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Resumo

Os microRNAs (miRNAS) sdo curtas cadeias de RNA ndo codificante, com cerca de 18
a 25 nucleotideos, que regulam os niveis de mMRNAs que sdo produzidos a partir de genes
codificantes de proteinas. A descoberta dos miRNAS e a sua subsequente caracterizacdo
estrutural e funcional revelou a existéncia de um novo processo de regulacdo pods-
transcricional da expressdo génica em células eucaridticas que afeta uma grande
variedade de funcGes celulares. A senescéncia acompanha o processo de evelhecimento
dos organismos e € manifestada pela perda da capacidade proliferativa das células em
resposta a diversos fatores de stress que desencadeiam alteracdes moleculares especificas.
Na ultima década foram identificados e caracterizados varios miRNASs que participam na
regulacdo do fenotipo da senescéncia celular, quer através da modulacdo de vias de
sinalizacdo endogenas que controlam a progressdo do ciclo celular, quer através da
secrecdo de factores de sinalizacdo. Varios estudos tém também revelado a enorme
potencialidade dos miRNAs como biomarcadores e alvos moleculares de novas
abordagens terapéuticas. No futuro, € expectavel que os avancos cientificos possam ser
transferidos para a pratica clinica com vista a uma efetiva prevencdo, vigilancia e

tratamento do envelhecimento prematuro e de doengas associadas ao envelhecimento.

Palavras-chave: RNA ndo codificante, microRNA, senescéncia e envelhecimento.
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Abstract

MicroRNAs (miRNAs) are short non-coding strands of RNA, of about 18 to 25
nucleotides, which regulate the level of mMRNAs that are produced from protein-coding
genes. The discovery of miRNAs and its subsequent structural and functional
characterisation revealed a new process of post-transcriptional regulation of gene
expression in eukaryotic cells which affect a wide variety of cellular functions. The
senescence go along with the aging process observed in organisms, being expressed by
the loss of the cell proliferative ability in response to several stress factors that trigger
specific molecular alterations. In the last decade, several miRNAs with regulatory roles
in the cellular senescence phenotype through their action in endogenous signalling
pathways involved in the control the cell cycle progression or in the secretion of signalling
factors have been identified and characterized. Several studies have also unraveled the
tremendous potentiality of miRNAs as biomarkers and molecular targets of new
therapeutic approaches. In the future, all these scientific advances are expected to be
translated into clinical practice for an effective prevention, surveillance and treatment of

premature aging and aging-associated diseases.

Keywords: Noncoding RNA, microRNA, senescence and aging.
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1. Introducéo

“...ndo existe uma entrada na velhice, mas entradas diferentes e sucessivas”

Levet-Gautrat

O envelhecimento cronoldgico € um processo que se inicia no nascimento e continua até
a morte. Ele resulta de alteracGes celulares especificas que se manifestam em todos o0s
tecidos e 6rgdos, comprometendo as fungdes fisioldgicas do organismo que fica, por isso,

mais predisposto a doencas crénicas (Teixeira e Guariento, 2010).

Os estudos cientificos sobre as causas do envelhecimento humano sdo limitados. Por
questBes éticas, as pesquisas experimentais em seres humanos sdo limitadas sendo, por
isso, desenvolvidas preferencialmente em modelos animais, nomeadamente, os roedores.
Também sdo utilizados organismos-modelo, tais como o nematoide Caenorhabditis
elegans, a mosca da fruta Drosophila melanogaster e a levedura Saccharomyces
cerevisiae. A vida curta, o genoma completamente sequenciado, a biologia bem
caracterizada e o custo associado a sua utilizacdo em estudos experimentais sdo
caracteristicas que favorecem a sua utilizacdo destes organismos em estudos de

investigacdo (Teixeira e Guariento, 2010).

Os microRNAs (miRNAS) representam a classe de moléculas de RNA nédo codificantes
mais bem caracterizada. Com cerca de 18-25 nucleotideos, estas moléculas tém por alvo
0 RNA mensageiro (mMRNA) inibindo a sua traducdo e, subsequentemente, a sintese da
respetiva proteina. Sendo reguladores pés-transcricionais da expressdo genica, estas
pequenas moléculas de RNA influenciam muitos e variados processos celulares que vao
desde a embriogénese a apoptose. Por isso, 0s mMiRNAs sdo a nova frente de pesquisa de
muitos cientistas que procuram conhecer melhor os mecanismos de modulagdo da

expressao génica, na saude e na doenca.

Os miRNAs permaneceram despercebidos até a década de 90, ndo sé por falta de métodos
sensiveis a sua detecdo, mas também por se assumir que 0 DNA n&o codificante ndo seria
funcional. De facto, até ao inicio da década de 90, o interesse da comunidade cientifica

estava essencialmente focado na identificacdo e caracterizacdo de genes codificantes,
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bem como na compreensdo dos mecanismos da transcrigdo e traducgdo, e o estudo das
regides ndo codificantes do genoma ndo despertava muito interesse. SO em 1993 a
importancia dos miRNAs comegou a ser revelada.

Apesar do termo miRNA ter surgido em 2001, o primeiro miRNA foi descoberto em
1993 quando o investigador Victor Ambros e colaboradores estudavam a influéncia de
uma mutacdo no desenvolvimento da Caenorhabditis elegans (Figura 1), tendo
demonstrando que o gene mutado lin-4 ndo codificava uma proteina, mas era expresso na
forma de um RNA minusculo que se ligava especificamente a um mRNA, bloqueando a
traducdo da proteina. Subsequentemente, muitos outros miRNAs foram identificados

neste organismo.

Figura 1. O neméatodo Caenorhabditis elegans (extraido de http://nematode.net).

A partir de 1998, com a descoberta do mecanismo celular designado por interferéncia de
RNA ou simplesmente RNAI, por Andrew Fire e Craig Mello a quem foi atribuido o
Nobel de Medicina em 2006, foi despertado o interesse por estas pequenas moléculas de
RNA reguladoras da expressao génica. O segundo miRNA foi descoberto em 2000 em C.
elegans, o let-7, que reprime a expressao de, pelo menos, cinco proteinas (lin-41, lin-14,
lin-28 e daf-12) envolvidas na transicéo entre diferentes fases do desenvolvimento deste
nematodo. Subsequentemente, novos estudos demonstraram que esta sequéncia génica é
conservada em muitas espécies, ndo deixando davidas de que estes deveriam
desempenhar um papel fisioldégico importante. Presentemente, mais de 1 000 miRNAs
humanos estdo descritos no repositorio publico de sequéncias de miRNA, a miRBase
(Kozomara e Griffiths-Jones, 2014). Os estudos nesta area tém revelado que diferentes
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tipos de miRNA sdo expressos em diferentes tipos de células e em diferentes fases do
desenvolvimento dos organismos bem como em condicdes patoldgicas de etiologia muito
diversa o que revela, por um lado, a enorme complexidade desta nova forma de regulagéo
da expressao géenica, como também sugere a sua utilizacdo a nivel terapéutico (Almeida
et al., 2011; Liu et al., 2012; Smith Vikos e Slack, 2012). A informacéo sobre os RNAs
ndo codificantes tem, por isso, registado um crescimento exponencial nas ultimas
décadas, nomeadamente quanto ao seu papel de mediador molecular nos processos de

senescéncia celular e envelhecimento.

