de migração celular da linhagem Panc-1. Conclusões: Os resultados 

desse estudo identificaram que perfis distintos de expressão de miRNAs, nos subtipos de 

carcinoma pancreático PDAC e AMP, modulam diferentes vias moleculares associadas à 

oncogênese. Os resultados sugerem que a modulação da expressão de miRNAs pode ter um 

impacto no desenvolvimento tumoral. Tais achados podem contribuir para a melhoria das 

estratégias de diagnóstico e tratamento de pacientes com carcinoma pancreático. 

 

 

 

  



Abstract 

Introduction: Pancreatic carcinoma is associated with high mortality rates, usually due to late 

disease diagnosis. MicroRNAs (miRNAs) are important gene expression regulators and have 

been identified as biomarkers with diagnostic, prognostic and therapeutic value in cancer. 

Objectives: (1) to identify miRNA expression levels in tumors of patients with pancreatic 

cancer; (2) to identify, in silico, miRNA target genes and molecular pathways involving 

miRNAs and corresponding target genes; (3) to perform in vitro functional studies to 

experimentally demonstrate the effects of miRNAdysregulation on cell migration and 

invasion. Materials and Methods: We included 19 pancreatic ductal adenocarcinoma 

(PDAC) and 6 adenocarcinoma of Vater ampulla (AMP) samples, paired with histologically 

normal tissues. In addition, 3 pancreatic carcinoma cell lines (BxPC-3, Capan-2 and Panc-1) 

were analyzed for their global miRNA expression profile. miRNA expression profiles were 

determined using the GeneChip® 4.0 miRNA arrays platform. In silico validation used 

transcriptome data from The Cancer Genome Atlas (TCGA) (N = 178 pancreatic carcinomas 

and 4 histologically normal tissues from the same patients). The Panc-1 cell line was used for 

migration and invasion assays before and after miR-148a-3p and miR-216b-5p expression by 

mimetic molecules. Computational analyzes used bioinformatics algorithms to identify target 

genes regulated by miRNAs (miRNA Data Integration Portal, mirDIP) and molecular 

pathways involving genes and miRNAs (ToppGenes). In addition, the target genes of the 

miRNAs were tested for their prognostic value (SurvExpress). Results: Different global 

miRNA expression profiles between tumors and normal controls and between pancreatic 

adenocarcinoma (PDAC and AMP) subtypes were identified. The miRNAs that had the 

highest level of dysregulation, with decreased expression between tumor and normal tissue 

were: miR-148a-3p, miR-216b-5p and miR-217. Prediction analysis of target genes and 

molecular pathways identified an enrichment for innate and adaptive immune system 

pathways in PDAC. In silico validation (TCGA data) revealed a set of target genes (PTPRC / 

KLRK1 / SELL / KLRF1 / HLA-DOA / RASGRP3 / BTLA / BTNL9) with increased expression 

in PDAC and correlated with worse patient survival. Functional assays demonstrated that 

increased expression of miR-148a-3p and miR-216b-5p decreased cell migration potential. 

Conclusions: Results of this study identified that distinct miRNA expression profiles in the 

PDAC and AMP pancreatic carcinoma subtypes modulate different molecular pathways 

associated with oncogenesis. The results suggest that modulation of miRNA expression may 

have an impact on tumor development. Such findings may contribute to improve diagnostic 

and treatment strategies for patients with pancreatic carcinoma. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Carcinoma de pâncreas 

O carcinoma de pâncreas (CP) apresenta altos índices de mortalidade mundial, 

associados principalmente ao diagnóstico tardio e à inexistência de terapias eficazes 

para o tratamento dos pacientes com esta neoplasia (1,2). 

Dados recentes de incidência e mortalidade por câncer de pâncreas no mundo 

indicam a ocorrência de 458.918 casos novos (2.5% do total dos cânceres humanos)e de 

432.242 óbitos (4.5% do total de óbitos de todos os tipos de câncer), no ano de 2018 (3). 

