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RESUMO 
 
MicroRNAs  (miRNAs)  constituem  uma  classe  de  pequenos  RNAs  (21  a  25 
nucleotídeos) não  codificadores 0que  controlam  a expressão gênica através da 
repressão  da  tradução  ou  degradação  do  RNA  mensageiro  (RNAm)  alvo.  Os 
miRNAs são transcritos pela RNA polimerase II, sendo que os transcritos primários 
são  clivados  no  núcleo  pela  Drosha  (uma  RNase  III).  O  fragmento  resultante 
(“hairpin”) é então exportado do núcleo para o citoplasma pela exportina 5, onde é 
clivado por  uma  outra  RNase III  (Dicer)  produzindo  um  miRNA maduro.  O  miRNA 
maduro  é  incorporado  no  RISC  (complexo  de  silenciamento  induzido  por  RNA)  e, 
dependendo do  grau de  complementaridade   entre o miRNA e seu transcrito alvo, 
poderá levar à degradação do RNAm ou à repressão da tradução. Estudos recentes 
indicam  que  muitos  miRNAs  estão  aberrantemente  expressos  em  vários  cânceres 
humanos. Entretanto, não  há nenhum relato a  respeito  da  expressão  dos miRNAs 
durante a progressão do tumor. No presente estudo, investigamos a expressão de 
21  microRNAs  em  melanócitos isolados  de diferentes  estágios  (radial,  vertical  e 
metastático)  da  progressão  do  melanoma  humano  e  em  melanócito  não 
transformado. A  expressão de  miRNAs  maduros  foi  analisada  por  RT-PCR  em 
tempo real  usando oligonucleotídeos em forma de “stem-loop” para as reações de 
transcrição reversa e oligonucleotídeos e sondas para a reação de amplificação de 
acordo  com  TaqMan®  Micro-RNA  Assay  (Applied  Biosystems).  O  RNA  de 
melanócitos não transformados foi obtido comercialmente e usado como referência. 
Este foi o  primeiro estudo  a  demonstrar uma  expressão  aberrante de  miRNAs 
durante  a  progressão  tumoral,  sugerindo  o  envolvimento  de  miRNAs  no 
desenvolvimento  do  melanoma  humano.  Nossos  resultados  mostraram  que  let-7, 
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miR-16, miR-21, miR-29a, miR-29b-2, miR-146, miR-200a, miR-200b e miR-213 são 
“super-expressos”, enquanto miR-34, miR-129.1, miR-194 e miR-205 apresentaram 
expressão reduzida durante todos os estágios da progressão do tumor. Verificamos 
também que miR-30a-3p, miR-30e, miR-96, miR-145, miR-182, miR-199a e miR-219 
são  “super-expressos”  somente  em  um  estágio  da  progressão  do  tumor.  A 
expressão do miR-215 não teve alteração significante durante a progressão do 
tumor.  A  associação  entre  a  expressão  dos  miRNAs  e  os  seus  efeitos  em  RNAm 
alvos de proto-oncogenes e genes do supressores de tumor ainda não é totalmente 
compreendida. Sabe-se,  entretanto, que  o miR-21  regula negativamente  o gene 
supressor de tumor TPM1 em células de câncer de mama. A compreensão de como 
a expressão de miRNAs é regulada constitui um dos maiores desafios no campo da 
pesquisa  sobre  miRNAs.  Neste  contexto,  este  estudo  sugere  que  a  expressão  de 
miR-146 e let-7a poderia ser regulada pela  ativação NF-kB  através da PKR e  que 
ambos  os  miRNAs  poderiam  estar  envolvidos  no  desenvolvimento  do  melanoma. 
Entretanto, estudos adicionais são necessários para identificar os RNAm alvos a fim 
de elucidar a função dos miRNAs na progressão humana do melanoma. 
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ABSTRACT 
 
 
 