Neste contexto, foi efetuada uma revisdo bibliografica acerca destas pequenas moléculas
de RNA, quer a nivel da sua estrutura, funcdo e mecanismo de a¢do, bem como do seu
envolvimento no processo de envelhecimento. Deste modo, o presente trabalho
corresponde a uma dissertacdo de indole teorica, estando isenta de qualquer tipo de
trabalho pratico experimental. Em termos metodoldgicos, procedeu-se a pesquisa de
artigos cientificos, num periodo compreendido entre 0s meses de setembro de 2015 e abril
de 2016, em bases de dados como PubMed, Science Direct e b-On. A escolha destas bases
de dados para a realizacdo da pesquisa bibliografica prende-se com o facto de serem as
bases que, em regra, compilam o maior nimero de artigos cientificos recentemente
publicados na &rea da saude. Quanto aos critérios usados na selecdo dos artigos
cientificos, a pesquisa foi limitada a trabalhos escritos em inglés, portugués ou espanhol,
com data de publicacéo entre 2006 e 2015, ou de ano anteriores no caso de o seu contetdo

ser considerado relevante para a escrita desta tese.
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2. Aspetos basicos da expressao génica em eucariotas

A expressdo génica em eucariotas é constituida por um namero de etapas interligadas
desde a transcricdo do material genético até a sintese proteica, sendo os RNAs
mensageiros (MRNAS) os intermediarios chave deste processo. A informacdo genética
armazenada nas moléculas de DNA na forma de genes é transcrita para uma molécula
intermédia chamada de precursor do mMRNA (pré-mRNA) através de um mecanismo
conhecido como transcri¢do. Durante este processo o pré-mRNA é submetido a um
processamento de maturacéo através da remocéo de intrdes (splicing), adicao da estrutura
cap naregido 5’ do transcrito e adi¢ao da cauda poliadenilada na regido 3’, dando origem
ao mRNA. Uma vez processado, 0 MRNA é exportado para o citoplasma onde é traduzido
em proteina e finalmente degradado. As diferentes etapas desta via de expressdo génica

podem ser alvos de regulacdo génica (Behm-Ansmant et al., 2007).

Apesar da complexidade da expressdao génica em eucariotas permitir controlar o nivel de
producdo de uma proteina, ela também faz com que este processo seja passivel de erros
que poderdo acontecer em qualquer uma das etapas da expressdo génica. Contudo, as
células eucariotas desenvolveram mecanismos de controlo de qualidade do mMRNA que
garantem a fidelidade da expressdo génica através da detecdo e degradacgdo de transcritos
anoémalos por a¢do de nucleases. Estes mecanismos de controlo, também denominados de
vigilancia, atuam quer no nucleo quer no citoplasma das células. Por exemplo, 0s MRNAS
incorretamente processados, antes de serem exportados para o citoplasma, sdo degradados
por mecanismos de vigilancia do mRNA no ndcleo. No citoplasma, existem também
mecanismos especificos de controlo de qualidade que degradam mRNAs que contenham
coddes de terminacdo da traducdo prematuros, tRNAs com modificagbes incorretas,
RNAs ribossomais com defeitos funcionais, etc. Estes mecanimos de controlo de
qualidade da maquinaria da traducdo s&o muito importantes para evitar a acumulagéo de
proporcdes de proteinas aberrantes que podem ser potencialmente letais para a célula
(Behm-Ansmant et al., 2007; Fabian et al., 2010)
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3. Caraterizacéo estrutural e funcional dos miRNAs

Os miRNA s&o cadeias curtas de RNA né&o codificante presentes em plantas e animais, e
cuja funcdo é o silenciamento do mRNA. Por isso, estas moléculas estdo tipicamente
envolvidas na regulacdo pos-transcricional da expressdo genica, bem como na protecédo
da célula eucaridtica contra virus de RNA (Ambros, 2004; Bartel, 2004). Mais
recentemente foi descrito em procariotas um mecanismo de silenciamento semelhante ao
de eucariotas, embora com outros constituintes moleculares, que visam a protecdo das
bactérias contra bacteridéfagos (van der Oost, 2009). Contudo, ele nédo serd abordado no

ambito do presente trabalho.

3.1. Transcricdo, processamento nuclear e exportacao

Os miRNAs sdo produzidos a partir de genes nucleares individualizados, geralmente
intergénicos, embora uma menor propor¢do possa derivar de segmentos intronicos de

genes codificantes (Rodriguez et al., 2004).

A biogénese do miRNA esta esquematizada na Figura 2. Inicialmente ocorre a transcri¢do
do gene respetivo pela RNA polimerase Il (Lee et al., 2004) e a formac&o de um transcrito
de miRNA primario (pri-miRNA) modificados nas extremidades, 5’- cap e 3’- poli(A).
O pri-miRNA apresenta uma estrutura hairpin (compreende uma haste e um lagco), com
cerca de 70 nucleotideos, que é clivada no nucleo pelo complexo Microprocessador
formado por Drosha (endonuclease da familia da RNase 111) e pelo seu cofator DGCR8
(DiGeorge syndrome critical region gene 8, ou Pasha nos invertebrados), gerando uma
molécula precursora do miRNA maduro designada por pré-miRNA (Bartel, 2004; Grillari
e Grillari-Voglauer, 2010; Lee et al., 2003; Smith-Vikos e Slack, 2012).

O pré-miRNA também pode ser originado a partir de pequenos intrées (designados por
mirtrdes) libertados pelo spliceossoma e, neste caso, a sua integragdo na via da biogénese

de miRNA é independente do complexo Microprocessador (Grillari e Grillari-Voglauer,
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2010; Meister, 2013). Os mirtrQes, inicialmente descritos em C. elegans e na D.

melanogaster, também sdo observados em mamiferos (Berezikov et al., 2007).

O pré- miRNA ¢é geralmente transportado para o citoplasma pela exportina-5 que utiliza
Ran-GTP como co-fator (Almeida et al., 2011, Lund et al., 2004), embora algumas
moléculas de miRNAs exibam uma localizacdo essencialmente nuclear (Hwang et al.,
2007).

3.2. Processamento citoplasmatico, maturacéao e turnover

No citoplasma, o pré-miRNA é transformado em miRNA de cadeia dupla linear (dsSRNA),
com 20-25 nucleotideos. Este processamento é efetuado pela enzima Dicer, também
pertencente a familia de endonucleases RNase 111, que cliva o haiprin. Uma das cadeias
de dsRNA (miRNA), com 21-23 nucleotideos, é incorporada no complexo multimérico
ribonucleoproteico de silenciamento denominado RISC (RNA-induced silence complex),
cujos principais componentes sdo as proteinas argonautas (Ago), nomeadamente a argo-
2 que liga o0 miRNA humano e atua simultaneamente como RNase e como centro
catalitico de RISC, Dicer (Dcr, RNase |1l envolvida na formacdo de dsRNA a partir do
qual se forma o miRNA) e TRBP (HIV transactivating response RNA-binding protein,
proteina com 3 dominios de ligacdo a dsSRNA) (Bartel, 2004; Grillari e Grillari-Voglauer,
2010; Smith-Vikos e Slack, 2012). A cadeia que permanece no complexo RISC é
selecionada com base na estabilidade da extremidade 5’ do dsRNA. A cadeia que se
revelar termodinamicamente menos estavel permanece no complexo, enquanto que a
cadeia mais estavel € clivada e degradada por uma proteina argonauta. Uma vez que o
emparelhamento entre miIRNA e o mMRNA alvo ocorre segundo a regra de
complementaridade, a seletividade do complexo RISC gquanto a molécula de mRNA que
é silenciada ira ser determinada pela sequéncia da cadeia de dsRNA que permanece no

complexo (Grillari e Grillari-Voglauer, 2010).
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Figura 2. Representacdo esquematica da

biogénese dos miRNAs. Os genes dos miRNAs

sdo transcritos pela RNA polimerase Il em transcritos primarios de miRNAs (pri-miRNA) que

sdo processados inicialmente no nucleo pelo complexo Drosha e DGCRS8, dando origem aos

mMiRNAs precursores (pre-miRNAs). Os pre-miRNAs sdo reconhecidos pela exportina-5 e

exportados para o citoplasma (segunda etapa

de processamento). A clivagem pela enzima Dicer

gera pequenos RNAs de cadeia dupla que sdo reconhecidos pela proteina Ago e convertidos em

cadeia simples. A proteina Ago é responsavel por direcionar o miRNA até ao mRNA alvo. Os

mMiRNAs podem induzir o bloqueio da traducéo ou recrutar elementos que levam a degradacédo do

mRNA, dependendo do grau de complementaridade entre as duas moléculas. (Figura extraida de