Dados da União Internacional para o Controle do Câncer (UICC) indicam um 

aumento nos casos de câncer de pâncreas de acordo com o avanço da idade: de 

10/100.000 habitantes entre 40 e 50 anos para 116/100.000 habitantes entre 80 e 85 

anos, sendo que a incidência do CP é maior no sexo masculino. No Brasil, dados 

recentes (2018) do Instituto Nacional do Câncer – INCA mostram que o número de 

óbitos por CP foi de 9.464, sendo 4.654 homens e 4.808 mulheres (4). Estima-se que 

apenas 10% dos pacientes diagnosticados com CP tenham sobrevida superior a cinco 

anos, sendo a maioria dos óbitos observados entre4 e 12 meses após o diagnóstico (5). 

A cirurgia é a melhor opção de cura para os pacientes, entretanto, apenas 10-

15% dos pacientes tem diagnóstico em fase inicial onde a cirurgia é recomendada (5). O 

tratamento com drogas quimioterápicas, utilizado para os pacientes inelegíveis à 

cirurgia e/ou com doença em estadiamento avançado, não apresenta alta eficácia, 

refletindo nas altas taxas de mortalidade dos pacientes (6). 

Os CP são classificados histologicamente em dois subtipos: tumores exócrinos 

(originários de células exócrinas) e tumores endócrinos (originários de células 

endócrinas), e são também agrupados de acordo com a localização anatômica do tumor 

(65% na cabeça do pâncreas; 30% no corpo e 5% envolvendo o pâncreas como um 
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todo) (7,8). Os tumores mais comuns são os exócrinos, correspondendo a 95% dos 

carcinomas de pâncreas, sendo que 90% desses são do subtipo adenocarcinoma ductal 

pancreático (PDAC) (1). Esses tumores têm origem nas células que revestem os ductos 

que transportam os sucos digestivos e, embora possam se desenvolver em qualquer local 

do pâncreas, acometem principalmente a região da cabeça do órgão (9). Outro subtipo 

de carcinoma pancreático, são os adenocarcinomas de ampola de Vater (10). Os 

pacientes com AMP geralmente apresentam um melhor prognóstico comparado com 

aqueles diagnosticados com PDAC, devido à presença de sintomatologia precoce 

(obstrução biliar e subsequente icterícia persistente) (11). A presença ou ausência de 

sintomas é determinada de acordo localização do tumor, sendo que os sintomas mais 

comuns incluem dor abdominal, perda de peso, astenia e anorexia (12). Entretanto, na 

grande maioria dos pacientes com PDAC a doença é assintomática, sendo este um fator 

associado à detecção tardia do câncer (12). 

Os carcinomas pancreáticos são, na sua maioria, esporádicos e acometem 

preferencialmente indivíduos com idade acima de 60 anos (7,13). Os fatores de risco 

associados ao desenvolvimento do CP esporádico são: tabagismo, consumo excessivo 

de álcool, dieta, Diabetes Mellitus tipo 2, obesidade, síndrome metabólica e pancreatite 

recorrente associada a um quadro de inflamação (14). 

O CP hereditário é menos frequente (~1-2% de todos os casos de câncer de 

pâncreas) (15) e está associado a mutações germinativas. Entretanto, a mutação herdada 

e responsável pela predisposição ao desenvolvimento desse subtipo de CP é identificada 

em apenas 20% dos casos e associada a síndromes de predisposição hereditária (16).  

Dados de sequenciamento do genoma de 593 pacientes com carcinoma 

pancreático familial mostraram que esses tumores estão associados a uma herança 

poligênica, ou seja, muitos indivíduos afetados apresentavam mais do que uma 
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mutação ou variação germinativa de alto risco; entretanto a frequência dessas 

alterações foi de, no máximo, 3% da população estudada (17). As variantes genéticas 

herdadas associadas ao risco de desenvolvimento de câncer de pâncreas envolvem 

principalmente os genes BRCA1, BRCA2, PALB2, FANCC e FANCG e ATM. Esses 

genes são componentes da maquinaria de reparo a danos no DNA (18,19). 

Há três lesões precursoras distintas que podem dar origem ao adenocarcinoma 

ductal: neoplasia intraepitelial pancreática (NIP), neoplasia papilar 

intraductalmucinosa (NPIM) e neoplasia cística mucinosa (NCM) (20). De acordo 

com esse estudo, essas lesões precursoras iniciam-se a partir de diferentes populações 

celulares no pâncreas; a origem provável das lesões NIP é a transdiferenciação de 

células acinares, e das lesões NPIM, a partir de células progenitoras do epitélio ductal 

pancreático. Adicionalmente, esse mesmo estudo demonstrou, in vivo, que o 

desenvolvimento dessas lesões precursoras está associado à ocorrência de alterações 

genéticas (20). 

