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RESUMO

Introdugdo: A senescéncia celular foi demonstrada em estudos por Hayflick e
Moorhead em 1961. Ao longo dos anos, apds a sua descoberta, as principais vias
foram elucidadas, como as vias da p53 e p16, supressoras de tumor e responsaveis
pela manutengcdo da homeostase. Devido a importancia das vias no mecanismo de
regulacao celular, foram identificadas relagcbes com RNAs nao codificantes, sendo
esses descobertos na segunda metade do século XX. A partir disso, foi analisada a
acao dos microRNAs (miRNAs) em vias como a p53 e p16, e foi observado como em
determinados tecidos pode haver a acao de diferentes tipos de miRNAs, sendo que
cada um pode agir em diversos RNAs mensageiros dentro da célula.

Objetivo: Realizar uma pesquisa bibliografica em banco de dados e bibliotecas, a fim
de discutir, analisar e relacionar a importancia dos miRNAs para a regulagdo génica
no processo de senescéncia celular e como isso afeta as vias supressoras de tumor.

Metodologia: Foi realizada uma revisao bibliografica narrativa a partir de artigos
publicados nas linguas portugués, inglés e espanhol que foram encontrados nos
bancos de dados PubMed, Scielo, Google Académico e Biblioteca Virtual em Saude,
publicados no periodo de 2008 até 2023. As palavras-chaves utilizadas na pesquisa
foram “Senescéncia celular’, “microRNA”, “SASP”, “Biogénese”, “p53”, “p16”. A
fundacgao tedrica também foi obtida por livros, teses e mais referéncias indicadas pelo
orientador.

Desenvolvimento: A senescéncia celular € determinada como a parada do ciclo
celular por algum fator, o que leva a célula a ter atividade, mas n&o se multiplicar.
Dessa forma, entende-se que ela é um fendtipo complexo e multifatorial que se inicia
no nascimento do ser humano e ndo pode ser parado. E estabelecido que a
senescéncia celular €& essencial para a homeostase, pois esta relacionada
principalmente com a supressao tumoral, contudo, ao decorrer dos anos, 0s
organismos humanos passam a ter um acumulo de células senescentes, o que levam
a patologias caracteristicas da senescéncia, como o céncer, por disturbio deste
mecanismo de supressao tumoral. Diversos estimulos podem levar a este processo
de senescéncia celular, por isso, foram definidos tipos de senescéncia que sao a
replicativa e a induzida por estresse. Este estresse, leva a uma ativagcao de vias de
sinalizagdo que induzem a senescéncia, como as vias da p53 e p16INK2a, que sao
as principais. Ao descrever sobre senescéncia € essencial abordar o controle da
expressao génica, onde o principal desta revisdo sao os miRNAs que sao pequenas
sequéncias de RNA nao codificantes capazes de atingir RNA mensageiros (mMRNA)
alvos com objetivo de silenciar mRNA.

Conclusao: Para se desvendar a senescéncia celular é essencial relaciona-la aos
miRNAs envolvidos, além de entender outros miRNAs e sua ligagao a estimulos que
podem levar a senescéncia, como o SASP (fendtipo secretor associado a
senescéncia). Assim, a perspectiva futura € desvendar melhor a forte relagéo entre os
miRNAs e a senescéncia celular, para também aplicar com efetividade nas patologias,
como no cancer e na predisposi¢cao a doengas por mutagdes genéticas. Portanto, mais
estudos na area surgem com a intengao de aumentar o conhecimento sobre a relagao
e sua aplicagao a saude humana.
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ABSTRACT

Introduction: Cellular senescence was demonstrated in studies by Hayflick and
Moorhead in 1961. Over the years, after its discovery, the main pathways were
elucidated, such as the p53 and p16 pathways, tumor suppressors and responsible for
maintaining homeostasis. Due to the importance of the pathways in the cellular
regulation mechanism, relationships with non-coding RNAs were identified, which were
discovered in the second half of the 20th century. From this, the action of miRNAs in
pathways such as p53 and p16 was analyzed, and it was observed how in certain
tissues there may be the action of different types of microRNAs, with each miRNA
being able to act on different messenger RNAs within the cell.

Objective: To carry out a bibliographical search in databases and libraries, in order to
discuss, analyze and relate the importance of miRNAs for gene regulation in the
process of cellular senescence and how this affects tumor suppressor pathways.

Methodology: A narrative bibliographic review was carried out based on articles
published in Portuguese, English and Spanish that were found in the PubMed, Scielo,
Google Scholar and Virtual Health Library databases, published between 2008 and
2023. The keywords used in the research were “Cellular Senescence”, “microRNA”,
“SASP”, “Biogenesis”, “p53”, “p16”. The theoretical foundation was also obtained
through books, theses and other references indicated by the advisor.

Development: Cellular senescence is determined as the arrest of the cell cycle by
some factor, which causes the cell to be active, but not to multiply. Therefore, it is
understood that it is a complex and multifactorial phenotype that begins at human birth
and cannot be stopped. It is established that cellular senescence is essential for
homeostasis, as it is mainly related to tumor suppression. However, over the years,
human organisms begin to have an accumulation of senescent cells, which leads to
pathologies characteristic of senescence, such as cancer, due to a disturbance in this
tumor suppression mechanism. Various stimuli can lead to this process of cellular
senescence, therefore, types of senescence have been defined, which are replicative
and induced by stress, which can be physical or chemical. This stress leads to the
activation of signaling pathways that induce senescence, such as the p53 and
p16INK2a pathways, which are the main ones. When describing senescence, it is
essential to address the control of gene expression, where the main focus of this review
are miRNAs, which are small non-coding RNA sequences capable of reaching
messenger RNA (mRNA) targets with the aim of silencing mRNA.

Conclusion: To unravel cellular senescence, it is essential to relate it to the miRNAs
involved, in addition to understanding other miRNAs and their connection to stimuli that
can lead to senescence, such as SASP (senescence-associated secretory
phenotype). Thus, the future perspective is to better unravel the strong relationship
between miRNAs and cellular senescence, to also effectively apply it to pathologies,
such as cancer and predisposition to diseases due to genetic mutations. Therefore,
more studies in the area are emerging with the intention of increasing knowledge about
the relationship and its application to human health.



Keywords: Cellular senescence; microRNA; SASP; Biogenesis; p53; p16.
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1 INTRODUGAO

A senescéncia celular foi demonstrada em estudos por Hayflick e Moorhead em
1961, e corresponde a uma sequéncia de eventos que antecede a morte celular, que
pode ser ocasionada devido ao encurtamento dos teldmeros ou estresse celular. Ao
longo dos anos, apds a descoberta da senescéncia, as principais vias foram
elucidadas, como a via da p53 e p16, supressoras de tumor e responsaveis pela

manutengao da homeostase (Esteireiro, 2013).

Devido a importancia das vias no mecanismo de regulagao celular, foram
identificadas relagdes com RNAs n&o codificantes, sendo esses descobertos na
segunda metade do século XX, a partir de estudos sobre o genoma humano, em que
foi observado diversos tipos de RNAs, com fungbes que vao desde a regulacédo da
expressao até a modificacdo da cromatina (Rossi; Gorospe, 2020); (Hombach; Kretz,
2016)

A partir do final da década de 1980, houve a descoberta dos RNAs curtos ndo
codificantes por meio de pesquisas com Caenorhabditis elegans. Os microRNAs
(miRNAs) foram um dos achados da pesquisa e contribuiram para a compreensao do
mecanismo de regulagédo de genes a partir da supressao da tradugao ou degradagao
do RNA mensageiro (mRNA). Além disso, sua descoberta contribuiu para o
entendimento da senescéncia celular, visto que podem regular as principais vias.
(Rossi; Gorospe, 2020).

Os miRNAs contém de 18 a 25 nucleotideos e sao codificados em regides
intergénicas, ou seja, regides em que normalmente os RNAs codificantes n&o séo
codificados. A partir do surgimento do pri-miRNA até o miRNA maduro, ha a
participacdo de enzimas importantes como o complexo RISC em que contribui para
guiar o miRNA até o mRNA alvo. A ligacao ao mRNA alvo pode fazer com que haja a

clivagem ou inativagdo do mesmo (Bhaskaran; Mohan, 2014); (Jorge et al., 2021).