Filipowicz et al., 2008).
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Na célula, o turnover do RNA ocorre em corpos de processamento citoplasmaticos (P-
bodies) que sdo compartimentos que concentram proteinas envolvidas na degradacao do
MRNA, na repressdo da traducéo e no silenciamento da expressdo génica mediado por
RNA, e incluem RNAs reguladores, bem como moléculas de RNA que néo estdo a ser
usadas na traducdo. Os P-bodies sdo responsaveis pela integracdo da informacéo
biomolecular e pela decisdo quanto ao destino dessas moléculas de mRNA, isto é,
traducéo, silenciamento ou degradacdo programada (Eulalio et al.,2007; Rossi, 2005).
Estes compartimentos citoplasmaticos discretos foram originalmente descritos por Sheth
e Park, em 2003, como sendo o local onde eram acumulados os RNAs de levedura que
ndo eram considerados aptos para traducdo porque, por exemplo, apresentavam caudas
poli(A) encurtadas, tendo sido, por isso, nomeados P-bodies. No caso dos miRNAs,
proteinas argonautas pode influenciar a selecdo da cadeia que ira atuar como miRNA,
nomeadamente selecionar miRNAs que reconhecem uma maior diversidade de mMRNAsS,
estabilizando-os em detrimento da cadeia oposta que, reconhecendo um menor nimero
de mRNAs ¢é, por isso, preferencialmente degradada. Este processo de decisdo e o
subsequente tempo de semi-vida dos miRNAs ocorre através do recrutamento de

componentes dos P-bodies para 0 mMRNA alvo (Grillari e Grillari-Voglauer, 2010).

Relativamente a degradacdo enzimética dos miRNAs, foram ja identificadas algumas
exoribonucleases, nomeadamente 5°—3° XRN2 (também designada RAT1) em C.

elegans (Grillari e Grillari-Voglauer, 2010).

Em conclusao, um complexo mecanismo que envolve ndo s6 a biogénese mas também o
turnover de miRNAs, e que funciona de forma articulada com outros fatores, quer
enddgenos quer exdgenos, é responsavel pelo padrdo de miRNAs maduros que sao
produzidos e, subsequentemente, pelos grupos de genes cuja expressdo € poés-

transcricionalmente regulada (Vikos e Slack, 2012).
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3.3. Funcéo celular

A principal funcdo dos miRNAs é inibir a expressdo pos-transcricional de genes
codificantes, quer através da inibicdo da tradugdo quer através da degradacdo do mRNA.
A inibicdo da traducdo (sem alteracdo dos niveis do mRNA alvo) exerce uma influéncia
modesta na repressdo da traducdo, enquanto que a desestabilizacdo do mRNA alvo e a
sua subsequente degradacao interefere com o nivel de mRNA disponivel para a tradugdo
(Guo et al., 2010). No entanto, alguns miRNAs também podem ativar a traducdo de
MRNAS, por exemplo por interacdo com o promotor de genes codificantes, e a alternancia

repressao/ativacao ser coordenada com o ciclo celular (Vasudevan et al., 2007).

Mais de 1000 miRNAs humanos foram ja validados e, individualmente, cada miRNA tem
a potencialidade de regular 10 a 100 ou, até mais, transcritos, estimando-se que mais de
30% dos transcritos humanos sejam suscetiveis de regulacdo por miRNA (Bentwich et
al., 2005; Friedman et al., 2009; Lewis et al., 2005; Lim et al., 2005; Homo sapiens
miRNAs na miRBase; Thomson et al., 2011). Esta caracteristica permite a regulacdo dos
niveis intracelulares de multiplos componentes de uma Unica via de sinalizacdo ou a
regulacdo simultdnea de vias celulares interrelacionadas (Koturbash et al., 2011;
Thomson et al., 2011). Para além disso, a sua frequente organizacdo em clusters
gendémicos que coexpressam diferentes miRNAs exponencia os efeitos fisioldgicos
decorrentes da acdo destas moléculas reguladoras que participam em praticamente todos
0s processos celulares, incluindo embriogénese e desenvolvimento, proliferacéo,
diferenciacdo, migracdo, apoptose, senescéncia e autofagia (Ambros, 2004; Grillari e
Grillari-Voglauer, 2010; Liu et al., 2012). Deste modo, desequilibrios neste complexo
mecanismo de regulacdo pés-transcricional da expressdo génica poderdo interferir com a
longevidade de um organismo e/ou originar o aparecimento de diferentes patologias. De
facto, a producdo de miRNA especificos tem sido implicada no cancro, doencas
cardiovasculares, doengas autoimunes e doencas neurodegenerativas (Almeida et al.,
2011). Para alem disso, em loci codificantes de miRNAs foram identificados
polimorfismos de nucleétido Unico, vulgarmente conhecidos por SNPs (single nucleotide
polymorphisms) e translocagdes, e a sua presenca associada a varias doencas (Grillari e

Grillari-Voglauer, 2010). No ambito do presente trabalho apenas ird ser focada a
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associacdo dos miRNAs com a senescéncia celular e, subsequentemente, com o

envelhecimento.

3.4. Mecanismos moleculares de acéo

Resultados experimentais e de modulacdo computacional sugerem a existéncia de 9
mecanismos de a¢cdo do miRNA: inibicdo da associa¢do Cap-subunidade 40S, inibigéo da
associacdo da subunidade 60S a 40S-AUG, inibicéo da elongacdo, terminacdo prematura
por dissociacao das subunidades do ribossoma, degradacdo cotranslacional da proteina
nascente, retencdo de miRNA, mRNA e complexo RISC em corpos de processamento
citoplasmaticos, desestabilizacdo e degradacdo do mRNA, clivagem e degradacdo do
MRNA, e reorganizagdo da cromatina mediada por miRNA seguida de silenciamento da

transcricdo (Morozova et al., 2012).

No entanto, o0 mecanismo de acdo principal assenta no emparelhamento perfeito ou
imperfeito entre as extremidades do miRNA e do mRNA alvo. O miRNA maduro pode
inibir a tradu¢@o através do emparelhamento imperfeito com a extremidade 3’-UTR do
MRNA alvo ou impedir a traducdo através do emparelhamento perfeito com a
extremidade 3’-UTR ou com regides codificantes do mRNA alvo (Figura 2). Este
segundo mecanismo é geralmente observado em plantas e induz a clivagem e degradacéo
do mRNA alvo. O emparelhamento imperfeito com o mRNA é o mecanismo principal de
acao dos miRNAs em animais, incluindo mamiferos. No entanto, estudos in vitro, in vivo
e in silico sugerem que a ligacdo do miRNA também pode ser estabelecida com a
extremidade 5’-UTR do mRNA alvo, tendo neste caso tendéncia para potenciar, em vez
de reprimir, a sua traducdo (Bartel et al., 2009; Filipowicz et al., 2008; Lytle et al., 2007;
Grillari e Grillari-Voglauer, 2010; Moretti et al., 2010; Sacco e Masotti, 2012; Sevignani
et al., 2006).

Apesar do(s) mecanismo(s) moleculares de silenciamento da expressdo, quer por
repressdo da traducdo ou degracdo do transcrito, ndo estar, ainda, bem estabelecido é

possivel que dependa de varios fatores, provavelmente ndo mutuamente exclusivos, tais
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como o grau de imperfeicdo do emparelhamento, tipo e fase celulares e aspetos
intrinsecos a0 MRNA alvo. Pelo facto do silenciamento da expressdo por repressdo da
traducdo em células animais estar especialmente dependente de um emparelhamento
imperfeito que geralmente abrange uma pequena regido de apenas 6-8 nucle6tidos na
extremidade 5° do miRNA (grau de emparelhamento insuficiente para induzir a
degradacdo do mRNA alvo), uma Unica molécula de miRNA poderé reconhecer vérias
moléculas de mMRNA e, subsequentemente, regular de forma coordenada varios processos
celulares funcionalmente relacionados e de forma concertada com os fatores de
transcricdo (Grillari e Grillari-Voglauer, 2010), bem como um mRNA alvo pode ser
regulado por varios miRNAs (Friedman et al., 2009; Krek et al., 2005). No entanto, genes
envolvidos em funcbes celulares conservadas tém, geralmente, poucos locais de
reconhecimento de mMiRNAs (Lewis et al., 2003). Atualmente existem diversas
ferramentas bioinformaticas que permitem a identificacdo de potenciais moléculas de
MRNA alvo de miRNAs (Almeida et al., 2011). A sua utilizagdo juntamente com
abordagens experimentais representard, no futuro, um importante contributo para a

clarificacdo da complexa rede funcional de miRNAs e dos seus mecanismos de acéo.