A oncogênese pancreática, portanto, é dependente de uma série de eventos 

genéticos, moleculares, agressões do ambiente (como a exposição ao consumo 

excessivo de tabaco e álcool) e dos tipos celulares envolvidos na iniciação tumoral. 

Estudos moleculares adicionais ainda são necessários para um melhor entendimento 

das etapas de iniciação e processo de progressão dos tumores de pâncreas.  

Quanto à utilização de marcadores diagnósticos, o antígeno de câncer 19-9 (CA-

19-9) é o biomarcador rotineiramente usado para o acompanhamento da resposta ao 

tratamento, progressão da doença e/ou recorrência em pacientes com carcinomas 

pancreáticos (21). Entretanto esse biomarcador não possui sensibilidade ou 

especificidade adequadas para uso no diagnóstico precoce (22). 

Embora alterações genéticas incluindo mutações e alterações genômicas tenham 
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sido identificadas e associadas ao desenvolvimento e progressão do CP (9,23,24), o 

prognóstico dos pacientes ainda é muito pobre. Portanto, a identificação de alterações 

moleculares, tais como aquelas ocorrendo em moléculas regulatórias, pode contribuir 

para a identificação de novos biomarcadores com aplicação clínica. Tais estudos são 

importantes para melhorar as terapêuticas existentes, beneficiando os pacientes 

acometidos por esses carcinomas. 

 

1.2. Alterações genéticas em carcinoma de pâncreas 

 O avanço nas tecnologias de sequenciamento para análises genômicas abriu 

fronteiras para a identificação de alterações genéticas subjacentes à carcinogênese e 

progressão dos tumores pancreáticos, sendo capaz de identificar e classificar os 

diferentes subtipos tumorais de acordo com suas alterações genéticas (25–27). 

Entre as principais mutações que ocorrem na maioria dos carcinomas 

pancreáticos (~95% dos casos), estão as mutações no oncogene KRAS (28). O KRAS 

codifica um membro da família RAS de proteínas de ligação ao GTP, que medeiam 

muitas funções celulares como proliferação, sobrevivência e remodelação do 

citoesqueleto (29). Mutações nos códons 12 e 13 do KRAS resultam na ativação 

constitutiva da proteína KRAS, a qual ativa vias de transdução de sinais envolvidas na 

iniciação, desenvolvimento e progressão tumoral (25). 

 Outro gene frequentemente mutado em carcinomas de pâncreas (~90% dos 

casos) é o gene supressor tumoral CDKN2A, o qual codifica uma proteína da família de 

inibidores quinase dependente de ciclina (CDK), com papel no controle do ciclo celular 

(30). Mutações no gene CDKN2A foram associadas à proliferação descontrolada das 

células, aumento do tamanho do tumor e maior risco de metástase precoce (31,32). 

Alterações genéticas em KRAS e/ou CDKN2A/p16 podem estar presentes no início da 
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tumorigênese dos carcinomas de pâncreas, ocorrendo simultaneamente na maioria dos 

tumores (33). 

 Outro gene supressor tumoral frequentemente alterado em CP é o TP53, o qual 

codifica a fosfoproteína nuclear TP53 que se liga a sítios específicos do DNA, ativando 

a transcrição de genes responsáveis pela divisão celular e apoptose (34). A perda da 

função de TP53 (em 50%-75% dos casos de CP) ocorre devido a mutações e a perda de 

um segundo alelo, sendo que a perda da função proteica contribui para a sobrevivência 

celular e instabilidade genética, levando ao acúmulo de outras alterações (35). 

 Baseado nas alterações genéticas características dos CP, um estudo recente 

propôs um modelo de progressão do câncer de pâncreas, constituído por três etapas: 

iniciação, expansão clonal e colonização de novos microambientes (35). De acordo com 

esse modelo, a fase de iniciação ocorre quando uma célula pancreática normal sofre 

uma mutação – que pode ser causada por exposição ambiental ou falhas no reparo a 

danos do DNA; essa mutação escapa dos checkpoints celulares, possibilitando o escape 

da célula aos mecanismos de controle de divisão celular, crescimento e proliferação. Os 

autores desse estudo explicam que esse escape fornece à célula as vantagens de 

sobrevivência necessárias para iniciar um processo de expansão clonal. A expansão 

clonal ocorre quando a célula já modificada começa a se dividir descontroladamente, 

originando novas células (filhas) que irão sofrer e acumular mutações adicionais, 

aumentando a heterogeneidade celular. A heterogeneidade celular pode conferir a 

capacidade de invasão do estroma adjacente, dando início à fase de invasão do 

microambiente tumoral, quando as células que apresentam um acúmulo de mutações são 

capazes de colonizar novos tecidos e formarem metástases (35). 