MicroRNAs (miRNAs) are  a  class  of  naturally occurring  small  non-coding 
RNAs (21-25 nucleotides) that control gene expression by  targeting mRNAs  for 
translational  repression  or  degradation.  It  was  demonstrated  that  miRNAs  are 
transcribed  by RNA  polymerase II,  and the  primary transcripts  is cleaved  in the 
nucleus by the RNase III enzyme Drosha and the resulting hairpin–loop fragment is 
then exported from the nucleus to the cytoplasm by exportin 5, where it is cleaved by 
the RNase  III enzyme  Dicer producing  a mature  miRNA. The  mature miRNA  is 
incorporates into RISC (RNA-induced silence complex) and depending on the degree 
of complementarity between miRNA and its target transcript will occur degradation of 
mRNA  or  translational  repression.  Recent  studies  indicate  that  many  miRNAs  are 
aberrantly  expressed  in  various  human  cancers.  However,  there  is  no  report 
concerning the expression of miRNAs during tumor progression. In the present study, 
we  investigate  the  expression  of  21  microRNAs  in  melanocytic  cells  isolated  from 
different stages (radial, vertical and metastatic) of human melanoma progression and 
in non-transformated melanocytes. The expression of mature miRNAs was evaluated 
by using stem-loop RT followed by TaqMan real-time PCR analysis and miRNAs of 
non-transformated  melanocytes  were  used  as  control.  This  study  is  the  first 
demonstration  of  an  aberrant  expression  of  miRNAs  during  tumor  progression, 
suggesting  that  they  could  be  involved  in  the  melanoma  development.  Our  results 
showed that  let-7,  miR-16,  miR-21,  miR-29a,  miR-29b-2,  miR-146,  miR-200a,  miR-
200b and miR-213 are over-expressed, whereas miR-34, miR-129.1, miR-194 e miR-
205 are down-regulated during all stages of tumor progression. We also found that 
miR-30a-3p,  miR-30e,  miR-96,  miR-145,  miR-182,  miR-199a  e  miR-219  are  over-
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expressed only in on stage of tumor progression. MiR-215 expression had no change 
during  tumor  progression.  The  correlation between  miRNAs  expression  and  their 
effects on targets mRNAs of proto-oncogenes and tumor suppressor genes is still not 
fully understood. It is noteworthy that miR-21 has been described to down-regulate 
the tumor suppressor gene TPM1 in breast cancer cells. To understand how miRNAs 
expression is regulated is one the biggest challenges in the field of miRNA research. 
Our findings suggest that the expression of miR-146 and let-7a could be regulated by 
NF-kB  activation  through  PKR  and  that  both  miRNAs  could  be  involved  in  the 
melanoma  development. However,  additional  work  is  required  to  identify  the  target 
mRNAs  in  order  to  elucidate  the  role  played  by  miRNAs  in  human  melanoma 
progression. 
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INTRODUÇÃO 
 
1.  CONSIDERAÇÕES  GERAIS  SOBRE  RNAs  NÃO  CODIFICADORES  DE 
PROTEÍNAS 
 
Os  recentes  estudos  sobre  o  genoma  humano  revelaram  dados 
surpreendentes, dentre os quais podemos destacar a identificação de um número de 
genes codificadores  de  proteínas  menor do  que  o  esperado  por  geneticistas  e 
biologistas  moleculares.  Verificou-se  que  apenas  1,4%  do  genoma  humano  é 
utilizado  na  produção  de  transcritos  codificadores  de  proteínas  (Erdmann  e  cols., 
2001a;  Erdmann  e  cols.,  2001b;  Mattick,  2001;  Mattick,  2003;  Szymański
 
e 
Barciszewski,  2002).  Esses  resultados,  portanto,  têm  despertado  um  grande 
interesse sobre os transcritos não codificadores de proteínas (“non-coding RNAs” - 
ncRNAs)  que  representam  aproximadamente  98%  dos  transcritos  produzidos  pela 
célula  humana  e  que  poderão  desempenhar  um  papel  relevante  nos  estudos  do 
genoma funcional (Eddy, 2001; Mattick, 2003). 
Os transcritos não codificadores de proteínas (ncRNAs) têm sido classificados 
basicamente em dois grupos (Szymański
 