A partir disso, foi analisada a agao dos miRNAs em vias como da p53 e da p16,
e foi observado como em determinados tecidos pode haver a acéo de diferentes tipos
de miRNAs, sendo que cada um pode agir em diversos mRNAs dentro da célula (Jorge
et al., 2021).
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Portanto, a importancia dos miRNAs é fundamental no estudo da senescéncia
celular, visto que sua superexpressiao ou sub-expressdao em tecidos pode estar
associada a progressao do envelhecimento. Além de que, pode ser um importante
biomarcador para a observacdo da alteragdo da homeostase antes mesmo da
observacao de alteragdes teciduais, visto que seu aumento em determinado tecido
pode contribuir no rastreio de determinada modificacdo a nivel plasmatico (Santos,
2016).

A desregulacdo dos miRNAs na senescéncia celular esta relacionada
principalmente com a progressao tumoral, além de se associar a outras doengas, com
a expectativa de serem utilizados como biomarcadores de progndstico e diagndstico
para doencas. Dessa forma, € possivel ver que os miRNAs possuem um papel
importante no estudo da senescéncia e das perspectivas futuras da saude humana
(Santos, 2016); (Reddy et al., 2017).
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2 OBJETIVO

Realizar uma pesquisa bibliografica em banco de dados e bibliotecas, a fim de
discutir, analisar e relacionar a importancia dos microRNAs para a regulagdo génica

no processo de senescéncia celular e como isso afeta as vias supressoras de tumor.
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3 METODOLOGIA

Sera realizada uma revisao bibliografica narrativa a partir de artigos publicados
nas linguas portuguesa e inglesa que serdo encontrados nos bancos de dados
PubMed, Scielo, Google Académico e Biblioteca Virtual em Saude, publicados entre o
periodo de 2008 até 2023. As palavras-chaves utilizadas na pesquisa foram
“Senescéncia celular”, “microRNA”, “SASP”, “Biogénese”, “p53”, “p16”. A fundagéo

tedrica também foi obtida por livros, teses e mais referéncias indicadas pelo orientador.
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4 SENESCENCIA CELULAR

A senescéncia celular € determinada como um fendtipo complexo, multifatorial
e que se inicia desde o nascimento de um ser humano, afetando assim a homeostase
do organismo. No decorrer das ultimas décadas foi constatado que a senescéncia
celular ndo contribui apenas para o envelhecimento de 6rgaos e tecidos, mas que
também é capaz de contribuir para muitos processos essenciais para a vida, como a
supressao tumoral e reparacgao de tecidos. Contudo, foi visto que a senescéncia pode
estar também associada a progressao tumoral, o que contraria a sua agao supressora
(Esteireiro, 2013).

No decorrer da vida, isso leva a uma susceptibilidade a patologias crénicas,
doencas caracteristicas do envelhecimento de um organismo, pelo acumulo de células
senescentes. Essas células em niveis aumentados possuem erros na sintese das
proteinas por uma alteracdo da expressdo dos genes, que ocorreram devido a
mutacdes causadas por danos moleculares ao DNA (Esteireiro, 2013); (Teixeira,
2010).

Assim, a senescéncia celular é caracterizada pela interrupcdo permanente da
multiplicagdo da célula na mitose, reprogramacdo metabdlica, secrecdo pro-
inflamatdria e fendtipo secretor associado a senescéncia (SASP - Senescence-
Associated Secretory Phenotype) (Mijit et al., 2020). Essas caracteristicas levam a
uma interrupcdo na replicagdo das células senescentes ou com danos no DNA
(Esteireiro, 2013)

A origem da senescéncia é devido a estimulos que levam a um estresse celular,
que acaba por induzir a esta parada. O estresse celular é descrito por alteragdes
morfolégicas, aumento de CDK inibidor de p16INK2a, expressdo de beta-
galactosidase associada a senescéncia (SA-beta-Gal), encurtamento dos teldbmeros,
danos ao DNA e focos de heterocromatina associados a senescéncia (SAHF-
Senescence-Associated Heterochromatin Foci). Outros fatores que induzem a
senescéncia sdo a perda da supressdo tumoral, citocinas, estresse oxidativo
(Espécies Reativas de Oxigénio), danos irreversiveis ao DNA e ativacdo de
oncogenes (Esteireiro, 2013); (Bu et al., 2017).
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A interrupgao do ciclo faz com que a célula ndo seja capaz de continua-lo e
fiqgue estacionada na fase G1 da intérfase, mas ainda apresentando atividade celular
(Esteireiro, 2013). As células senescentes apresentam resisténcia a apoptose, que é
uma morte celular programada para manuten¢gdo da homeostase. Ha também uma
alteracdo da regulagao genética que apresenta alguns marcadores nédo especificos

deste estado de senescéncia.

Esta elucidado que as células senescentes em organismos jovens, atuam na
supressao tumoral e na reparagao dos tecidos, mas nos organismos senescentes ha
um acumulo dessas células. Assim, a frequéncia delas levam ao fendtipo do
envelhecimento, que € a inflamacao crénica localizada e remodelacéo dos tecidos, o

que é associado a tumores malignos (Esteireiro, 2013).

Ha diversas teorias para explicar como a senescéncia celular esta relacionada
aos estimulos intrinsecos e extrinsecos que a induzem, com vias especificas que
conduzem a esta consequéncia. Os indutores intrinsecos sao dois a senescéncia

replicativa e a induzida pelo estresse celular (Esteireiro, 2013).

Ha também um fator extrinseco, que € o SASP, citado anteriormente, que é a
secrecao de proteases, citocinas, proteinas de matriz extracelular que nido sao
soluveis e fatores de crescimento, além de aumentar os niveis de mRNA. Esses
fatores levam a vias que vao ser discutidas mais adiante. O lado benéfico do SASP é
0 mecanismo de limpeza de células senescentes em tecidos, ja o maléfico, é que foi
associado a indugéo de sinais que levam a doencgas do envelhecimento (Esteireiro,
2013).

4.1 SENESCENCIA REPLICATIVA

A senescéncia replicativa esta relacionada com o encurtamento dos telémeros.
Os teldmeros sdo sequéncias de seis nucleotideos, TTAGGG, que ficam localizadas
nas extremidades dos cromossomos e permitem que no ciclo celular, ndo acontega
perdas ou fusdo de outros cromossomos na replicacao. Ele garante, entdo, o equilibrio

do genoma na divisdo celular (Esteireiro, 2013).
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Normalmente, entre quatro e oitenta anos, os teldbmeros sdo degradados cerca
de 35 pares de bases (pb) ao ano. Isso faz com que o envelhecimento aconteca,
porém com a enzima telomerase, este desgaste progressivo € menos agressivo pela

recuperacao de repeticdes (Esteireiro, 2013).

Assim, foi visto que a senescéncia replicativa € secundaria a alteragao
telomérica citada, entdo quando os telébmeros ficam em um nivel critico de
encurtamento, eles acabam sendo identificados como um dano no DNA, sendo
ativado entdo o seu reparo. Dessa forma, vias de senescéncia sao ativadas a parada
imediata e permanente do ciclo ou vias de apoptose sao acionadas para levar a célula

a morte n&o programada, dependendo do tipo celular (Esteireiro, 2013).

4.2 SENESCENCIA INDUZIDA POR ESTRESSE

Este tipo de senescéncia pode ser de duas causas diferentes: genética ou

epigenética.

A alteragcao genética € quando o DNA sofre danos fisicos ou quimicos na
estrutura, ou se ocorrem mutacdes na sequéncia de nucleotideos, que levam a
proteinas disfuncionais. Os danos podem ser extrinsecos: radiacdo ultravioleta ou
ionizante, substancias quimicas e virus; ou podem ser intrinsecos que sao reagoes
quimicas espontaneas, como hidrélise, e o principal, que sao radicais livres, como as

Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) (Esteireiro, 2013).

Alguns exemplos de EROs sao superoéxido e peroxido de hidrogénio. Elas s&o
altamente reativas e oxidantes, por isso podem causar danos ao DNA (Esteireiro,
2013). As EROs séao produzidas na cadeia respiratéria mitocondrial a partir de elétrons
ineficientes junto de outros estimulos fisiopatoldgicos, como radiagcdo ultravioleta,
inflamacéo e o tabagismo. O aumento de EROs resulta em uma alteragdo no DNA
principalmente mitocondrial, pois esse ndo é protegido com histonas, como o DNA
nuclear. Isso leva a uma disfuncao da fosforilacdo oxidativa e diminuicdo das defesas
antioxidantes (Bu et al., 2017); (Esteireiro, 2013).