Uma das abordagens experimentais frequentemente utilizada na inativacdo pods-
transcricional da expressdo génica consiste na utilizacdo de moléculas de RNA
interferentes ou siRNAs (small interfering RNA). Estas pequenas moléculas de RNA nao
codificante sdo estruturalmente semelhantes aos miRNAs, embora produzidos a partir de
longas cadeias duplas de RNA por acdo da polimerase de RNA dependente de RNA, e
usadas em estudos in vivo ou in vitro para a inativagdo de sequéncias génicas especificas.
Dependendo do organismo, o siRNA ¢é introduzido, por transfec¢do, na forma de cadeia
dupla curta, e neste caso uma das cadeias é incorporada no complexo RISC e a outra
cadeia € degradada; se for introduzido na forma de cadeia dupla longa, o seu
processamento ocorre por Dicer (Figura 3). Em muitos organismos foram identificados
siRNAs derivados de transcritos enddgenos. Em D. melanogaster os siRNAs enddgenos
correspondem essencialmente a retrotransposdes ou RNAs com estruturas em forma de
haipin. Em ovdcitos de ratinho, os sSiRNAs podem ter origem noutros tipos de estruturas,
designadamente pseudogenes. Contudo, ndo é claro se as células somaticas de mamiferos
também produzem siRNAs (Meister, 2013). No entanto, a entrada de siRNAs enddgenos

na via de silenciamento dos miRNAs parece plausivel e sugere que, apesar da divergéncia
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a nivel da sua biogénese, sdo funcionalmente convergentes (Grillari e Grillari-Voglauer,
2010).

snoRNA
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Figura 3. Andlise comparativa da producdo de miRNAs e SiRNAs. O pré-miRNA ¢é
exportado para o citoplasma pela exportina-5, onde € clivado pela Dicer, gerando um miRNA
maduro com cerca de 22 nucleotideos de comprimento. As argonautas, proteinas presentes no
complexo RISC, ligam-se aos sSiRNA e miRNA, apresentam atividade de endonucleose dirigida
contra a cadeia de mRNA complementar ao siRNA ou miRNA. As proteinas argonautas sao
também responsaveis pela selecdo da cadeia do siRNA que serd incorporada ao RISC. O
complexo RISC permite o emparelhamento entre a cadeia do miRNA incorporada e a regido

homologa do mRNA-alvo por complementariedade de bases. Normalmente, quando a
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complementariedade é total, ocorre degradacdo do mRNA e, quando € parcial, ocorre repressao

da tradugdo e posterior degradacdo do mRNA (Figura extraida de Meister, 2013).
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4. Biologia do envelhecimento

O envelhecimento é um processo inerente a vida, e tem um interesse especial para a
populacdo humana devido a crescente incidéncia de patologias cronicas associadas a
idade, tais como, a diabetes, as doencas neuroldgicas, as doencas cardiovasculares e o
cancro. Por isso, este tema tem sido o objeto de estudo de diversos trabalhos cientificos
ao longo dos anos, nomeadamente porque a compreensdo adequada das bases moleculares
e celulares do envelhecimento podera contribuir para prevenir ou atenuar estas alteracdes
relacionadas com a idade e, desse modo, proporcionar uma maior qualidade de vida e

longevidade (Marques et al., 2010).

O envelhecimento é também um processo complexo e multifatorial que requer, por isso,
um estudo interdisciplinar (Marques et al., 2010). Ao longo do tempo foram elaboradas
varias teorias que associam o envelhecimento de um organismo a uma degeneracao
progressiva da estrutura e da funcdo dos sistemas biomoleculares e celulares. De uma
forma geral, estas teorias podem ser classificadas em dois grupos: genético-evolutivas e
estocasticas (Tabela 1). As teorias de natureza genético-evolutiva entendem o
envelhecimento como o resultado da acumulacdo de danos somaticos associados a
alteracdes no DNA, enquanto que as teorias de natureza estocastica assumem que genes
das células somaticas sdo inativados por lesbes aleatdrias causadas essencialmente por
fatores ambientais e cuja acumulagcdo com a idade origina a disfuncdo e a morte das
células (Mota et al., 2004). Embora a perda de funcionalidade possa ser recuperada por
mecanismos de reparacdo e regeneracdo celulares que, desta forma, evitam a morte
celular, a medida que estes mecanismos se tornam menos eficientes, as lesées acumulam-
se, provocando desequilibrios internos e, eventualmente, a morte do organismo (Teixeira
e Guariento, 2010; Wei et al., 1998). Dado os multiplos fatores que podem
simultaneamente influenciar o envelhecimento, para além do seu efeito individual é,
tambem, importante considerar a inter-relacdo entre eles. Deste modo, a divisdo das
teorias biologicas ilustrada na Tabela 1 devera ser entendida num contexto mais amplo e
ndo apenas como uma explicagdo isolada do processo de envelhecimento (Teixeira e
Guariento, 2010).
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Tabela 1. Classificacdo de algumas teorias biolégicas do envelhecimento (Teixeira e
Guariento, 2010).

Teorias Descrigéo

Evolutivas A selecdo natural ndo tem significado
e Acumulacio de mutacies comparativamente com as mutagdes que

¢ ¢ afetam a salde na idade avangada.
*  Pleiotropia antagonista Os genes da juventude tornam-se deletérios na

e Soma descartavel fase pos-reprodutiva.

As células somaticas sdo mantidas somente
para assegurar a reproducdo, tornando-se
indispensaveis apos esse periodo.

Moleculares — celulares Com o envelhecimento, hd um declinio na

manutencao da expressao genética que resulta

da auto-amplificagdo dos erros na sintese

e MutagBes somaticas proteica. A acumulagdo desses erros provoca
o0 “erro catastrofe”.

e Erro-catastréfico

e Senescéncia celular/telémeros
Os danos  moleculares  acumulam-se

* Radicais livres/DNA principalmente a nivel do DNA. O fen6tipo do
e  Produtos finais da glicosilagdo envelhecimento é causado pelo aumento na
frequéncia de células senescentes. A

avancada (advanced glycationend-  senescéncia celular pode resultar do

products, AGE) e ligaces cruzadas encurtamento dos telémeros (senescéncia

replicativa) ou do stress celular.

e Morte celular ] o o
O metabolismo oxidativo produz radicais

livres altamente reativos que causam danos
nos lipidos, nas proteinas e no DNA
mitocondrial.

A acumulacdo dos AGE, nomeadamnte, em
proteinas da matriz extracelular, tem
consequéncias deletérias e contribui para o
envelhecimento.

A morte celular programada (apoptose) ocorre
na sequéncia de alteragOes/instabilidade
gendmica.

Sistémicas AlteracBes no controlo neuroenddcrino da
hemastase resultam em mudancas fisioldgicas
relacionadas a idade.

* Neuroenddcrina-imunolégica O declinio da fungdo imune associado ao
envelhecimento  resulta numa  maior
incidéncia de doencas autoimunes.

e Neuroenddcrina

o Ritmo/velocidade da vida

Existe um potencial energético para o
metabolismo de cada organismo vivo.
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4.1. Senescéncia celular

A senescéncia é caracterizada pela perda da capacidade proliferativa das células e por
alteracbes morfologicas e fisioldgicas especificas. Em 1891, Weismann sugeriu a
existéncia de um potencial limitado para a capacidade de replicacéo das células somaticas
nos animais superiores que limitava o seu tempo de sobrevivéncia (Rose, 1991). Contudo,
sO nos anos 70 foi obtida a sua confirmacdo experimental por Hayflick e colaboradores,
com estudos que demonstraram que os fibroblastos humanos normais em cultura tém uma
capacidade finita de proliferacdo celular correspondente a cerca de 50 duplicacbes. A
constatacdo de que as células somaticas mitéticas dos organismos tém uma capacidade
limitada de duplicacdo programada geneticamente e que interfere com a longevidade da
espécie (Hayflick, 1961; Hayflick, 1980) impulsionou a investigacdo cientifica na

pesquisa de genes responsaveis pelo processo de envelhecimento.