Considerando a existência da heterogeneidade tumoral dos CP, estudos recentes 

propuseram uma classificação dos CP de acordo com as alterações moleculares 
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presentes no tumor, as quais podem servir como base para novas terapias alvo-dirigidas 

(36–39). O primeiro trabalho que propôs essa classificação identificou três subtipos 

moleculares de CP: clássico (com alta expressão de genes associados à adesão celular e 

epitélio celular), quase-mesenquimais (com alta expressão de genes associados ao 

mesênquima) e exócrinos (com alta expressão de genes de enzimas digestivas derivadas 

das células tumorais). De acordo com essa classificação, esses subtipos de tumores 

estariam associados a diferenças na resposta terapêutica. Além disso, o subtipo clássico 

foi associado com o maior nível de expressão do gene KRAS. Um estudo mais recente 

avaliou o perfil de expressão gênica em amostras tumorais – separando por 

microdissecção as áreas tumorais, estromais e normais adjacentes – e a capacidade 

desses genes em predizerem o prognóstico dos pacientes com CP (37). Esses autores 

classificaram os CP em dois subtipos: basal-like (pior prognóstico e molecularmente 

semelhante aos tumores basais nos cânceres de bexiga e de mama) e clássico. 

Por meio de análise de RNA-Seq, um correlacionou dados moleculares com 

características histopatológicas e classificou os CP em quatro subtipos: escamosos 

(enriquecidos para as mutações TP53 e KDM6A); progenitor pancreático (expressam 

genes envolvidos no desenvolvimento pancreático inicial - FOXA2/3, PDX1 e MNX1); 

imunogênico (genes que regulam a resposta imune); ADEX – aberrantly differentiated 

endocrine exocrine (expressam genes  que regulam vias envolvendo KRAS, 

diferenciação endócrina e exócrina (NR5A2,RBPJL,NEUROD1eNKX2-2) (38). 

Um estudo do projeto The Cancer Genome Atlas (TCGA), um consórcio de 

integração de dados genômicos, transcritômicos e proteômicos de vários tipos de 

câncer, incluiu 150 amostras de adenocarcinoma ductal pancreático (41). Essas amostras 

foram sequenciadas utilizando estratégias de sequenciamento de nova geração ou alto 

desempenho. Os dados de sequenciamento do exoma total (porção codificante do 
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genoma) desse estudo mostraram mutações somáticas recorrentes nos genes KRAS, 

TP53, CDKN2A, SMAD4, RNF43, ARID1A, TGFβR2, GNAS, RREB1 e PBRM1. Muitas 

dessas mutações já eram conhecidas, entretanto, como esse estudo do TCGA incluiu a 

análise de um grande número de amostras (150), foi possível mapear alterações co-

ocorrentes dos oncogenes KRAS, GNAS, BRAF, CTNNB1 e outros genes na via de 

transdução de sinais do KRAS. De maneira interessante, em tumores negativos para 

mutações em KRAS (5-10% dos casos), os genes BRAF, ERBB2, FGFR4, NF1, 

SPRED1, DUSP6, RREB1, GNAS, CTNNB1, JAK1, ATM e PRSS1 foram apontados 

como condutores alternativos da tumorigênese pancreática. Adicionalmente, esse estudo 

identificou que alguns tumores pancreáticos continham múltiplas alterações no 

oncogene KRAS, algumas delas em ambos os alelos (mutaçõesbialélicas) (41). 

De acordo com a revisão de Collisson et al. (2019) (42) a identificação de 

subtipos de CP de acordo com as alterações moleculares presentes, está ainda em fase 

inicial e pode abrir novas fronteiras para a identificação de terapias mais precisas. 