Na senescéncia celular, as EROs estao associadas a parada do ciclo celular se

o dano for irreparavel. Dessa forma, ocorre a ativagao da via p53, para que aconteca
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a estabilizagcdo da proteina p53 e aumento da expressédo do gene p21, levando a

senescéncia ou a apoptose (Bu et al., 2017); (Esteireiro, 2013).

O estresse oncogénico, caracterizado pelo aumento da expressao de
oncogenes, também é um forte indutor de senescéncia celular, pois ele é capaz de
ativar os sinalizadores de reparo e SAHF, os quais levam as vias de senescéncia
(Esteireiro, 2013).

Em células jovens, EROs €& essencial para a vitalidade, pois permite que vias
sejam ativadas para o reparo. Ja em células senescentes, o aumento de EROs faz
com que aconte¢ca um acumulo de danos e mudangas quimicas, levando ao estado

de senescéncia (Bu et al., 2017).

As alteracdes epigenéticas referem-se a variagcbes da cromatina que sao
importantes para regulagéo da expressao genética por meio de mudangas no padrao
heterocromatina e eucromatina de um segmento do DNA de uma célula, onde sua
sequéncia primaria ndo é modificada. Os mecanismos de regulacdo para a
remodelagdo da cromatina sdo a metilagao (n&o € o unico radical de regulagéo) do
DNA, ou alteragdo das proteinas histonas (desacetilizagdo). Esse tipo de alteragao
epigenética pode ser relacionada na senescéncia replicativa ou na induzida por
estresse, nesta ultima, alguns farmacos podem levar a uma senescéncia precoce por

desordenar a organizagao da cromatina (Esteireiro, 2013).

Outro tipo de alteragdo epigenética sdo dos miRNAs, que sao pequenas
sequéncias nao codificantes de RNA, eficientes na regulacdo da expressdo de
multiplos genes. Isso possibilita mudangas celulares complexas que podem levar a
senescéncia, pois eles conseguem induzir multiplos processos, como proliferagao,
diferenciacao e até apoptose. Dessa forma, foi relacionado que muitos miRNAs s&o

associados a vias de senescéncia celular (Esteireiro, 2013).

Outros fatores de estresse levam a ativagdo do mecanismo de reparo, tanto
dependente como independente, por meio da ativacao de p19Arf, p16inkd4a e pRb.
Por ser um processo multifatorial, a senescéncia tem uma evolugdo da senescéncia
precoce para a completa. As sinalizagdes p53/p21 ou p16/pRb sdo um dos fatores

essenciais para a fase inicial da senescéncia em que as células estdo em tramite do
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ciclo regular para a sua parada definitiva. O outro fator seria a mudancga na estrutura

da cromatina e a organizagao cromossOmica (Bu et al., 2017).

4.3 VIAS DE SINALIZACAO

As vias de sinalizag&o celular e os mecanismos moleculares sado fundamentais
para a homeostase, este padrdao vem sendo estudado para elucidar as vias da
manutencao da senescéncia celular. Ao pensar na regulagéo da senescéncia ha duas
vias principais que vém sendo destacadas, a p53/p21Cip1 e a p16INK4A/pRb. Essas
sdo importantes vias para a supressao tumoral, mas que ao surgir danos no DNA
podem se tornar vias de senescéncia ou apoptose. Dessa forma, a suspeita principal

€ que as vias, mais os estimulos, levam a senescéncia celular inicial (Mijit et al., 2020).

4.3.1 Via da p53

A p53 é uma proteina codificada pelo gene p53, localizado no brago curto do
cromossomo 17 (17p13.1). A proteina possui essa nomenclatura devido ao seu peso
molecular ser 53 kiloDaltons (kDa). Ela é formada por 20 Kb e composta por 11 éxons,
sendo o primeiro nao-codificante; apresenta 393 aminoacidos e alguns dominios. O
dominio denominado transativacdo, localizado na extremidade amino-terminal é
responsavel por regular a expressao dos genes que agem na interrupgéo do ciclo. Na
regido central, ha os dominios encarregados de possibilitarem a ligagdo a sitios
especificos do DNA. Ja na extremidade carboxi-terminal ha um dominio de formagao
de tetr@meros (tetramerizagdo) e um dominio regulatério, que impede que o dominio
central interaja com regides promotoras de genes supressores e de apoptose (Figura
1) (Neto, 2020).

Figura 1 - Dominios da p53 com os nucleotideos

N-TERMINAL DOMINIO DE 5iTIOS ESPECIFICOS DO DNA

1 a4 284 320 360 363

Fonte: Adaptado de RiO, 2010.
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Descrito isso, foi constatado que a p53 tem um papel extremamente relevante
na supressao tumoral e na regulagdo da senescéncia, isso porque ela é responsavel
por estimular a expressao de genes-alvos envolvidos na interrupg¢ao do ciclo celular,
que sao capazes de fazer o reparo do DNA, apoptose e levar a senescéncia celular.
Entdo, quando o dano ao DNA é reversivel, acontece o reparo, mas quando é
irreversivel € induzido a apoptose ou a senescéncia (Figura 2). Dessa forma, pode-se
entender que a proteina p53 é responsavel por evitar o desenvolvimento da
carcinogénese nas células jovens e saudaveis (Neto, 2020); (Bu et al., 2017); (Mijit et
al., 2020).

Assim, os estimulos que levam ao estresse celular, ja comentados, conseguem
ativar a p53 e as cinases e acetiltransferases, que sdo capazes de fosforilar ou acetilar
a proteina (Neto, 2020).

Portanto, em resposta aos danos do DNA (DDR - DNA Damage Response) e
as EROs, o sistema de reparo do DNA ¢é ativado. As proteinas cinases, que sao
sensores de estresse, ATR ou ATM, acabam por ativar o eixo p53/p21Cip1. Por
consequéncia, acontecera a acetilagdo, pos-traducional, da p53. Isso impossibilita a
fosforilacdo de serinas na propria p53 na extremidade N-terminal, o que leva a
ativagdo de genes-alvos, como CDKN1A, que codifica a proteina p21Cip1. Ela é
essencial para a senescéncia, pois € uma proteina inibidora de CDK, ou seja, é capaz
de parar a progresséao do ciclo celular. A p21Cip1 modula a expressao dos genes-alvo
da p53 e também é capaz de promover a senescéncia e evitar a apoptose. Isso porque
a acetilagao em certos sitios da p53 leva a hiper fosforilagado, que esta associada a
baixa interagao dos genes-alvo com a p53, que s&o genes pr6 apoptose (Mijit et al.,
2020). A manutencao do estado de senescéncia € feita pelo aumento dos niveis de
p21, pois ela tem a capacidade de inibir a fosforilagdo da pRb, pelo complexo ciclina
E/CDK2 (Ferreira, 2012).

Aregulacao da p53, normalmente é realizada pela proteina MDM2, que faz uma
retroalimentacéo negativa na p53, e assim, a p53 tem sua acao de supressao tumoral.
A super expressdo de MDM2 esta associada a alteracdo genéticas de células
cancerigenas, pois ha uma disfungéo da p53. Entdo o dano ao DNA ou alteragbes

oncogénicas levam a ativagdo da p53, e quando acontece a sua fosforilagdo na
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extremidade amino-terminal Ser-15 e indiretamente na Ser-20 pelas vias ChK1 e
ChK2, ocorre a estabilizagao da p53. Dessa forma, ha bloqueio da progressao do ciclo
celular e a supressao tumoral (Bu et al., 2017); (Mijit et al., 2020); (Pimenta et al.,
2013).

Ou seja, a importancia funcional da p53 é para a preservagdo do cromossomo
€ sua sinalizacao para interromper o ciclo celular por mutagdes ou devido ao estresse
oxidativo, ocorre no checkpoint da fase G1/S (Gap-intervalo/Synthesis-sintese); a
funcdo dos checkpoints no ciclo é vital, pois eles impedem a formacao de células
irregulares, principalmente este da fase G1 para S, pois € o primeiro checkpoint do
ciclo celular (Neto, 2020).