Os estudos de senescéncia celular sdo geralmente efetuados em células cultivadas. Os
estudos genéticos em humanos, relacionados com o envelhecimento/longevidade séo
frequentemente desenvolvidos com gémeos para diminuir o nimero de variaveis
relacionadas com o meio ambiente. Num estudo com uma amostra de 600 pares de
gémeos dinamarqueses, monozigoticos ou dizigoticos, foi observada uma influéncia
direta da hereditariedade na longevidade em cerca de 30% dos gémeos relacionados,
sugerindo que, mesmo nestes casos, fatores ambientais deverdo ser os principais

responsaveis pela longevidade (McGue et al., 1993).

A senescéncia pode ser induzida por fatores intrinsecos, que originam o encurtamento
dos telémeros (senescéncia replicativa), ou por fatores extrinsecos que desencadeiam
stress celular (senescéncia prematura induzida por stress ou, simplesmente, senescéncia
prematura), tais como, a exposicao a agentes oxidantes ou radiagdo ionizante que podem
conduzir a producdo de radicais livres, danos na molécula do DNA e/ou ativacdo de

oncogenes (Figura 4).
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Figura 4. Alteracdes moleculares associadas ao processo de envelhecimento. Estas
alteracBes ndo ocorrem necessariamente de forma sequencial, podendo ocorrer em simultaneo, e
conduzem a acumulagdo sucessiva de alteracbes que, subsequentemente, origina o0

envelhecimento (Figura adaptada de Marques et al., 2010).

As células que iniciam o processo de senescéncia perdem a capacidade de responder a
estimulos mitogénicos, apresentam alteracGes a nivel da estrutura da cromatina e da
expressao génica e tornam-se volumosas e achatadas (Liu et al., 2012; Marques et al.,
2010). Estas alteragdes podem ser observadas mediante a aplicacdo de metodologias
adequadas, por exemplo a microscopia para a observacdo da morfologia da célula,
métodos para a confirmacdo da expressdo de padrdes tipicos de RNAs ou proteinas. Um
marcador bioguimico de confirmacéo da senescéncia celular frequentemente utilizado in
vitro, em ensaios citoquimicos, € a hidrolise do B-galactosideo de um substrato
cromogenico (X-gal) pela B-galactosidase lisossomal que se encontra sobreexpressa e
acumulada em células senescentes. Esta atividade enzimatica é frequentemente referida
como SA-B-Gal (senescent-associated f-galactosidase) (Abdelmohsen e Gorospe, 2015;
Debacqg-Chainiaux et al., 2009; Dimri et al., 1995; Itahana et al., 2007; Lee et al., 2006).
Outra caracteristica tipica da senescéncia € a secrecdo associada a senescéncia (SASP,
senescence-associated secretory phenotype) que € caracterizada pela producéo e secre¢édo
por parte de células senescentes de fatores sollveis de sinalizacdo (principalmente as

citocinas inflamatdrias IL6 e IL8, e fatores de crescimento), proteases extracelulares
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remoduladoras da matriz extracelular e outros componentes, tais como espécies reativas
de oxigénio (ROS) e oxido nitrico (NO). E, por isso, importante a utilizacio de mais do
que um método para estabelecer sem ambiguidade o fendtipo de senescéncia
(Abdelmohsen e Gorospe, 2015; Liu et al., 2012).

Vaérios estudos realizados na ultima década mostraram que a acumulacdo de células
senescentes in vivo pode desencadear consequéncias positivas ou negativas. Em
individuos jovens, a senescéncia & frequentemente considerada um mecanismo de
supressdo tumoral. Uma vez que as células senescentes ndo sdo capazes de reiniciar o
ciclo celular, o processo de senescéncia € uma forma de impedir a propagacéo de células
com alteracBes no DNA potencialmente oncogénicas. No entanto, células senescentes sdo
também observadas no contexto de doencas associadas ao envelhecimento, tais como,
cancro, doencas cardiovasculares, doencas neurodegenerativas, diabetes e declinio da
funcdo imunoldgica. Nestes casos, a persisténcia de células com alteracdes
potencialmente tumorais que ndo sdo eliminadas por apoptose ou pelo sistema
imunoldgico poderdo induzir alteragdes microambientais promotoras de cancro
decorrentes da secrecao de fatores oncogénicos ou fenétipos patoldgicos associados ao
envelhecimento (Abdelmohsen e Gorospe, 2015). Por outro lado, também hé a considerar
o facto da remocdo de células senescentes implicar divisao celular e/ou diferenciacao por
parte de outras células para a manutencdo da integridade estrutural e funcional do
respetivo tecido e este processo poder conduzir a alteragdes genomicas que, deste modo,
aceleram o processo de senescéncia (Grillari e Grillari-Voglauer, 2010). Uma vez que 0
processo de senescéncia pode contribuir para o aparecimento de varias doencas crénicas
associadas ao envelhecimento, estas doencas deverao partilhar caracteristicas celulares e

genéticas tipicas de células senescentes (Jeyapalan e Sedivy, 2008).

Alguns dos principais fatores desencadeadores de senescéncia celular, quer intrinsecos

quer extrinsecos sdo a seguir abordados.
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4.2. Stress oxidativo e producao de ROS

Por definicdo, o stress oxidativo consiste num desequilibrio entre oxidantes e
antioxidantes a favor dos primeiros (Frei, 1999). A reacdo de um radical livre com outra
molécula produz um radical livre diferente, que pode ser mais ou menos reativo do que a
espécie original. Este processo tende a repetir-se continuamente terminando quando um
radical reage com outro radical emparelhando os seus eletrdes. Desta forma, se os
primeiros radicais produzidos ndo forem inativados imediatamente por enzimas ou
moléculas antioxidantes inicia-se o processo de danificacdo das macromoléculas
bioldgicas. A acumulacdo destas moléculas, nas células e tecidos, tem tendéncia a
aumentar com a idade devido a um aumento da producéo/exposicéo de radicais livres, ou
da diminuicdo da capacidade antioxidante e/ou da velocidade de remocéo de radicais
livres ou da reparacdo da molécula danificada, por exemplo o DNA (Barzilai et al., 2002;
Beckman e Ames, 1998).

A exposicao a radiagOes ionizantes (raios gama, raios X e radiagéo ultravioleta de baixo
comprimento de onda) aumenta as lesdes oxidativas na molécula do DNA e esta associada
ao processo de envelhecimento causado por stress oxidativo (Finch, 1994; Wei et al.,
1998). Um tipo de lesdo é a quebra de ligacGes fosfodiéster ou a dimerizacdo de
pirimidinas adjacentes do DNA. Estas mutacGes podem afetar negativamente a sintese
e/lou a funcdo de proteinas envolvidas na sinalizacgdo do DNA danificado ou em
mecanismos de reparacdo do DNA, tais como a reparacao por excisdo de nucleotideos,
que, assim, deixam de atuar de forma eficaz condicionando a reversao dessas alteracdes
(Finch, 1994; Vogel e Nivard, 2001). Mutacbes que afetam negativamente a
estrutura/funcéo destas proteinas tém sido especificamente implicadas no processo de

envelhecimento prematuro (Grillari e Grillari-Voglauer, 2010).