  

1.3. O transcritoma não codificador e o câncer 

 A maioria dos estudos sobre o câncer tem sido focada em genes codificadores de 

proteínas com função oncogênica ou supressora tumoral, apesar da porção codificadora 

(exoma) constituir apenas aproximadamente 1,5% do genoma humano (43). Estudos do 

transcritoma humano têm identificado um grande número de RNAs não codificadores 

de proteínas (44–46). Dados desses estudos revelam que o transcritoma humano se 

estende muito além dos transcritos codificadores e inclui um grande número de RNAs 

não codificadores com padrões dinâmicos de expressão em células e tecidos (47,48). 

Dependendo do tipo de RNA não codificador, a transcrição dessas moléculas 

pode utilizar diferentes enzimas com atividade de RNA polimerase (RNA polimerase I, 
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II ou III). Os RNAs não codificadores são classificados em duas categorias principais: 

RNAs pequenos, com tamanho menor que 200 pares de bases (pb), e longos, com 

tamanho maior que 200 pb (49). Diferentes moléculas de RNA fazem parte dessas duas 

grandes classes (50). Dentre essas moléculas, os microRNAs (miRNAs) têm sido 

identificados como biomarcadores associados ao diagnóstico e/ou prognóstico e/ou 

resposta ao tratamento de pacientes com câncer (51,52). 

 

1.3.1. MicroRNAs 

 Os miRNAs são pequenas moléculas de RNA, de aproximadamente 17 a 25 

nucleotídeos de comprimento, que não codificam proteínas (53). Uma característica 

dessas moléculas é que um único miRNA é capaz de atuar na regulação da expressão de 

diversos RNAs mensageiros (mRNAs)envolvidos no desenvolvimento embrionário e 

em vários processos celulares, incluindo a diferenciação, progressão do ciclo celular e 

apoptose (54–58). 

  A atuação do miRNA maduro no mRNA-alvo, geralmente, ocorre pelo 

reconhecimento de locais complementares na região 3’ não traduzida (3’ UTR) de seus 

mRNAs alvos (59).  A região “seed” (semente) do miRNA, está localizada nas posições 

2-7 da extremidade 5' do miRNA; esta sequência é emparelhada com o mRNA alvo, 

para que o miRNA possa atuar no mRNA (60). 

Estima-se que mais de 50% dos genes que codificam proteínas contenham ao 

menos um sítio de ligação para miRNAs, sendo assim os miRNAs atuam na regulação 

da codificação de diversas proteínas, e a sua desregulação está frequentemente 

associada a doenças humanas, tais como o câncer (61). 

De acordo com um dos maiores e mais completos bancos de dados de miRNAs -

miRBase, já foram identificados em Homo sapiens 1.917 miRNAs precursores e 2.654 
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miRNAs maduros (miRBaseRelease 22: March, 2018 disponível em: 

http://www.mirbase.org/). Adicionalmente, estudos recentes (2015-2018) sugerem a 

existência de novos miRNAs ainda não anotados no miRBase (45,62).O número menor 

de precursores em relação ao número de miRNAs maduros se deve ao fato de que um 

mesmo miRNA precursor pode dar origem a mais de um miRNA maduro (61). 

 As sequências que dão origem aos transcritos de miRNAs estão distribuídas em 

todo o genoma, sendo localizadas em regiões exônicas ou intrônicas, bem como em 

locais intergênicos (63). 

No mecanismo clássico ou canônico de biogênese dos miRNAs, essas moléculas 

têm origem em um transcrito primário (pri-miRNA), sintetizado pela enzima RNA 

polimerase II, o qual se arranja em forma de grampo (hairpin), e tem comprimento de 

até 1.000 nucleotídeos. O pri-miRNA é posteriormente clivado pela ribonuclease RNase 

III Drosha, formando um complexo acoplado ao cofator DGCR8 (Di George syndrome 

critical region 8).A ação desse complexo em uma molécula de pri-miRNA resulta em 

um miRNA precursor (pré-miRNA) em forma de hairpin de ~70 a 100 nucleotídeos de 

comprimento (64,65). Essa molécula é exportada do núcleo para o citoplasma pela 

proteína de exportação Exportina5, onde sofrerá uma nova clivagem pela enzima RNase 