e Barciszewski, 2002). No primeiro grupo, 
estão  incluídos  aqueles  transcritos  que  são  constitutivamente  expressos  e  que 
participam de processos celulares normais, como é o caso dos RNAs ribossômicos 
na biossíntese de proteínas e do RNA telomerase na síntese do DNA telomérico. Por 
outro lado, os transcritos que pertencem ao segundo grupo são expressos em fases 
específicas do desenvolvimento de um organismo, bem como durante o processo de 
diferenciação  celular  e  podem  regular  a  expressão  de  outros  genes  em  nível  de 
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transcrição e tradução. Por  esse motivo, estes transcritos não codificadores de 
proteínas  são  denominados  de RNAs reguladores ou riboreguladores,  os  quais 
regulam  funções  celulares  importantes  em  células  eucarióticas  (De  Lucca  e  cols., 
2002; Erdmann e cols., 2001a; Erdmann e cols., 2001b; Mattick, 2004; Szymański
 
e 
Barciszewski,  2002).  No  presente  estudo,  será  dada  uma  ênfase  especial  para  a 
regulação  da  expressão  gênica  por  meio  de  RNAs  reguladores  denominados  de 
micro-RNAs (miRNAs): 
 
 
 
 
 
RNA ribossômico
 

RNA transportador
 

RNA mensageiro 
RNAs reguladores 
 
Síntese proteica 
 
 Regulação de funções celulares 
 

 

Transcrição 
 

Replicação 
 
 DNA 
 

 
 
 
Regulação da expressão gênica: 
 
RNAs ativadores da PKR 
Micro RNAs 
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2. NOÇÕES BÁSICAS SOBRE Micro-RNAs 
 
O  primeiro  miRNA,  denominado  lin-4,    foi  descoberto  por  Victor  Ambros  e 
colaboradores em C. elegans em 1993 (Lee e cols., 1993). Por este motivo, o lin-4 é 
considerado o paradigma desta crescente e numerosa família de miRNAs (Ambros, 
2004;  Lau  e  cols.,  2001;  Olsen  e  Ambros,  1999).  Esses  pesquisadores 
demonstraram que o lin-4 apresentava complementaridade parcial com a região 3’-
UTR do RNAm da proteína lin-14 : 
 
Figura 1. Pareamento do lin-4 com a região 3’-UTR do RNAm lin-14 
 
A formação deste complexo entre RNAm lin-14 e lin-4 resulta na inibição da 
tradução do RNAm lin-14. Portanto, a regulação da expressão gênica pelo miRNA 
lin-4  ocorre  em  nível  pós-transcricional.  Embora  este  mecanismo  de  regulação 
gênica  proposto  para  o  lin-4  tenha  sido  extremamente  original,  a  repercussão 
científica  foi  pequena  desde  que  se  atribuiu  este  fenômeno  como  peculiar  ao 
Caenorhabditis  elegans.  A  descoberta  do  segundo  miRNA,  denominado  let-7, 
ocorreu também em C. elegans somente 7 anos após a descrição do lin-4 (Reinhart 
e cols., 2000). Verificou-se que o let-7 atuava também em nível pós-transcricional e 
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apresentava complementaridade parcial com a região 3’-UTR do RNAm da proteína 
lin-41 (Reinhart e cols., 2000; Lee e Ambros, 2001). 
O interesse da comunidade científica pelos miRNAs ocorreu somente quando 
estes  ncRNA  foram  recentemente  descritos  em  insetos  e  mamíferos  (Lagos-
Quintana e cols., 2001; Lim e cols., 2003). Os resultados obtidos por vários grupos 
de pesquisa sugeriam que  o mecanismo de regulação gênica pós-transcricional 
através da complementaridade parcial do miRNA com o seu RNAm alvo deveria ser 
de caráter  universal e  estaria   envolvido na regulação de importantes funções nas 
células  eucarióticas.  Assim,  admite-se  que  os  miRNAs  representam 
aproximadamente 1%  dos genes presentes no  genoma humano, o que  permite 
classificá-los  como  uma  classe  abundante  de  ncRNAs  (Ambros  e  cols.,  2003a  e 
2003b;  Lim  e  cols.,  2003;  Bentwich  e  cols.,  2005).  Por  esse  motivo,  os  miRNAs 
tornam-se uma área de pesquisa atraente e os principais aspectos relacionados com 
a biogênese e o mecanismo de ação de miRNAs já foram elucidados (Bartel, 2004; 
He e Hannon, 2004, Karube e cols., 2005; Khvorova e cols., 2003; Lee e cols., 2002; 
Lee  e  cols.,  2003;  Meister  e  cols.,  2004).  Verificou-se  que  os  miRNAs  são  fitas 
simples de  21-22  nucleotídeos  filogeneticamente conservados e  codificados por 
genes  localizados  nas  regiões  entre  os  genes  codificadores  de  proteínas  (regiões 
intergênicas) e surpreendentemente em íntrons (Bartel, 2004; Mattick, 1994; Mattick 
e  Gagen,  2001).  Observou-se  ainda  que  os  miRNAs  maduros  são  processados  a 
partir de um precursor (pré-miRNA) como indica a Figura 2. 
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Figura 2. Estrutura de um precursor de micro-RNA com o micro-RNA maduro 
em negrito. 
 