Entdo, a perda da fungdo da proteina p53 traz uma deficiente resposta a
supressao tumoral, pois afeta a possibilidade de apoptose e de senescéncia da célula
anormal que passa pelo checkpoint G1/S, que sdo uma vantagem contra o cancer.
Além de também haver uma disfungdo nesse checkpoint de reparo do DNA (Neto,
2020).

Figura 2 - O desequilibro dos niveis da p53 e da sua ativagao, que a deixa estabilizada,

levam associagcdo a genes alvos que induzem senescéncia, apoptose ou reparo,
acontecendo a parada do ciclo.
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Fonte: Adaptado de Levine e Oren, 2009.
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4.3.2 Via da p16INK2a

A p16 é uma proteina codificada pelo gene CDKN2, que também pode ser
chamado de INK4A, que fica localizado no brago curto do cromossomo 9 (9p21). Ela
é constituida por 156 aminoacidos, tem baixo peso molecular e apresenta uma fungao
supressora de tumor. Ela age se ligando a CDKs, mais especificamente CDK4 e
CDKB®6, que sdo cinases importantes para formacdo de complexos ativos de CDK-
ciclinas D. A proteina p16 € encontrada no checkpoint do ciclo celular, G1/S, assim
como a p53 (Hsieh, 2011); (Fauri, 2008).

O aumento excessivo da expressao da p16 induz a parada do ciclo na fase G1,
por meio de um complexo de ligagdo CDK4/ciclina D, o que inativa a atividade cinase

da enzima, que é capaz de inibir o complexo (Figura 3) (Hsieh, 2011).

As principais proteinas pRb envolvidas no processo sao a p130, p105 e p107,
que parecem atuar na repressao da ciclina A. A ativacdo da p53 e da p16 parecem
estar ligadas para o inicio da senescéncia celular com a parada do ciclo, entdo a
ativacdo da p53 leva a uma diminui¢cdo dos niveis de p105 e p107, o que leva a um
aumento de p130 na forma hiper fosforilada, tornando-se assim um marcador de

senescéncia muito relevante (Mijit et al., 2020).

Entdo, a p16 junto da ativagdo da pRb séo importantes para a manutencao da
senescéncia celular, assim como os niveis de p16 dizem sobre a possibilidade de
haver uma reversdo do quadro de senescéncia quando se esta no inicio dela. Da
mesma forma que, se a p16 esta em altos niveis e a p53 nido esta sendo inativada, a
parada do ciclo ndo pode ser evitada (Hsieh, 2011); (Ferreira, 2012); (Mijit et al., 2020).
Sendo assim, a disfungdo da proteina p16 havera uma proliferagcdo anormal das
células, pois elas passam da fase G1 a S sem a checagem carregando mutagdes que

podem levar a tumores malignos, assim como disfungao da p53 (Hsieh, 2011).

Figura 3 - A proteina p16 é ativada apés o estimulo de EROs, forma o complexo CDK4
ou CDK6 com a Ciclina D, levando a ativagao da pRb, e assim, a parada do ciclo celular.
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Fonte: Adaptado de Li, 2013.

5 RNAs NAO CODIFICANTES (ncRNAs)

O processo central da célula é a utilizacdo do DNA localizado no nucleo celular
como molde para a transcricdo de RNAs mensageiros, que sao responsaveis pela
sintese de proteinas (Hombach; Kretz, 2016). No entanto, uma grande porcentagem
dos transcritos produzidos, sdo RNAs nao codificantes (ncRNAs), correspondendo a

98% de todo o genoma.

Os ncRNAs foram descobertos no inicio da década de 1990, quando
pesquisadores visavam encontrar novos genes codificantes de proteinas. Sao
moléculas ausentes de ORFs (Open Reading Frames - Sequéncias de bases
potencialmente codificadoras de proteinas), portanto, por muito tempo foram
considerados “lixos transcricionais” por ndao apresentarem funcionalidade para a
codificagdo de proteinas (Rossi; Gorospe, 2020). Porém, ao longo dos anos sua
funcionalidade foi sendo descrita, demonstrando uma importancia na manutencéao e

regulagédo génica, bem como na sinalizagao e diferenciagao celular.
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Atualmente os ncRNAs estdo relacionados com a senescéncia celular, visto
que realizam a regulagcao do comprimento de teldbmeros por meio do controle de
fatores celulares especificos (Rossi; Gorospe, 2020). Os RNAs nao codificantes
podem variar de acordo com suas fungdes e com o comprimento de sua sequéncia
de nucleotideos, com isso, possuem trés diferentes classes, sendo a primeira classe
dos RNAs de cadeia curta, como os miRNAs e RNAs de interferéncia, que contém de
18 a 25 nucleotideos. A segunda classe € constituida por RNAs curtos responsaveis
pela regulagao transcricional e traducional, que possuem de 20 a 200 nucleotideos de
comprimento, como os piRNAs. (Hombach; Kretz, 2016). Por fim, a terceira classe é
a dos RNAs longos que possuem mais de 200 nucleotideos de comprimento,
responsaveis pela modificacdo da cromatina e supressdo da transcricdo (Ponting;
Oliver; Reik, 2009).

As diferentes classes contribuem para regulagdes celulares especificas, tanto
traducionais como transcricionais. A partir disso, citaremos os principais ncRNAs

descritos na literatura e sua importancia.

5.1 RNAs NAO CODIFICANTES LONGOS (IncRNAs)

Os ncRNAs longos sao caracterizados por apresentarem mais de 200
nucleotideos de comprimento e por possuirem papéis importantes na dinamica
cromossOmica, regulagdo na expressado de determinados genes, além de mediarem
mudancgas epigenéticas por meio da modulagcdo da cromatina (Schmitz; Grote;
Herrmann, 2016).

Os IncRNAs sao classificados pela sua localizagdo gendmica, localizagao
subcelular e sua relagdo com genes codificadores de proteina. Portanto, podem
apresentar diferentes localizagbes no genoma e originarem transcritos a partir disso:
(1) LncRNAs intergénicos, que estado localizados em regides intergénicas e possuem
um comprimento maior que 200pb. (2) LncRNAs intronicos que estdo dentro de um
intron de um gene codificador de proteina, mas né&o interceptam nenhum éxon. (3)

LncRNAs que se sobrepde a regido 3’-UTR. (4) LncRNAs anti-senso transcritos da
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direcdo oposta dos genes que codificam proteinas. (5) LhcRNAs senso que se

sobrepdem aos éxons de genes que codificam proteinas (Figura 4) (Liang et al., 2022).

Figura 4 - Localizagao dos LncRNAs em relagdo a genes codificadores de
proteinas.
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Fonte: Adaptado de Barros, 2016

Além da localizacdo gendmica, a localizagao subcelular é fundamental, pois
determina as fungdes de cada IncRNA. Com isso, ha classes diferentes para cada
regiao celular em que podem ser encontrados. A primeira classe sao dos IncRNAs no
nucleo celular, normalmente responsaveis pela atividade moduladora na expressao
génica, a partir do recrutamento de fatores de transcricdo e pela organizacédo da

cromatina por meio de modificadores de cromatina (AMCs).

Ja a segunda classe, é caracterizada pelos IncRNAs também do nucleo, porém,
responsaveis pela regulagdo génica tanto de modo especifico quanto geral. Um dos
exemplos classicos € o RNA nao codificante, HOX antisense intergenic RNA
(HOTAIR), que atualmente é amplamente estudado devido sua relagdo com a
progressao do cancer e resisténcia medicamentosa, por meio de interagbes com vias
responsaveis pelo desenvolvimento da doenga, sendo, reprogramacao epigenética,

estabilidade proteica e transducdo de sinais (Rajagopal et al.., 2020). Por fim, a
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terceira classe é encontrada no citoplasma e podem atuar como competidores
endbégenos e serem “esponjas” de microRNAs, afetando sua expressao (Figura 5)
(Liang et al., 2022).