Dicer, na região do loop, originando um RNA de fita dupla (dsRNA),que tem 

aproximadamente 18 a 22 nucleotídeos de comprimento. Esse dsRNA se dissocia dando 

origem ao miRNA maduro, de fita simples, o qual é incorporado ao complexo de 

silenciamento induzido por RNA (RISC, do inglês RNA-Induced Silencing Complex). O 

complexo RISC contém uma família de proteínas denominada Argonauta (AGO1 e 

AGO2) e uma proteína de ligação ao RNA (TRBP, do inglês Trans-activator RNA 

Bindin Protein) (65). O miRNA maduro incorporado ao complexo RISC, irá agir no 

mRNA alvo à extremidade 3’ não traduzida (3’ UTR) do mRNA, levando, na maioria 

http://www.mirbase.org/


10 

 

dos casos, à inibição da tradução do mRNA por homologia incompleta ou à degradação 

do mRNA por homologia completa de mRNA pelo miRNA das seguintes maneiras:  

regulação pela repressão da tradução; regulação por repressão do início da tradução; 

regulação por degradação de mRNA, regulação por degradação ou armazenamento de 

alvos de mRNA (66). 

Alternativamente, algumas vias de biogênese não canônicas podem ocorrer 

durante o splicing da molécula de mRNA, dando origem a “miRtrons”; estes têm sua 

biogênese via splicing (67). MiRtrons são íntrons de mRNAs que foram removidos por 

splicing e que constituem pré-miRNAs funcionais, sendo que a sua produção é 

independente da ação da Drosha (68). 

Outro modo de regulação pelo qual os miRNAs atuam é por meio de ligação a 

ribonucleoproteínas na sequencia seed, independente do complexo RISC. Nesse 

mecanismo ocorre a interferência na ligação miRNA-mRNA alvo, resultando na 

ativação da tradução, adicionalmente, foi demonstrado que os miRNAs também podem 

regular a expressão gênica em nível transcricional, por meio da ligação direta com o 

DNA (65). 

  

1.4. miRNAs no câncer 

Os avanços na descoberta dos miRNAs como reguladores da expressão gênica e 

seu papel na tumorigênese têm evidenciado os miRNAs como biomarcadores úteis no 

diagnóstico, prognóstico e como potenciais moléculas terapêuticas no câncer humano 

(69,70). 

Por constituírem moléculas muito pequenas e estarem associadas ao complexo 

proteico RISC, os miRNAs são estáveis e podem ser detectados em amostras 

clinicamente relevantes, porém degradadas devido a tratamentos histológicos, tais como 
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os tecidos removidos por biópsia ou cirurgia e que são fixados em formalina e 

incluídosem parafina (FFPE – do inglês Formalin-Fixed, Paraffin Embedded). Os 

miRNAs também são detectáveis em fluidos corporais e inúmeros estudos têm indicado 

o seu potencial de investigação como biomarcadores em biópsias líquidas como o 

sangue (71–73). Adicionalmente, os miRNAs podem ter expressão tecido-específica e 

podem ser detectados utilizando pequenas quantidades de RNA (74). 

As características acima relatadas tornam os miRNAs relevantes para estudos 

direcionados ao melhor entendimento de vias moleculares na patogênese dos diferentes 

tipos de câncer, bem como para a identificação de biomarcadores tumorais. A indicação 

dos miRNAs como biomarcadores tumorais vem de estudos em larga escala, os quais 

observaram que os células normais e células neoplásicas apresentam diferentes níveis de 

expressão de um mesmo miRNA, o que pode contribuir para um melhor entendimento 

da biologia tumoral (75). 

Em conjunto, a relevância desses estudos é a identificação de miRNAs que 

possam ser utilizados para a melhoria do diagnóstico, determinação do prognóstico e o 

desenvolvimento de novas estratégias de tratamento de pacientes com câncer. 

 Entre os primeiros miRNAs identificados como desregulados em células 

tumorais estão os miRNAs miR-15a e miR-16, mapeados na região cromossômica 

13q14(76). Alterações na expressão desses miRNAs foram relatadas em casos de 

leucemia linfocítica crônica (CLL – do inglês Chronic Lymphocytic Leukemia), sendo 

que a perda da expressão estava associada à perda do controle da expressão do 

geneBCL2 (B-cell CLL/Lymphoma 2), o qual apresenta papel biológico anti-apoptótico 

em células tais como os linfócitos (76). 