 
3. BIOGÊNESE DE Micro-RNAs 
 
3.1. Genes de micro-RNA 
Estimativas  indicam  a  existência de  200 a  255 genes de  miRNAs,  o que 
corresponde aproximadamente  a 1%  dos genes  humanos preditos (Lim  e cols., 
2003).  A  maioria  dos  miRNAs  são  transcritos  de  regiões  genômicas  não descritas 
previamente como codificadores para proteínas diferentes. Alguns loci codificadores 
para  miRNA  se  encontram  próximos  do  aparato  de  outros  miRNAs  sugerindo  que 
estes possuem suas próprias unidades transcrição; outros estão agrupados em um 
único transcrito (“clusterizados”) e apresentam padrões de expressão semelhantes, 
implicando que estes são transcritos simultaneamente (Lagos-Quitana e cols., 2001; 
Lau e cols., 2001; Lee e cols., 2002; Reinhart e cols., 2002) 
Os miRNAs  de mamíferos conhecidos  podem estar presentes  em íntrons 
tanto  de  genes  codificadores  para  proteína  (Figura  3a)  como  de  genes  não-
codificadores (Figura 3b) e podem ainda estar presentes em éxons de genes não-
codificadores (Figura 3c) (Rodriguez e cols.,2004). 
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Figura 3. Genes de micro-RNAs. 
Quanto  a  localização  no  genoma,  os  micro-RNAs  são  classificados  em:  (a) 
miRNAs  intrônicos  em  transcritos  que  codificam  proteínas;  (b)  miRNAs 
intrônicos em transcritos não codificadores de proteínas; (c) miRNAs exônicos 
em  transcritos  não  codificadores  de  proteínas.  As  estruturas  em  “hairpins” 
indicam os pri-miRNAs e os retângulos indicam as regiões codificadoras para 
proteína. 
 