Figura 5 - Diferentes interagdes entre INnCRNAs e microRNAs. (A) Os IncRNAs atuam
como esponjas de microRNAs; (B) Os microRNAs podem surgir a partir do IncRNA; (C)
Os microRNAs podem degradar o IncRNA; (D) Pode haver competicao entre os
microRNAs e IncRNAs pelo sitio alvo do mRNA
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Fonte: Adaptado de Fernandes et al., 2019

Os ncRNAs em geral possuem semelhangas na sua biogénese com a do RNA
mensageiro, sendo transcritos pela RNA polimerase Il. Porém, como ndo possuem
ORF, acabam apresentando uma expressao mais baixa do que de genes codificantes

de proteinas (Fernandes et al., 2019).

Os LncRNAs apos serem transcritos pela RNA polimerase I, podem sofrer a
poliadenilacédo da regido 3’ e o “capping” na regiao 5’, a fim de conferir a estabilidade
da molécula. Posteriormente, os transcritos sofrem splicing e se tornam IncRNAs
maduros (Formichi et al., 2021). Apds este processamento, os RNAs néo codificantes

longos podem realizar fungdes celulares, sendo uma das principais, a regulagcao do
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splicing alternativo. Além disso, podem influenciar a remodelagao da cromatina, formar
duplex RNA-RNA com moléculas de pré-mRNA ou o duplex RNA-DNA e podem

interagir com fatores de splicing especificos (Pisignano; Ladomery, 2021).

Além dessa funcgao realizada pelos RNAs longos nao codificantes, € possivel
observar outras regulagdes celulares apds sua biogénese, como as detalhadas pela

figura a seguir:

Figura 6 - Participacdo do IncRNA na regulacéo da expresséo génica. Muitos tipos de
controles de IncRNA podem ocorrer para regular a expressdo génica.
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Legenda: (1) cromatina e condensacgdo cromossdmica atraves de modificagdes de histonas, (2) fatores
de transcri¢do (TF) recrutamento direto, (3) ligacdo a RNA polimerase (pol) 1l, (4) splicing alternativo,
(5) estabilidade do mRNA, (6) disponibilidade do miRNA, (7) Recrutamento de polissomos e (8)
modulacdo da expressdo génica em células vizinhas através do empacotamento em vesiculas
extracelulares (Fernandes et al.., 2019).

5.2 RNAs curtos de interferéncia (siRNAS)

Além da classe de ncRNAs citadas anteriormente, também ha a dos RNAs
curtos de interferéncia (siRNAs). Os siRNAs foram descritos pela primeira vez em

plantas (Petunias), durante o inicio da década de 1990 (Francga et al., 2011). Apés isso,
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em 2006, os pesquisadores norte-americanos, Andrew Z Fira e Craig C. Mello,

elucidaram o mecanismo de acao do RNAI.

Os RNAs curtos de interferéncia sao caracterizados por apresentarem de 20 a
30 nucleotideos de comprimento e serem responsaveis por mecanismos de
silenciamento pos transcricional e regulagdo génica. Os siRNAs sdo produzidos a
partir da clivagem de precursores de dsRNA mais longos por meio de uma RNase, a
endonuclease DICER. Além de poderem ser sintetizados por métodos quimicos e
bioquimicos (Kim; Rossi, 2008). Além disso, diferentes tipos de RNA de cadeia dupla
podem ser utilizados, como os shRNAs que possuem uma cadeia de RNA com a

presencga de um hairpin loop de um lado da estrutura (Franca et al., 2011).

Atualmente, os siRNAs sao utilizados para estudos em que € necessario o
knockout de determinado gene, a fim de analisar a importancia daquele gene para a

célula como uma possivel alternativa terapéutica (Franca et al., 2011).

O mecanismo de regulagdo do siRNA é mediado por pequenos RNAs de fita
dupla (dsRNAs), que é capaz de reconhecer uma sequéncia de mRNA-alvo a partir
de um complexo intracitoplasmatico, chamado RISC (RNA - Induced Silencing
Complex). Esse complexo permite o pareamento entre as fitas por meio da
complementariedade de bases, ocasionando o silenciamento por inibigdo da tradugao

elou degradagdo do mRNA (Figura 7) (Franga et al., 2010).
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Figura 7 - Demonstracdo da origem do siRNA e de como atua
silenciando/inibindo o mRNA especifico.
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Fonte: Adaptado de Garcia-Sanchez; Garcia, 2016.

5.3 RNAs circulares exénicos (circRNA)

Os RNAs circulares exénicos (circRNA), sdo moléculas covalentemente
fechadas sem poliadenilagdo na regido 3’'UTR. Sao altamente conservados entre
espécies, e foram descobertos primeiramente em leveduras e virus, em 1976
(Formichi et al., 2021). Posteriormente, foram detectados em células HeLa humanas
(Zhou et al., 2020).

Atualmente, algumas fung¢des dos circRNA foram reveladas, sendo capazes de
realizar a regulagao transcricional, atuar como “esponja de miRNA”, regular respostas

imunes e interagir com proteinas (Zhou et al., 2020).

Os RNAs circulares exdnicos sao formados a partir do “back splicing”, sendo

um tipo de splicing alternativo no qual a extremidade 3’ UTR de um éxon do pré-mRNA
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se liga a extremidade 5 UTR de si proprio ou a um éxon proximo, através de uma
ligacdo 3’, 5’ fosfodiéster, formando uma estrutura fechada com um local de jungao
“back-splicing” (Figura 8) (Yu; Kuo, 2019).

Figura 8 - Demonstragao da biogénese dos circRNAs a partir de um pré-mRNA.
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Fonte: Adaptado de Yu; Kuo, 2019

Os circRNAs normalmente sado encontrados no citoplasma, e por nao
apresentarem o cap 5’ e a cauda 3’, acabam se tornando moléculas resistentes devido

seu formato circular, ndo sofrendo degradagdo de RNAses (Yu; Kuo, 2019).

6 O QUE SAO OS microRNAs

Os microRNAs sdo moléculas de RNA, que se apresentam em pequenas
sequéncias, de 19 a 24 nucleotideos (Bhaskaran; Mohan, 2014). Os miRNAs nao sao
capazes de codificar uma proteina, mas foi relacionado que sdo essenciais para
regulagdo pos-transcricional da expressdo génica e a patologias ndo-neoplasicas e
tumores (Jorge et al., 2021). Os miRNAs funcionam se ligando a sequéncias-alvos,
complementares, em mRNA. Dessa forma, a maquinaria de traducado sofre uma
intervengdo, e assim, a traducdo € parada ou altera o produto proteico final
(Bhaskaran; Mohan, 2014).
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Existem mais de 2.500 miRNAs identificados da espécie humana, porém ha
muitos que nado se compreende a funcdo ainda. Eles s&o organizados por
nomenclaturas especificas, para serem identificados, e relatado no miRBase, onde os
mMiRNA descritos s&o organizados em se¢des com descrigdes. Esta base de dados é
organizada pela Universidade de Manchester (https://www.mirbase.org) (Jorge et al.,
2021).

6.1 NOMENCLATURA DOS microRNAs

O sistema de nomenclatura para os miRNAs é para garantir uma uniformidade
e praticidade na catalogagao. Eles sdo numerados de forma sequencial conforme séo
desvendados e publicados. Os miRNAs que foram estudados experimentalmente,
recebem a numeracao e o prefixo “miR-". Para determinar a espécie Homo sapiens
do miRNA ha também o prefixo “hsam” antes do “miR”. Outra terminologia é que
quando a letra “R” estd em maiusculo, diz sobre o miRNA maduro e quando esta em
minusculo, aborda o gene que codifica 0 miIRNA, ou seja, o miRNA primario
(Bhaskaran; Mohan, 2014).

Ha genes de miRNAs que possuem copias paralogas no genoma. Quando
essas copias originam sequéncias maduras idénticas, apés o numero de identificagao,
ha um sufixo numérico para diferenciar as sequéncias de miRNA, que podem estar
em localizadas em diferentes cromossomos, como por exemplo, 0os genes hsa-mir-7-
1, hsa-mir-7-2 e hsa-mir-7-3, situadas nos cromossomos 9 (9921.32), 15 (15926.1) e
19 (19p13.3), respectivamente (Nunes, 2015).