Também as espécies reativas de oxigénio (ROS, reactive oxigen species), produzidas nas
células em resultado da respiracdo mitocondrial, podem levar a alteragcGes na molécula do
DNA que tém sido associadas a senescéncia celular e a doengas relacionadas com o
envelhecimento (Barja e Herrero, 2000; Esteve et al., 1999). A oxidagdo das proteinas
pode também ser um dos fatores responsaveis pela presenga de proteinas anormais nos

animais mais idosos (Finch, 1994).
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4.3. Mutacg6es na molécula de DNA

A diferente longevidade das espécies animais é, em parte, atribuida a sua constituicdo
genética. Nesse sentido, a longevidade do animal depender4 do nimero de erros que
ocorre durante a replicacdo do seu DNA celular e da capacidade em proceder a sua
reparacao, ou seja, 0 menor tempo de vida é consequéncia de uma maior acumulacao de
mutacdes nas células sométicas. Quando a acumulacdo de mutagdes nas celulas somaticas
tem impacto negativo na fidelidade com que o material genético é copiado, a célula
comeca a envelhecer tornando-se progressivamente disfuncional. Os processos de
manutencdo da fidelidade da replicacdo do DNA sdo bastante eficazes, impedindo a
acumulacdo de mutagGes. Em média, apenas ocorre um erro em cada 105 ou em 106 bases
inseridas pela DNA polimerase, e quando a polimerase comete um erro na inser¢ao das
bases a replicacdo é interrompida para a correcao desses erros através da funcéo corretora
da DNA polimerase. Contudo, estima-se que em cada 103 a 104 bases reparadas, uma
base modificada escape a este tipo de reparacdo, ativando sistemas especificos de
reparacdo do DNA. A permanéncia de erros na molécula de DNA pode dar origem a
producdo de proteinas mutadas, e a sucessiva acumulacdo dessas proteinas
estruturalmente aberrantes e disfuncionais pode assumir proporcdes potencialmente letais

e originar o aparecimento de fenétipos patoldgicos (Finch, 1994; Wood, 1996).

4.4. Encurtamento dos telémeros

Os telomeros (do grego telos, final, e meros, parte) sdo estruturas nucleoproteicas de
comprimento varidvel, constituidas por longas extensdes de repeticbes hexaméricas 5 -
TTAGG-3’ de cadeia dupla, ndo codificante, ¢ por um complexo proteico especifico
designado por shelterin. A sua funcgdo é proteger as extremidades dos cromossomas da
degradacdo prematura ou da fusdo com outros cromossomas, regulagdo da sintese do
DNA telomérico e regulacdo/manutencdo do comprimento do telomero, prevenindo,
assim, a instabilidade gendmica e, consequentemente, as alteracdes da expressao géenica

associadas a senescéncia celular (Grillari e Grillari-Voglauer, 2010; Lemos, 2015).
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A enzima responsavel pela adicdo destas sequéncias repetitivas de DNA a extremidade
3’dos cromossomas € a telomerase ou RNA telomerase. Esta enzima é um complexo
ribonucleoproteico constituido por uma parte proteica e por RNA. Da parte proteica faz
parte a subunidade catalitica com atividade de transcriptase reversa e proteinas envolvidas
na fixacdo da telomerase ao teldomero ou na regulacdo da subunidade catalitica. O RNA
representa a sequéncia molde para a sintese do DNA telomérico (Lemos, 2015; Zhou et
al., 2014)

Os telébmeros de mamiferos séo transcritos por acdo da RNA polimerase Il a partir de
varios loci subteloméricos e as moléculas de RNA produzidas sdo constituidas por um
numero variavel de repetigdes da sequéncia 5’-UUAGGG-3’ (TERRA, Telomeric repeat-
containing RNA). A sua associagdo ao telémero ocorre através da formacdo do segmento
hibrido RNA-DNA ou da interacdo de ribonucleoproteinas especificas. Apesar da funcao
deste transcripto ainda nao estar completamente estabelecida, varias evidéncias sugerem
a sua participacdo no processo de regulacdo do comprimento dos telomeros através de
varios mecanismos: inibicdo da atividade da telomerase, ativacdo de exonucleases,
regulacao do nivel de eucromatina e/ou atuacdo como fator de protecdo (Lemos, 2015;
Wang et al., 2015).

Os teldmeros, conjuntamente com a telomerase, permitem ultrapassar a limitagdo
replicativa dos segmentos terminais de DNA que se verifica na maioria das células
humanas somaticas. O encurtamento dos telémeros ocorre porque a maioria das células
somaticas normais ndo sintetiza telomerase. Cada vez que a célula se divide, os telomeros
sdo ligeiramente encurtados entre 50 e 201 pares de bases (bp) de DNA telomérico até
atingir aproximadamente 4-7 bp. Como os telémeros ndo se regeneram, ao atingirem o
comprimento critico € comprometida a correta replicacdo dos cromossomas e a célula
perde, completa ou parcialmente, a sua capacidade de divisdo. Contudo, nas células
cancerigenas a sintese de telomerase é ativada, o que podera contribuir para a capacidade
destas células sofrerem continuamente divisdo celular (Itahana et al., 2001; Mu e Wei,
2002).

Os telomeros desempenham um papel preponderante no envelhecimento tecidular uma

vez que a perda progressiva da capacidade proliferativa das células ao longo da vida do
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individuo implica o encurtamento progressivo dos teldémeros. No entanto, nos tecidos
constituidos por células pos-mitéticas, como as celulas do sistema nervoso e o0s
cardiomidcitos, o processo de envelhecimento provavelmente resulta da acumulagéo de
lesbes celulares sucessivas induzidas por fatores de natureza quimica ou fisica,
nomeadamente, o stress oxidativo. Nestes casos, a diminuicdo do numero de células
funcionais, quer por morte celular quer pela incapacidade de reparacdo dos danos, podera
determinar a funcionalidade dos respetivos 6rgdos, culminando eventualmente com a
morte do individuo. Deste modo, 0 progressivo encurtamento dos telomeros constitui
apenas um dos fendtipos da senescéncia e ndo a causa Unica do processo de senescéncia.
(Wood, 1996).

5. Senescéncia celular e miRNAs

A descoberta de miRNAs revolucionou o conceito classico de regulacdo da expressdo
génica e introduziu um novo grupo de moléculas que pode contribuir para as complexas
mudancas observadas durante o envelhecimento. Desde a identificagdo, em C. elegans,
de diversos miRNAs que influenciam a longevidade deste nematoide, numerosos estudos
tém contribuido para a compreensdo dos mecanismos de regulacdo do envelhecimento e
de doencas relacionadas associadas a miRNAs. No caso dos mamiferos, este
conhecimento ndo sé €, ainda, limitado, como também mais complexo: o padrdo de
expressao de miRNAs varia ao longo do envelhecimento e exibe especificidade tecidular
e celular, e atuam ndo s6 sobre componentes de vias de sinalizacdo convencionais do
envelhecimento como também em vias de supressao tumoral, com funcdes naturalmente
opostas nestes dois casos. Para além disso, na literatura existem discrepancias
relativamente ao nivel de expressdo de miRNAs (se sobreexpresso, subexpresso ou até
ambos os casos) durante o envelhecimento e a nivel da célula, tecido ou organismo. Estas
discrepéncias sugerem que as alteragdes observadas dependem do tipo de miRNA e do
contexto em que essas alteracbes ocorrem (Smith-Vikos e Slack, 2012). De salientar,
ainda, que muitos dos mRNAs alvos de miRNAs promovem a longevidade enquanto que
outros promovem o envelhecimento. Deste modo, é possivel que os miRNAs, em geral,

ndo tenham um efeito especifico no envelhecimento, mas que a maior ou menor
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progressdo do envelhecimento, num contexto especifico, seja determinado por miRNAs
ou grupo de miRNAs especificos que, nesse contexto, sdo preferencialmente expressos
(Smith-Vikos e Slack, 2012), ou seja, pelo balango existente entre miRNAs com funcdes
antagénicas. Todos estes aspetos dificultam a sistematizacdo da informacdo global
disponivel sobre este assunto. No entanto, estdo descritos mecanismos moleculares

tipicos da senescéncia replicativa e da senescéncia prematura que s&o, a seguir, descritos.