Os miRNAs  intrônicos são coordenadamente  expressos com o RNAm  do 
gene no qual reside, formando um único transcrito primário (Rodriguez e cols.,2004; 
Baskerville & Bartel,  2005).  Existem  também  os  transcritos primários  codificadores 
para miRNAs, os quais possuem características semelhantes aos RNAm como cap 
5’  m
7
G  e  cauda  poli(A)  na  extremidade  3’,  sugerindo  que  estes  também  são 
transcritos pela RNA polimerase II (Smalheiser & Torvik, 2005). 
Pouco  se conhece sobre  a  regulação  transcricional dos  pri-miRNAs  e  como 
estão  localizados  dentro  de  íntrons,  tanto  em  genes  que  codificam  para  proteína 
quanto em genes não codificadores,  especula-se que  os pri-miRNAs poderiam  ser 
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então transcricionalmente regulados pelos promotores dos genes (Lagos-Quintana e 
cols., 2003). 
É importante salientar que os precursores de miRNAs podem ser expressos 
em “clusters”, constituindo verdadeiros RNAs policistrônicos, o que ocorre com 37% 
dos  miRNAs  humanos  (Altuvia  e  cols.,  2005;  He  e  cols.,  2005).  A  existência  de 
“cluster” de 2 - 6 precursores de miRNAs sugere que a expressão de alguns tipos de 
miRNAs  pode  ocorrer  de  forma  coordenada,  provavelmente  através  de  um  único 
promotor (Altuvia e cols., 2005). 
 
3.2 Etapas do processo de maturação de miRNAs 
O  processo  de  maturação  de  miRNAs  envolve  uma  série  de  etapas 
mostradas na Figura 3. 
 
Figura 4. Etapas do processamento de micro-RNAs. 
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O produto  primário da  transcrição do gene de  miRNA é denominado  pri-
miRNA, o  qual apresenta  uma estrutura  de dupla  hélice do  tipo “hairpin”   (~70 
nucleotídeos)  e  é  processado  no  núcleo  por  uma  ribonuclease  do  tipo  III 
denominada Drosha, e seu cofator DGCR8 (“DiGeorge syndrome critical region gene 
8”). 
A  molécula  resultante  do  processamento  da  Drosha  é  denominada  de 
precursor do miRNA (pré-miRNA), o qual é exportado do núcleo para o citoplasma 
pela  exportina  5  ,  uma  proteína  de  exportação  nuclear  dependente  de  Ran-GTP 
como cofator (Lund e cols., 2004). 
No  citoplasma,  o  pré-miRNA  sofre  a  ação  de  outra  ribonuclease  do  tipo  III 
denominada Dicer e dá origem a um pequeno e imperfeito duplex dsRNA (miRNA: 
miRNA  *)  que  contém  tanto  a  fita  de  miRNA  maduro  quanto  sua  fita  anti-senso 
(miRNA  *)  (Hutvágner  e  cols.,  2001;  Grishok  e  cols.,2001;  Ketting  e  cols.,  2001; 
Karube e cols., 2005; Lee e cols., 2003; Meister e cols., 2004). 
O produto da Dicer é incorporado por um complexo multimérico denominado 
RISC (RNA-induced silence complex), o qual contém proteínas da família Argonauta 
como  principais  componentes.  Apenas  uma  das  fitas  do  duplex  de  miRNA 
permanece no complexo RISC para controlar a expressão pós-transcricional de 
genes alvos (Schwarz e cols., 2003). 
 