Outros genes de miRNas sao capazes de expressar sequéncias maduras
similares, que diferem apenas 1 ou 2 nucleotideos, para esses, além do sufixo
numeérico ha uma letra minuscula. Ja para os miRNAs maduros, ha também a letra
minuscula. Os mMiRNAs podem também ser classificados de acordo com a
extremidade do pré-microRNA que os miRNAs maduro originam-se. Nesse caso, ha
os sufixos “-5p” e “-3p”, para indicar a extremidade 5’ ou a 3’, respectivamente (Nunes,
2015).


https://www.mirbase.org/
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Os miRNAs podem também ser encontrados em forma de agregados, assim
sdo chamados de “clusters”, que pode ser chamado de “cluster’” mais o nome do
miRNA na ordem crescente, sentido 5 para 3’. Os exemplos de miRNAs e sua

nomenclatura descrita neste texto estdo no “Quadro 1” (Nunes, 2015).

Quadro 1: Exemplos de miRNAs e sua nomenclatura

Nome do microRNA Explicagcao da nomenclatura

Um loci genémico que codifica o

mir-21 miRNA precursor

miR-21 E microRNA maduro

Um miRNA do organismo Homo
sapiens (hsa); um loci genémico
(mir); numero de identificacao

hsa-mir-219-1 k .
219; apresenta uma sequéncia
precursora idéntica sendo ela
numero 1
Um miRNA maduro do

hsa-miR-130b organismo Homo sapiens, que

derivam do precursor hsa mir-
130b

Um miRNA maduro que provém

hsa-miR-133a-5p da extremidade 5’ do precursor

E um cluster de sete miRNAs
(MiR-17-5p, MiR-17-3p, MiR-18,
miR-19a, miR-20a, miR-19b-1 e
miR-92-1)

cluster miR-17-mir-92

Fonte: As autoras, 2023.

6.2 BIOGENESE DOS miRNAs

O processo de biogénese pode ser dividido em 2 vias: Via canbnica e nao
candnica. A primeira via € caracterizada pela presenca das enzimas, DROSHA e
DICER, sendo a primeira enzima responsavel por clivar os precursores do miRNA no
nucleo, enquanto a segunda realiza esse processo no citoplasma (Jorge et al., 2021).
Além disso, ha a participacdo das enzimas da familia Argonauta e proteinas
responsaveis pelo efeito regulador pds-transcricional, o complexo RISC (Costa;
Leitdo; Enguita, 2012).
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6.2.1 Transcrigao e processamento celular da biogénese canénica

A biogénese da via canbnica comeca no nudcleo celular a partir da transcrigéo
de regides intragénicas (regides intronicas) e intergénicas, ocorrendo tanto da fita
antisense quanto da fita antisense do DNA, pela RNA polimerase || ou RNA

polimerase Il (Jorge et al., 2021).

A partir da transcrigdo, ha o surgimento do miRNA primario (pri-miRNA) que
possui estrutura de hairpin, com regides “stem”, em que dois segmentos de RNA com
bases complementares sao pareados, formando uma regido de dsRNA (RNA de
cadeia dupla), com seus extremos protegidos por encapamento (CAP) e cauda poli-A
(Figura 9) (Kim; Han; Siomi, 2009).

Além disso, ha as regides “loop”, nas quais os pares de bases ndo sao
complementares, constituindo, assim, algas circulares (Sun; Tsao, 2008); (Amaral et
al., 2010).

Figura 9 - Transcrigdo das regides intronicas e intergénicas.

Regido
Gene intergénicas Gene
IRRRRR AR RN RRRa el
Exon Intron Exon Intron
‘ Pol Il
TITTT =TT
Pol Il

v
e 3 ~\ :

pri-miRNA pri-miRNA
A) Transcrigdo de regiao B) Transcri¢do da regido
intrénica intergénica

Fonte: Adaptado de Finkbeiner, 2023.
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Apos a criagado do pri-miRNA no nucleo, ha o processamento pela enzima
DROSHA e a proteina DGCRS8, que ira reconhecer a estrutura “stem e loop” e ira

remover a cauda poli A e o encapamento das extremidades (Vishnoi; Rani, 2016);
(Otaguiri, 2013).

A estrutura que é liberada n&o possui 2 nucleotideos na extremidade 3’, devido
a acao da enzima DROSHA e possui aproximadamente 70 nucleotideos de

comprimento, sendo denominada pré-miRNA (Figura 10) (Formichi et al., 2021).

Figura 10 - Via Candnica

A DNA e Ntcleo
(miRNA gene) WW
5
: RNA Pol I
vy
e ooy
B pri-miRNA 1l L i i }
{ Drosha/
EN DGCRS8
3 v

lDicer

miRNA maduro 000008800800880082808001
dddiaddddddddddddddadd

Fonte: Adaptado de Kilikevicius; Meister; Corey, 2021

6.2.2 Processamento citoplasmatico

ApOs a geracgao, o complexo exportina-5 (XPO5)/RanGTP reconhece os pré-
MiRNAs e os exporta para o citoplasma, onde sédo processados pelo Complexo de
Silenciamento Induzido por RNA (RISC — RNA- induced silencing complex). Este
complexo apresenta a ribonuclease tipo Il (DICER), proteinas argonautas de ligagao
de RNA e a proteina TRBP, que tem como funcéo se ligar na fita dupla de RNA,
conectar a DICER e as proteinas argonautas (AGO), transferindo o pré-miRNA para
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dentro do complexo (Otaguiri, 2013). Ja dentro do RISC, a DICER ira reconhecer o 5’
fosfato e a saliéncia na regidao 3’, e por meio da helicase PAZ, estrutura encontrada
junto a DICER, ira retirar o loop terminal do pré-miRNA, que resultara em um duplex
miRNA maduro, contendo 22 nucleotideos de comprimento (Vishnoi; Rani, 2016);
(Otaguiri, 2013).

Em seguida, a fita guia é carregada pelas proteinas argonautas de maneira
dependente de ATP, enquanto a outra fita é retirada do complexo e degradada pela
Agonauta 2 (AGO2) (Figura 11) (Formichi et al., 2021).

Figura 11 - Processamento do pre-miRNA no complexo RISC

}:ﬂ:ﬂ:ﬂm Pri-miRNA

'

DROSHA

T s B pmscoon
1 fus 2 2% il

‘ Exportina 5
RanGTP

Nucleo \ Eﬁ

Citoplasma

miRISC COM
FITA GUIA

Pre-miRNA

COMPLEXO RISC
(miRISC)

Fonte: As autoras, 2023.

Ap0s a selegao da fita guia, o complexo miRISC sera guiado até o mRNA alvo,
para ocorrer a regulagdo de sua expresséao. A partir disso, o complexo RISC identifica
as sequéncias complementares dentro da regido 3' UTR do mRNA alvo, levando a
instabilidade do mRNA ou reprimindo sua tradugao (O'brien et al., 2018). A regulagao
da expresséo ocorre devido a complementaridade da regido 5' do miRNA, sendo uma
regido hepta métrica altamente conservada (seed region), com a regiao alvo do mRNA
(Figura 12) (Formichi et al., 2021).
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Figura 12 - A sequéncia altamente conservada do miRNA esta localizada do
nucleotideo 2-8 na regiao 5’ e ha a complementaridade da regiado com o mRNA
alvo.

Regido altamente
conservada

AC
|
CACGACGUUAUGACGA CA
S’illllllllllllllll

Fonte: Peterson et al., 2014

Apos o reconhecimento, diferentes mecanismos regulatorios podem
ocorrer, como: deadenilacdo do mRNA, clivagem do alvo do mRNA ou

repressao translacional (Formichi et al., 2021).

6.2.3 Via nao canédnica Transcricdo e processamento celular da

biogénese ndo candnica

No processo de biogénese de miRNAs por vias ndo candnicas, a produgao de
pré-miRNAs ocorre no nucleo, a partir de outras moléculas, como o short hairpin RNA
(shRNAs), miRtron ou m7G-pre-miRN (Jorge et al., 2021). Os shRNAs, s&o clivados
pelo complexo DGCR8/DROSHA e exportados para o citoplasma por meio da
Exportin-5/RanGTP. No citoplasma ocorre o processamento dos pré-miRNAs pela
AGO2, independente da DICER, pois ndo possuem comprimento suficiente para
serem substratos da DICER (O'brien et al., 2018).