De facto, a medida que as células se aproximam da fase de senescéncia comecam a
expressar a proteina p53, resultante da expressdo de um gene supressor tumoral, que
interrompe o ciclo celular nas fases G1 e S. Esta proteina € particularmente importante
no controlo do ciclo celular, sendo que a sua inativagdo ou mutacao origina o aumento da
proliferacdo celular, independentemente do comprimento dos telomeros. Em células em
fase de senescéncia replicativa e em células em que o DNA foi lesado por ROS também
foi observado um aumento da proteina p53 (Itahana et al., 2001). Assim sendo, fatores
estocasticos que induzam mutacBes nesta proteina poderdo sobrepor-se aos mecanismos

genéticos de controlo do processo de envelhecimento celular.

Na ultima década foram identificados e caracterizados varios miRNASs que participam na
regulacdo de vias de sinalizacdo implicadas na senescéncia celular. Essas vias de
sinalizagdo incluem, principalmente, as vias p53-p21-pRb e pRb-pl6 que integram
proteinas supressoras de tumores e, por isso, bloqueadoras do ciclo celular. A proteina
retinoblastoma, pRDb, inibida nestas duas vias de sinalizacdo pelo aumento de p53-p21 ou
pl6-pRB, leva ao silenciamento da transcricdo do fator de transcricdo E2F, induzindo a
paragem do ciclo celular e, eventualmente, apoptose (a sobreexpressdo de E2F esta
associada a proliferacdo celular). No entanto, em células humanas, p53 também pode
desencadear senescéncia celular independentemente de pRb; para além disso, 0 pl6
individualmente também pode causar senescéncia celular. A maioria dos fatores indutores
da senescéncia replicativa ou da senescéncia prematura, afetam, direta ou indiretamente,
pelo menos uma destas vias classicas de sinalizacao celular, p53/p21 e p16/pRb, que sédo
os efetores finais do processo de senescéncia. Alguns exemplos de miRNAs associados a
estas vias de sinalizacdo da senescéncia celular (Figura 5) sdo o miR-34a que esta
sobrexpresso em virtude da ativacdo de p53 na senescéncia replicativa e na senescéncia

prematura induzida pelo peroxido de hidrogénio, ou elementos da familia de miR-106
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cuja subexpresséo ativa a proteina p21 na senescéncia induzida pelo stress (Abdelmohsen
e Gorospe, 2015; Liu et al., 2012).

Para aléem dos miRNAs que atuam através destas duas vias de sinaliza¢do principais, ha
outros miRNAs que estdo envolvidos numa rede complexa de regulacdo do fenotipo de
senescéncia celular e que altera aspetos funcionais especificos, tais como, a secre¢do
associada a senescéncia (SASP), a proliferacdo e a adesdo. Os fatores desencadeadores
de SASP podem ser classificados em duas categorias principais: fatores solGveis de
sinalizacdo (principalmente citocinas inflamatorias IL6 e IL8, e fatores de crescimento),
proteases extracelulares e outros componentes gque séo secretados tais como ROS e NO.
Estes fatores concentram-se no espaco intercelular e podem afetar as células na
proximidade através da ativacdo de recetores da superficie celular e respetivas vias de
sinalizacdo, podendo desencadear varias patologias, incluindo o cancro. Alguns exemplos
de miRNAs séo os miR-146a/b, que se encontram aumentados na senescéncia replicativa
e na senescéncia induzida por agentes que danificam o DNA e que reprimem a expressao
de citocinas inflamatdrias, incluindo IL6 e IL8 (Figura 5) e o miR-217 que induz
senescéncia endotelial associada ao aumento de NO (Abdelmohsen e Gorospe, 2015; Liu
etal., 2012).

Por ultimo, é de referir que a simples detecdo de alteracbes no nivel da expressao de
miRNAs durante o envelhecimento ndo implica diretamente esses miRNAS no processo
de envelhecimento. S6 os estudos funcionais decorrentes da supressao ou sobreexpressao
de miRNAs permitem obter uma evidéncia direta e, deste modo, confirmar o seu papel

regulador do processo de envelhecimento.
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Figura 5. MicroRNAs promotores ou inibidores da senescéncia celular. Representacéo
esquematica: os mMiRNAs que promovem a senescéncia celular estdo indicados a preto, enquanto
que os miRNAs inibidores estéo indicados a branco. O painel superior esquerdo e superior direito
referem-se as vias de sinalizagdo p53-p21 e pRB-p16, enquanto que os paineis inferiores referem-
se a via SASP ou a outras vias distintas. No centro da representacdo esquematica € mostrada uma
imagem de fibroblastos senescentes em que a cor azul é indicativa do resultado positivo para SA-
-Galactosidase (Adaptada de Abdelmohsen e Gorospe, 2015).
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6. Potencialidades terapéuticas dos miRNAs

As implicagOes terapéuticas dos miRNAs sdo referidas em diversos estudos sendo, por
isso, de prever que estes pequenos RNAs ndo codificantes possam representar alvos
terapéuticos importantes para doencas associadas a sobreexpressao de miRNAs. De facto,
a utilizacdo de anti-miRNAs, que sdo oligonucledtidos com modificacGes especificas
(Figura 6), tem vindo a ser estudados para o tratamento de diversas patologias (Almeida
etal., 2011).

P
gulteee ) pre-miRNA miR inhibition
Dicer+
el b MIRNA Single stranded [, miRNA
"'miRNA* antimiR miRNA*
* 1. Antagomlr_"_> [ miRNA
LN.A imiR
RISC ',..f RISC
- %
Translational
repression mRNA degradation Enhanced translation
\ T < - }o
& ORF @AAA : ORF —&E:RF—AAA —&E):F—AAA
Ribosome Ribosome Ribosome

Figura 6. Tecnologias para a regulacdo da funcdo de miRNAs in vivo baseadas em RNA
interferente. Um miRNA é gerado a partir de pré-miRNA por Dicer, dando origem a uma cadeia
dupla contendo um miRNA maduro e uma cadeia parcialmente complementares, designadas
como miRNA *. Os anti-miRNAs séo oligonucleotideos antisense de cadeia simples que inibem
a fungdo do miRNA. A perfeita complementaridade da sequéncia permite que o oligonucleotideo
antisense se ligue ao miRNA interferindo com a sua funcéo (indicado a vermelho) (van Rooij et
al., 2008).
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Em 2004, Hutvagner et al. copiou com sucesso o fenotipo caracteristico de uma mutacao
deletérica em let-7 através da injecdo de um oligonucleotideo 2’-O-metilo complementar
ao miRNA let-7 em C. elegans. Em 2005, Krutzfeldt e colaboradores utilizaram, pela
primeira vez antagomirs, in vivo, que sd8o uma classe de anti-miRNAs que estdo
conjugados com o colesterol para facilitar a ligacdo a proteinas séricas e a internalizacdo
e que podem ser utilizados para, por exemplo, bloquear oncomirs em doencgas tumorais.
Usando um modelo de ratinho, Kriitzfeldt e colaboradores, através de injecéo intravenosa
de anti-miRNAs para 0 miR-16, 0 miR-122, 0 miR-192 e miR-194 verificaram uma
diminuicdo da atividade desses miRNAs. O silenciamento de miRNAs usando anti-
miRNAs verificou-se por um periodo de tempo alargado e os efeitos do anti-miRNA para
0 miR-16 foram detetados em varios tecidos, exceto no cérebro, possivelmente devido a
barreira sangue-cérebro. Adicionalmente a estas metodologias de inibicdo direta de
miRNA, metodologias indiretas de inibicdo dos componentes da biogénese dos miRNAsS,
como por exemplo Dicer ou Drosha, também tém sido utilizadas. No entanto, esta
inativagdo tem de ser cuidadosamente controlada uma vez que ela tem um efeito

generalizado sobre todos os miRNAs (Almeida et al., 2011).