3.3. Enzimas envolvidas na maturação de miRNAs 
A  Drosha,  que  cliva os  pri-micro-RNAs,  é  localizada  predominantemente  no 
núcleo e  contém dois domínios tandem de ribonuclease-III (RNase  III), um  dsRNA 
domínio de ligação e um segmento amino-terminal de função desconhecida (Lee e 
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cols., 2003).  Apesar das diversas seqüências primárias e estruturas de pri-miRNAs, 
Drosha  cliva  estes  em  pré-miRNAs  de  ~70-bp  que  consiste  em  uma  estrutura  de 
stem-loop imperfeita (Figura 4) (Lee e cols., 2003). Embora os mecanismos precisos 
que Drosha usa para separar precursores de miRNAs permanecam desconhecidos, 
diversos estudos indicam que características estruturais dos pri-miRNAs contribuem 
para a clivagem pela Drosha tanto in vitro quanto in vivo (Lee e cols., 2003, Zeng & 
Cullen,  2003).  A  eficiência  do  processamento  da  Drosha  depende  do  tamanho  do 
“loop”  terminal,  da estrutura  do “stem”  e das  seqüências  adjacentes  ao  sítio  de 
clivagem  da  Drosha,  porque  o  encurtamento  do  “loop”  terminal,  diminuição  da 
complementaridade  dentro  do  stem  e  a  remoção  ou  mutação  de  seqüências 
adjacentes ao sítio de clivagem da Drosha, diminuem significativamente ou abolem o 
processamento dos pri-miRNAs (Lee e cols., 2003; Zeng & Cullen, 2003). 
A Dicer que cliva os pré-miRNAs , contém um possível domínio de helicase, 
um domínio de DUF283 (Domain of Unknown Function 283), um domínio PAZ (Piwi-
Argonauta-Zwille), dois domínios tandem de RNase-III e um domínio de ligação ao 
dsRNA (dsRBD) de acordo com a Figura 5 (Berstein e cols.,2001). 
Uma  eficiente  clivagem  pela  Dicer  requer  a  presença  de  “overhang” 
(nucleotídeos  proeminetes  despareados)  e  um  comprimento  de  “stem”  mínimo, 
sendo  que  o  domínio  PAZ  da  Dicer  reconhece  o  produto  final  da  clivagem  pela 
Drosha, e então posiciona o sítio da segunda clivagem pela RNase-III no “stem” dos 
precursores  de miRNA    (Carmell &  Hannon, 2004).  A  clivagem pela  Dicer  gera 
miRNAs maduros que variam de 21 a 25 nucleotídeos, e tal diferença em tamanho 
possivelmente resulte da presença de protuberâncias e “mismatches” no “stem” do 
pré-miRNA. 
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Figura 5. Estrutura da ribonuclease III Dicer humana. 
 
É  provável  que  Drosha  e  Dicer  compartilhem  mecanismos  intimamente 
relacionados para o processamento de miRNAs. Os miRNAs de plantas pareçem ser 
produzidos  de  transcritos  primários  longos,  e  assim,  a  maturação  destes  miRNAs 
deve,  por  necessidade,  acontecer  diferentemente  da  maturação  de  miRNA  em 
animais, tanto  que  ainda  não foi encontrado nenhum homológo  de  Drosha em 
plantas.  Porém,  a  família  Dicer  em  Arabidopsis  thaliana  tem  um  nível  de 
complexidade que não foi observada em outros organismos estudados. Verificou-se 
que  há  quatro  homológos  de  Dicer  em  A.  thaliana  -  DCL1,  DCL2,  DCL3  e  DCL4. 
Assim, parece possível que aquela função de Drosha possa ser executada por uma 
ou mais enzimas Dicer especializadas em plantas. Uma homóloga de Dicer DCL1, 
que  contém  dois  sinais  de  localização  nuclear,  foi  encontrada  predominantemente 
no núcleo quando expressa como proteína fusionada com GFP (Green Fluorescent 
Protein) em estudos de transfecção (Papp e cols., 2003). 
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4.  MECANISMO DE AÇÃO DE Micro-RNAs 
 
O miRNA maduro de fita simples é incorporado a  um complexo protéico 
denominado RISC (RNA-induced silencing complex), o qual direciona o miRNA para 
a  região  de  complementaridade  na  região 3’-UTR  do  RNAm alvo. Os  precisos 
mecanismos  moleculares  pelos  quais  os  miRNAs  atuam  na  repressão  pós-
transcricional não estão completamente elucidados. Sabe-se, entretanto, que o RISC 
pode  efetuar  a  regulação  negativa  da  expressão  de  genes  por  dois  principais 
mecanismos: clivagem do  RNAm ou repressão  traducional (Figura  6). Uma vez 
incorporado  no  RISC  citoplasmático,  o  miRNA  especificará  a  clivagem  do  RNAm 
quando  ocorrer complementaridade  perfeita  com o  RNAm alvo  ou repressão  da 
tradução no caso de apresentar complementaridade parcial com o seu RNAm alvo 
(Hutvágner and Zamore, 2002; Zeng e cols., 2002, 2003; Doench e cols., 2003). 
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Figura 6. Principais mecanismos de ação de micro-RNAs. 
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Apesar  de  inicialmente  se  acreditar  que  a  inibição  da  tradução  era  o  único 
mecanismo de atuação dos micro-RNAs animais, vários trabalhos recentes têm 
apontado outros  mecanismos possíveis  como deadenilação,  degradação e  captura 
dos  RNAm  nos  “P-bodies”  (Jackson  &  Standart,  2007;  Nilsen,  2007;  Pillai  e  cols. 
2007).  Entretanto,  a  inibição  da  tradução  continua  sendo  considerada  como  o 
mecanismo  principal  de  regulação  da  expressão  gênica  por  miRNAs  em  animais 
(Nilsen, 2007). 
Os componentes do RISC em diferentes organismos e como este complexo 
funciona  para  executar  os  dois  mecanismos  aparentemente  discrepantes  de 
silenciamento, não foi ainda elucidado (Denli e Hannon, 2003). 
 