Por outro lado, os miRtrons e m7g-pre-miRN sdo exportados diretamente para
o citoplasma por meio da exportina-1 e exportina-5, respectivamente. Enquanto estao
no nucleo, ndo sao clivados pelo complexo DROSHA/DGCRS8. Diferentemente dos
shRNAs, esses pré-miRNAs requerem ser processados pela DICER (O'brien et al.,
2018).
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Os caminhos citados anteriormente irdo resultar em um complexo miRISC
funcional, que ira reconhecer o mRNA alvo e realizar a regulagdo, como na via

canénica (Figura 13).

Figura 13 - Nas vias nao canénicas, pequenos hairpin RNA (shRNA) sao inicialmente
clivados pelo complexo DROSHA/DGCRS. A biogénese nao candnica pode ser dividida
em vias independentes de DROSHA/DGCRS e independentes de DICER.
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Fonte: Adaptado de O'brien et al., 2018

6.3. MECANISMOS DE ACAO

A complementaridade da regido do miRNA com o mRNA contribui para a
regulagéo génica e o complexo miRISC é fundamental para esse reconhecimento,
tanto nas vias candnicas como nas nao canbnicas. Porém, dependendo do grau de
complementaridade entre as bases, uma das vias pode ser utilizada: a via do RNA de
interferéncia (siRNA) ou a via do miRNA (Amaral et al., 2010).
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Caso a complementaridade mRNA e miRNA seja quase perfeita, a via do siRNA
sera utilizada, e havera a clivagem pela RISC, especialmente a enzima AGO2,
levando a degradacdo do mRNA. Este modo de silenciamento € mais encontrado em
plantas (Cowland; Hother; Gronbaek, 2007).

Por outro lado, as células humanas seguem outro tipo de silenciamento, sendo
a via do miRNA. Portanto, caso a compatibilidade entre 0 miRNA e o mRNA seja
parcial, podera haver a repressao da tradugao, repressao da fase de alongamento da
traducéao e desestabilizagao do transcrito a partir da retirada da cauda poli A (Cowland;
Hother; Gronbaek, 2007).

A maioria das vezes os miRNAs se ligam principalmente na regidao 3’ UTR do
RNAm, como também na regido 5’ UTR, e até mesmo na regido promotora. Essa
interagdo pode fazer com que haja a repressao da tradugao, porém, quando ligados

na regiao promotora, podem ativar a expressao (Jorge et al., 2021).

Contudo, a capacidade dos miRNAs de interagirem com diversos mRNA nos
possibilita compreender que um determinado miRNA pode regular processos opostos
em distintos tipos celulares, como, aumentar a proliferagdo celular e a taxa de

apoptose (Jorge et al., 2021).

Além disso, em estudos anteriores foi demonstrado que os RNAm quando
silenciados pelos miRNAs, podem ficar acumulados em compartimentos no
citoplasma, denominados corpos de processamento (P-bodies). Nesses
compartimentos, ha diversas enzimas que promovem a deadenilagdo, decapamento
ou degradacdo dos RNAs mensageiros. Esse mecanismo contribui para o controle
dos mRNAs (Amaral et al., 2010).

6.4. MECANISMO DE TRANSPORTE DE miRNAs

Ap06s o processo de biogénese dos miRNAs, poderao ser exportados por meio
de trafego de vesiculas e transportadores de proteina. A descoberta desse mecanismo

foi realizada por Valadi et al., apés observarem miRNAs e mRNAs sendo
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transportados por exossomos e sendo captados por outras células (Valadi et al.,
2007); (Mori et al., 2019).

O transporte de miRNAs por meio de exossomos contribui para a modulacao
da expressao génica e a funcéo de células distais. Porém, esse mecanismo ainda nao
€ completamente entendido, sendo um tema a ser amplamente estudado, visto que

pode estar associado a progressao de doengas. (Mori et al., 2019).

Por outro lado, os miRNAs podem ser transportados associados a proteinas
com o objetivo de levar até determinada célula e realizar a inibicdo do RNA
mensageiro alvo. Esse mecanismo de transporte pode ser realizado por lipoproteinas,
como LDL (Lipoproteina de baixa densidade) e HDL (Lipoproteina de alta densidade).
Os miRNAs podem se associar a HDL por meio do receptor scavenger classe B tipo |

(SR-BI), adentrando assim em células (Mori et al., 2019).

Os miRNAs nao estao restritos a apenas os transportes citados anteriormente,
ha também o transporte por meio de ribonucleoproteinas como a AGO2 e NPM1
(Proteina localizada no nucléolo), esse mecanismo corresponde a 90%, enquanto
10% estéao relacionados ao transporte por exossomos (Ho et al., 2022). Entretanto, ha
outras proteinas que ainda nio foram determinadas como participantes no transporte
de miRNAs (Arroyo et al., 2011); (Mori et al., 2019).

Contudo, os miRNAs extracelulares podem atuar como importantes
biomarcadores em diversas doengas, visto que podem se apresentar em grandes ou
pequenas quantidades em certos tecidos, demonstrando algum tipo de alteragao

celular e contribuindo para o diagnéstico precoce de doengas

7 RELAGAO DOS microRNAs E SENESCENCIA CELULAR

A relagcdo dos miRNAs com a senescéncia celular é complexa, mas se sabe
que existe um padrao de expressdao dos miRNAs, ainda em estudo, que varia de
acordo com a idade do organismo, tipo celular e tecidual. A agcdo dos miRNAs sobre
os mMRNAs é que resultam no produto, assim, foi associado que diferentes grupos de

mMiRNAs levam a distintas agdes, como por exemplo, aumento ou diminuicdo da
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progressao do envelhecimento e acdo de supressao tumoral. Assim, os miRNAs
possuem agao antagbnicas no caso da senescéncia e supressao tumoral, fazendo
com que descobrir o padrao exato seja complexo, mas que foi possivel entender que
as alteragdes dependem do contexto em que os miRNAs estdo inseridos (Santos,
2016).

7.1 miRNAs ENVOLVIDOS NA VIA p53

Assim, alguns miRNAs associados a esta via de sinalizagdo, sendo
superxpresso ou até sub-expresso na senescéncia celular. Ha miRNAs que quando
estao sub-expressédo acabam por induzir a senescéncia, porque aumenta-se 0s niveis
de p53. Isso ocorre com o miR-125b, que se liga diretamente ao mMRNA p53, que
acaba por suprimir a p53 e inibir a senescéncia quando esta superxpresso. O mesmo
ocorre para miR-504, MiR-25 e miR-30d, que possuem como alvo a p53 e evitar a

senescéncia, mas que se tiverem niveis baixos induzem-na (Munk et al., 2017).

Outro alvo dos miRNAs na via p53 sao proteinas que agem sobre a p53 ou
sobre a p21, deixando a ativada de forma direta, ou indireta (0 mecanismo de
desativagéo da proteina p53 ou p21 ndo funciona). Um exemplo disso € a MDM2, que
€ uma proteina capaz de desacetilar a p53, impedindo a senescéncia e apoptose.
Dessa forma, miRNAs como miR-192, miR-194, miR-215 e miR-605 agem sobre o
gene, impedindo a expresséo da proteina MDMZ2. A consequéncia s&o niveis de p53
ativada aumentados o que desencadeia a senescéncia. A SIRT1 € uma proteina que
também consegue atuar sobre a p53 ativada, sendo um possivel alvo de miRNAs que
impedem a expressao da proteina, sdo eles: miR-34, miR-22, miR-138, miR-181a e

miR-217 para inibir a supresséao (Figura 14) (Munk et al., 2017).



Figura 14 - miRNAs que agem na p53 e p21
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7.2 miRNAs ENVOLVIDOS NA VIA p16

Na via p16 foram demonstrados miRNAs que estdo envolvidos no processo de

senescéncia celular, principalmente suprimindo a expressao da p16 (Figura 15).
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Figura 15 - Principais miRNAs estudados que interferem na via p16
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A partir de estudos recentes, foi demonstrado que a via p16 pode ser regulada
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A regulacdo direta esta associada ao miR-24, responsavel por se ligar
diretamente a p16 e suprimir a tradugao tanto em células humanas como em linhagens
tumorais e em modelos de doengas, como a osteoartrite. A via p16 possui muitas
interagdes, portanto sua regulagdo € complexa e o miR-24 é considerado o principal

miRNA por regular a via, porque se liga exclusivamente a essa proteina (Suh, 2018).