A diferença nos níveis expressão de miRNAs entre tecidos normais e tumorais 

foi relatada em um estudo incluindo 540 amostras representativas de seis tumores 
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sólidos humanos (pulmão, colón, mama, estômago, pâncreas e próstata) (77). Esse 

estudo identificou 26 miRNAs com expressão aumentada e 17 miRNAs com expressão 

diminuída comuns a esses tumores; os miRNAs:  miR-21 e miR-17-5p estavam com 

expressão aumentada em todos os tipos tumorais, o miR-155 apresentou expressão 

aumentada nos carcinomas de mama, pulmão e cólon, e o miR-106a estava com 

expressão aumentada nos carcinomas colorretais, entretanto com expressão diminuída 

nos carcinomas de mama (77). 

A alteração dos níveis de expressão dos miRNAs em carcinomas pode ocorrer 

por meio de diferentes mecanismos: genômicos, incluindo amplificações, deleções e 

mutações na sequência do miRNA, defeitos na maquinaria da biogênese dos miRNAs 

ou modificações epigenéticas, como as alterações na metilação e remodelação da 

cromatina (78). 

 Os miRNAs envolvidos no câncer são classificados como miRNAs oncogênicos 

ou supressores tumorais, de acordo com o gene que regulam e o seu papel em diferentes 

tipos de neoplasias(79). Os oncomiRs têm sua expressão aumentada em células 

tumorais comparado com células normais e são miRNAs que atuam na regulação de 

genes supressores tumorais; dessa forma um oncomiRs abundante exerce um efeito de 

silenciamento sobre genes supressores de tumor. Os miRNAs supressores tumorais são 

miRNAs que atuam regulando oncogenes, sendo que a ausência ou diminuição de sua 

expressão em células tumorais leva à falta de controle da regulação de genes 

codificadores de oncoproteínas. Ambos os mecanismos contribuem para o 

desenvolvimento e progressão tumoral(65). 

 A família do miR-let-7 é reconhecida como uma família de miRNAs supressores 

tumorais; inclui dez isoformas e tem como alvo vários mRNAs que codificam 

oncogenes (80). A sua desregulação já foi identificada em vários tipos tumorais (81), 
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sendo que a perda do miR-let-7 resulta em progressão acelerada do tumor devido a 

alterações na via de sinalização do oncogene KRAS(82). 

O miR-21 é um oncomiR cuja alteração nos níveis de expressão está relacionada 

com a tumorigênese. Devido ao grande número de interações possíveis entre mRNAs-

alvo e o miR-21, o papel desse miRNA ainda não foi completamente elucidado. Estudos 

relatam que o miR-21 está envolvido em diversos processos celulares, como 

sobrevivência, proliferação e transformação celular, além de estar associado a processos 

inflamatórios (83). A expressão aumentada de miR-21 já foi relacionada a diversos tipos 

tumorais, entre eles os carcinomas de cabeça e pescoço, pulmão, pâncreas e a leucemia 

linfocítica crônica(84). 

Embora a expressão desregulada de miRNAs tenha sido identificada em diversos 

tipos de tumores, o papel dos miRNAs no câncer ainda é um grande campo de 

pesquisas, pois envolve uma rede complexa de alterações afetando inúmeras vias 

moleculares associadas à tumorigênese.  

1.4.1. MicroRNAs em carcinoma de pâncreas 

Estudos apontam perfis diferenciais de expressão de miRNAs entre carcinomas 

de pâncreas e áreas de tecido normal adjacentes ao tumor (85). O primeiro estudo 

abrangente sobre o perfil de expressão de miRNAs foi realizado por Szafranska e 

colaboradores (86) que identificam um grupo de 20 miRNAs capaz de diferenciar 

carcinoma de pâncreas, pancreatite crônica e pâncreas normal. Além disso, os autores 

identificaram dois miRNAs específicos de tecido de pâncreas normal; miRNA-216 e 

miRNA-217, os quais apresentavam expressão mínima ou ausente em carcinoma 

pancreático, sugerindo-os como potenciais biomarcadores com valor prognóstico. Outro 

estudo avaliou 95 miRNAs em câncer de pâncreas, encontrando 8 miRNAs (miRNA-
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196a, miRNA-190, miRNA-186, miRNA-221, miRNA-222, miRNA-200b, miRNA-

15b e miRNA-95) com expressão aumentada de no mínimo 2 vezes quando comparado 

o tumor com o tecido normal (87).