Nas situacdes em que a subexpressdo de miRNAs esta associada a doenga, por exemplo
no caso de genes supressores de tumores, a abordagem terapéutica pode consistir no
restabelecimento dos niveis dos miRNAs maduros na célula/tecido alvo(s). Nestes casos,
poderao ser usados RNAs de cadeia dupla, sintéticos, semelhantes a moléculas de siRNA,
que, por mimetizarem miRNASs de cadeia dupla, serdo reconhecidos pelo complexo RISC
e convertidos em miRNAs maduros de forma idéntica aos miRNAs. Esta abordagem
ainda necessita de ser avaliada in vivo e melhorada, nomeadamente a nivel das estratégias

de estabilidade e complementaridade (Almeida et al., 2011).
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7. Os miRNAs como biomarcadores

Vaérios estudos tém demonstrado que, em contexto clinico, os miRNAs podem ser
extremamente Uteis no diagnostico e no prognostico de doencas, bem como na

monitorizacao da resposta terapéutica.

Em 2004, Takamizawa e colaboradores perpetivaram, pela primeira vez, o valor
prognostico de miRNAs ao demonstrarem a diminuigdo da expressdo de let-7 no cancro
do pulmdo bem como a sua associagdo a uma menor sobrevivéncia dos doentes. Desde
entdo, varios estudos tém demonstrado a importancia dos miRNAs a nivel do diagnostico

e prognaostico em varios tipos de tumores.

O diagndstico do cancro envolve, geralmente, a realizacdo de um procedimento invasivo
que consiste numa bidpsia para obtencdo da amostra bioldgica que sera utilizada na
confirmacdo/exclusdo da doenca. A presenca de biomarcadores fiaveis em fluidos
biolégicos, como por exemplo o sangue, permitiria ultrapassar o desconforto que a
realizacdo de uma bidpsia representa para o doente. De facto, &cidos nucleicos como
miRNAs podem ser detetados em fluidos humanos, como o plasma/soro, urina ou saliva.
Os miRNAs circulantes no plasma/soro, de origem enddgena, sdo secretados dentro de
microparticulas e exossomas (vesiculas com 50-90 nm de didmetro) o que evita a sua
degradacdo e possibilita a sua utilizagdo como marcadores. Além disso, a dete¢do de
miRNA no soro é relativamente facil devido a simplicidade do método de extracdo, a
auséncia de modificacbes adicionais decorrentes de etapas de processamento dos
miRNAS e a elevada sensibilidade dos métodos utilizados na sua detecao, por exemplo o
PCR (polymerase-chain reaction). A primeira publicacdo, em 2008, acerca da utilizagdo
dos miRNAs como ferramentas de diagnostico em fluidos bioldgicos reporta a detecao
de miRNAs placentarios no plasma materno (Chim et al., 2008). No mesmo ano, Lawrie
e colaboradores, através da analise comparativa do soro de doentes com linfoma de
células B com o soro de individuos saudaveis, demonstraram que 0s niveis de miR-155,
miR-210 e miR-21 estavam sobreexpressos no soro dos doentes. Além disso, o nivel de
sobreexpressdo de miR-21 observado no soro destes doentes estava correlacionado com
0 seu tempo de vida e as recidivas da doenca (Lawrie et al., 2008). Desde ent&o, as

alterac6es nos niveis de miRNAs tém sido descritas no soro de doentes com diferentes
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tipos cancro, incluindo leucemia, linfoma, cancro gastrico, pancreatico e colorectal,
cancro oral, cancro da mama, ovario, préstata e pulmdo, e cancros hepatocelulares
(Almeida et al., 2011).

Apesar da potencialidade dos miRNAs como biomarcadores no diagnostico e progndstico
do envelhecimento e de doencas associadas ao envelhecimento, ainda é necessario
padronizar as metodologias utilizadas nestes estudos a nivel dos procedimentos de
extracdo dos miRNAs do plasma, condi¢fes de armazenamento e métodos estatisticos
para a analise de dados. Por outro lado, os estudos com a informacéo de dados clinicos
detalhados para ambos o0s sexos e idades, sdo ainda sdo escassos (Almeida et al., 2011).
No entanto, estes biomarcadores representam ferramentas importantes para o estudo do
envelhecimento e poderéo ser eventualmente aplicados, no futuro, para monitorizar o
efeito de terapias anti-envelhecimento e abordagens terapéuticas personalizadas
(Marques et al., 2010), ou até, eventualmente, em estudos preditivos do envelhecimento
(Smith-Vikos e Slack, 2012). De facto, os padrdes de expressdo de alguns miRNAs em
C. elegans séo preditivos da longevidade deste organismo, bem como estudos recentes
sugerem a correlacdo entre os niveis de miR-34a e miR-34c e o envelhecimento neuronal

e a deméncia, respetivamente (Li et al., 2011; Zovaoilis et al., 2011).
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8. Concluséo e perspetivas futuras

O estudo do envelhecimento tem sido o objetivo de numerosos trabalhos de investigagédo
publicados ao longo dos anos. Este processo complexo e irremediavel associado a vida
tem um especial interesse para a populacdo humana devido a crescente incidéncia de
patologias cronicas associadas a idade, incluindo a diabetes, a artrite, as doencas
neuroldgicas, as doencas cardiovasculares e o cancro (Kirkwood, 2005). A compreensao
adequada das bases moleculares do envelhecimento pode contribuir para prevenir ou
atenuar a incidéncia destas patologias. Apesar do grande esforco que tem sido efetuado
pela comunidade cientifica para desvendar os mecanismos que controlam o processo do
envelhecimento, a natureza multifatorial deste processo tem dificultado a sua elucidagéo
e caracterizacdo. No entanto, ha o consenso de que uma das caracteristicas do
envelhecimento é a acumulacéo progressiva de células danificadas e que esta acumulacgéo

compromete a homeostasia e a funcéo do tecido (Ugalde et al., 2011).

Ao longo dos altimos anos, diversos fatores foram identificados como sendo importantes
para o processo de senescéncia celular, incluindo as reagdes oxidativas, 0 encurtamento
dos telomeros e a diminuicdo progressiva da eficiéncia dos sistemas de reparacdo do
DNA, entre outros. A nivel molecular, a identificacdo de mutacGes genéticas que causam
envelhecimento precoce em seres humanos e a caracterizacdo de patologias associadas ao
envelhecimento tem permitido a caracterizacdo de vias celulares que influenciam a
longevidade do organismo. Estas descobertas tém reforcado a importancia das alteraces
no DNA no processo de senescéncia. De facto, a grande maioria dos fendtipos
progerdides é causada por mutacGes em genes envolvidos na manutencdo do genoma
nuclear e na organizacdo da cromatina. Mutacdes que afetem os sistemas de reparacéo do
DNA, bem como genes envolvidos na sinalizacdo de danos no DNA ou em genes
codificantes para proteinas da lamina nuclear, deverdo igualmente acelerar a senescéncia
celular e, subsequentemente, o envelhecimento em seres humanos (Burtner e Kennedy,
2010; Kenyon, 2010).

A caracterizacao funcional de miRNAs, ndo sé mudou substancialmente a visao cléssica
da regulacdo da expressdo génica, como também revelou um novo grupo de moléculas

que contribuem para o complexo processo da senescencia e do envelhecimento e que
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poderdo representar alvos terapéuticos (Ugalde et al., 2011). No entanto, o conhecimento
atual acerca da funcdo, regulacédo e potencial terapéutico dos miRNA no envelhecimento
dos mamiferos é, ainda, relativamente limitado, ndo possibilitando a sua aplicacdo em

contexto clinico (Ugalde et al., 2011; Vijg e Campisi, 2008).

Em concluséo, a descoberta dos miRNAs foi um grande marco na historia da ciéncia que
veio acrescentar um novo nivel de regulacdo do processo de expressdo génica e, deste
modo, ajudar a compreender de forma mais ampla as alteragdes moleculares que estdo
associadas a funcbes celulares basicas dos organismos eucaridticos. Apesar do
conhecimento adquirido ao longo dos ultimos anos, ainda existem muitas questdes em
aberto acerca da regulacdo dos miRNAs, na saude e na doenca. Por esse motivo, estudos
adicionais serdo necessarios com vista a elucidar o contributo deste sistema de regulacao
pos-trancricional da expressdo génica nos diferentes processos fisioldgicos e patoldgicos
dos organismos, nomeadamente na senescéncia, e proporcionar evidéncias para a

aplicacdo desse conhecimento em ensaios pre-clinicos.
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