A regulagéo indireta por sua vez esta relacionada com miRNAs que atuam se
ligando a reguladores epigenéticos, como o complexo Polycomb repressivo PRC1 e
PRC2, que sao capazes de modificar histonas e muitas vezes reprimir a expressao
génica. Os principais miRNAs, associados a essas modificagbes epigenéticas s&o
miR-9, miR-125 e miR-181, sendo capazes de modular o CBX7, proteina associada
ao complexo PRC1, que é capaz de reprimir o locus INK4/ARF, local em que se

encontra a p16 (O'loghlen et al., 2015).

Além disso, outros miRNAs como o miR-141, miR-138, miR-424, miR-26b,
podem atuar reprimindo outras regides como o BMI1 (oncogene capaz de regular a
p16), EZH2 (enzima que participa do complexo PRC2), proteinas PcG (polycomb)
como a SUZ12 (Figura 16) (Suh, 2018).

Figura 16 - Demonstragao dos miRNAs que realizam a regulacgao indireta
Regulacao indireta
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Fonte: As autoras, 2023.
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Além da regulacao direta e indireta, ha miRNAs que podem regular a pRB,
proteina associada ao crescimento celular e a via p16, sendo os miR-29 e miR-30. Os
miRNAs citados também sdo capazes de reprimir a B-Myb (MYBL2), um fator de
transcricao capaz de regular positivamente a expressao de diversos genes associados
a proliferagao celular. Essa repressao ocorre em células em senescéncia. (Martinez
etal., 2011).

7.3. miRNAs FORA DAS VIAS PRINCIPAIS DA SENESCENCIA CELULAR

Além dos miRNAs que atuam diretamente nas vias de sinalizagdo ha os que
agem na rede que regula o fendtipo relacionado a senescéncia, o SASP. Isso se
concentra no espago intracelular e influencia as vias de sinalizagao a parada. Os miR-
146a e miR-146b aumentam a expressao de IRAK1 (Cinase Associada ao Receptor
de Interleucina-1), o que induz secregéao de citocinas inflamatérias, como a IL6 e IL8,
0 que leva a senescéncia. Porém, em fibroblastos humanos primarios, ja foi visto que
aumentar os niveis de miR-1463/b podem levar a uma diminuicdo de IRAK1 e

consequentemente das interleucinas (Figura 17) (Munk et al., 2017).
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Figura 17 - miRNAs que agem com SASP

Senescéncia Celular

Fonte: Adaptado de Munk et al., 2017

8 microRNAs, SENESCENCIA CELULAR E SUA RELAGAO COM O
CANCER

Como visto anteriormente, o estado de senescéncia da célula impede a
progressao do ciclo e esta relacionado com os miRNAs. Dessa forma, a senescéncia
foi determinada como um importante processo de protecdo, a supressao tumoral.
Pensando nisso, vamos descrever de forma sucinta sobre o cancer e sua relagdo com

os miRNAs e pontuar a correlagdo dos miRNAs.

Alguns SASP sao capazes de levar a uma promocéao da invasao do tumor e de
metastases, que consequentemente levam a alteragdes moleculares e estruturais de

tecidos. Enquanto outros SASP estimulam a inflamagéo e tumores malignos. Esses
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fatores, direcionam que o estado de senescéncia de forma prolongada, podem

provocar o desenvolvimento de tumores (Suh, 2018).

Foi determinado que os tumores tém alteragao na expressao de algum miRNA,
isso porque as regides gendmicas que codificam os miRNAs humanos, na
carcinogénese, estao alteradas e desreguladas. Os miRNAs que atuam como miRNAs
oncogénicos, sdo chamados de “oncomiRs”, que atuam nos mecanismos de migragéo
e invasao celular, apoptose e proliferacdo dentro do processo da carcinogénese
(Jorge et al., 2021).

Os oncomiRs fazem a agao de forma contraria dos miRNAs de supressao
tumoral, eles sdo caracterizados por uma expressao alta em células cancerigenas o
que impede a codificacdo de genes supressores de tumores, levando a um estimulo
da proliferacdo tumoral, taxas de morte celular, formacdo de metastase e se

relacionando até com o progndstico do paciente (Jorge et al., 2021).

Dessa forma, € interessante se pensar que os miRNAs oncogénicos podem ser
foco de pesquisa para alvos terapéuticos em casos de neoplasia avangados,
identificacdo de subtipos de tumor e até em progndsticos, como citado. Pensando
nisso, cada vez mais se tem artigos publicados relacionados a miRNAs e cancer.
Segundo Jorge et al., em um periodo de 7 anos, na base de dados do PubMed® os
descritores “miRNA” e “cancer”, tiveram um salto de 2013 que eram 1387 artigos
publicados para 2019 com 2737, um aumento praticamente de 100% (Jorge et al.,
2021).

Os c-miRNAs sao também encontrados sendo expressos pelas células
cancerigenas, e sao utilizados como meio de comunicacao intercelular, afetando a
expressdo génica de células distantes, auxiliando na progressdo do cancer e nas
metastases, neste ultimo caso, facilitando a colonizagdo. Por isso, vem sendo
amplamente estudado em quais tipos de tumores podem ser utilizados como

biomarcador, progndstico e resposta terapéutica (Jorge et al., 2021).

Um exemplo de miRNA supressor de tumor é o miR-125b, que tem a
capacidade de diminuir a expressao de certos genes, como LIPA, TP53, SCD1, entre
outros. Porém, como oncomiR, esta presente na maioria das leucemias humanas,

como a Leucemia Mieldide Aguda, Leucemia Megacarioblastica Aguda, Leucemia
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Mieldide Crénica e Leucemia Linfoblastica Aguda, a agao dele nestes casos € reprimir
fatores de diferenciacao hematopoiéticos ou atuar diretamente nos promotores de
genes de metastases, inibidores de metastases e nos fatores que favorecem a

apoptose, desregulando-os (Hussen et al., 2021).

Apesar de tanto ja ter sido descrito sobre os oncomiRs, ainda & necessaria uma
maior compreensao para se utiliza-los como biomarcadores, alvo de terapias,
diagndstico. Por isso, atualmente, muitos estudos vém sendo feitos para elucidagao
do potencial dos miRNAs desregulados dentro do cancer, que € um problema de

saude crescente mundial (Hussen et al., 2021).
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9 CONCLUSAO

A presente revisdo bibliografica retratou a relagcdo dos microRNAs com a

senescéncia celular e sua importancia de estudos nessa area.

A senescéncia celular é caracterizada pela interrupgao do ciclo celular, em que
varios estimulos podem levar a desregulagdo desse ciclo. A partir disso, ha vias
fundamentais para a supressao tumoral e homeostase celular, como a via da p53 e
p16, sendo proteinas que podem estimular a expressdo de genes especificos que

acarretam o reparo do DNA ou a apoptose.

Esses mecanismos podem ser regulados por varios RNAs n&o codificantes,
porém, nesta revisdo citamos principalmente RNAs de cadeia curta, como os
microRNAs. Os miRNAs possuem de 19 a 24 nucleotideos, e correspondem a
moléculas de RNA que n&o podem realizar a tradugao, porém, possuem a capacidade
de regulagao génica a partir da ligagdo com sequéncias alvos de mRNAs. A regulagéo
de diversos genes pode ser feita por um unico miRNA, demonstrando assim, a

importancia do mesmo em diversas vias.

A compreensao e a elucidacdo dos mecanismos de envelhecimento celular séo
essenciais para prevencgao e diminuigdo de casos de patologias associadas, como o
cancer e a predisposicdo a outras doencas por mutagbes genéticas. Uma

problematica que vem se agravando na saude publica mundial.

A forte relagéo entre os miRNAs e a senescéncia demonstra a sua importancia
e estudos vém sendo realizados de acordo com a necessidade das doencas
estudadas. Assim, € possivel ver que o futuro destas pesquisas ¢é talvez a perspectiva
de aplicar os miRNAs como biomarcadores de progndstico e até no tratamento de

tumores malignos e em doencgas cardiacas.

A expectativa é de que mais pesquisas na area de senescéncia e sua relagao
aos miRNAs aumente, pois, a regulacdo dos miRNAs sobre a senescéncia pode

refletir no conhecimento que auxiliara na compreensao das patologias
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