Os níveis de expressão de outros miRNAs foram capazes de diferenciar 

carcinoma de pâncreas, pancreatite crônica e tecido pancreático normal: os miRNAs 

miRNA-21, miRNA-221, miRNA-222, miRNA-181, miRNA-181b, miRNA-181d, e 

miRNA-155 classificaram corretamente 90% das amostras investigadas, sendo que 

todos esses miRNAs estavam altamente expressos em amostras tumorais quando 

comparado com tecido normal e pancreatite crônica (88). 

Estudos anteriores identificaram alguns genes regulados por miRNAs 

envolvidos no desenvolvimento do carcinoma pancreático. Zhao e colaboradores 

avaliaram a expressão do miR-130b no carcinoma pancreático e no tecido adjacente 

normal, e avaliaram a proliferação e invasão em linhagens PANC-1 e ASPC-1 

transfectadas com miR-130b e relacionaram a baixa expressão desse miRNAcom a 

inibição da capacidade de invasão, “in vitro”. Além disso, o gene STAT3, um membro 

da família (STAT) envolvido na transdução de sinal e ativação da transcrição, foi 

caracterizado como alvo funcional do miR-130b. Nesse estudo, os autores 

demonstraram que a inibição do STAT3 mediada pelo miR-130b levava à inibição do 

crescimento celular e da capacidade de invasão de células de câncer de pâncreas (89). 

Outro estudo identificou que os miRNAs let-7a, let-7c e let-7f  atuam na modulação da 

expressão de STAT3 em carcinoma de pâncreas (90). 

A expressão de miR-615-5p foi encontrada  diminuída em tecidos adjacentes de 

carcinoma pancreático quando comparado com tecidos pancreáticos normais, e o gene 

AKT2, envolvido em mecanismos de sinalização celular em carcinoma de pâncreas, foi 

identificado como regulado negativamente por miR-615-5p (91).  
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Embora estudos de caracterização funcional tenham sido realizados, a 

identificação e validação experimental de alvos moleculares de miRNAs em carcinoma 

pancreático ainda é necessária. Tal identificação é requerida para o entendimento dos 

mecanismos moleculares regulados por miRNAs e para o desenvolvimento de 

estratégias com potencial uso clínico para melhorar o diagnóstico e o tratamento de 

pacientes com carcinoma pancreático. 

Portanto, estudos para a identificação de perfis de expressão global de miRNAs, 

bem como caracterização funcional de miRNAs e genes-alvo e seu papel na iniciação e 

progressão de neoplasias, são necessários para o melhor entendimento da biologia 

tumoral. 
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4. 4. Conclusões

1. Os carcinomas do subtipo adenocarcinoma ductal pancreático e adenocarcinoma

de ampola de Vater apresentam um perfil de expressão de miRNAs distinto,

quando comparados com tecidos pancreáticos histologicamente normais. A

diferença de perfil de expressão entre os subtipos tumorais, pode ser relacionada

a progressão e agressividade tumoral entre os diferentes subtipos tumorais.

2. Os perfis de expressão de miRNAs entre os subtipos histológicos tumorais estão

associados a diferentes vias moleculares de tumorigênese. Os adenocarcinomas

ductais pancreáticos apresentam um enriquecimento de vias do sistema imune,

enquanto os adenocarcinomas de ampola de Vater um enriquecimento para vias

de crescimento celular. As vias imunes desreguladas em PDAC, aqui

identificadas podem ser utilizadas para a identificação de futuros alvos para

imunoterapias neste tipo tumoral.

3. miRNAs desregulados no tecido tumoral também foram identificados nas

linhagens celulares Panc-1, BxPC-3 e Capan-2. O aumento da expressão dos

miRNAs: miR-148a-3p e miR-216b-5p, com a utilização de moléculas sintéticas

mimics, diminuiu o potencial de migração da linhagem Panc-1.Esses resultados

sugerem que a modulação da expressão destes miRNAs pode ser utilizada para

diminuir o poder de  invasão de tumores do subtipo PDAC.

4. Identificamos um conjunto de 8 genes (PTPRC/KLRK1/SELL/KLRF1/HLA-

DOA/RASGRP3/BTLA/BTNL9) com valor prognóstico em PDAC, e estudos de

validação são necessários para a confirmação destes achados e a possível

aplicação desses biomarcadores na prática clínica.
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