4.1. Inibição da tradução 
As primeiras análises da função dos miRNAs foram realizadas em C. elegans, 
verificando-se  que  a  abundância  de  RNAm  regulados  por  miRNAs  não  sofreu 
mudanças  substanciais,  mas  a  abundância  das  proteínas  codificada  por  estes 
RNAm  foi  bruscamente  reduzida (Olsen  &  Ambros,1999;  Seggerson  e  cols.,2002). 
Além  disso,  os  RNAm  regulados  foram  detectados  nos  polissomos  (Olsen  & 
Ambros,1999;  Seggerson  e  cols.,2002)  e  acoplados  a  ribossomos  capazes  de 
subseqüente  elongação  in  vitro  (Seggerson  e  cols.,2002).  Estas  observações 
sugeriram que a supressão da produção de proteína mediada por miRNA ocorreria 
por um mecanismo que atua após a iniciação da síntese protéica. 
O lin-4, primeiro  miRNA  descoberto  ((Lee  e  cols.,  1993),  o    qual  regula 
negativamente  seu  alvo  lin-14  reprimindo  sua  tradução,  é  um  dos  melhores 
exemplos no estudo do mecanismo de ação de miRNAs (Olsen & Ambros, 1999). O 
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pareamento  de  bases entre  lin-4 e  lin-14 (Figura  1)  foi  confirmado como  sendo 
crucial  para  a  interação  deles  in  vivo,  tanto  que  mutações  que  afetam  a 
complementaridade deles comprometem ou abolem esta regulação negativa (Lee e 
cols., 1993).  De forma interessante, lin-4 só inibe a síntese protéica de LIN-14 não 
afetando a síntese, poliadenilação ou abundância do RNAm lin-14 (Olsen & Ambros, 
1999). Além disso, o início da tradução de lin-14 parece acontecer normalmente na 
presença  de  lin-4,  pois  o  RNAm  lin-14  está  eficientemente  incorporado  em 
polissomos independentemente da expressão de lin-4 (Olsen & Ambros, 1999). 
A  repressão  traducional  de  genes  designados  não  é  específica  a  lin-4;  na 
verdade,  parece  ser  o  mecanismo  predominante  pelo  qual  miRNAs  regulam 
negativamente seus RNAm alvos no reino animal. A ligação de let-7 e Bantam (que 
codifica um miRNA anti-apoptótico) à região 3' UTRs dos seus RNAm alvos regula 
negativamente  a  tradução  destes  em  nematóides  e  moscas,  respectivamente 
(Reinhart e cols., 2000; Brennecke, 2003). 
Centenas  de  miRNAs  foram  agora  identificados  em  vários  organismos,  e  a 
estrutura  do  RNA  e  mecanismos  regulatórios  que  foram  caracterizados  em  lin-4  e 
let-7 ainda fornecem uma assinatura molecular única que é definida como miRNAs. 
Pelo menos em animais, a maioria dos miRNAs liga-se na região 3'-UTR do RNAm 
alvo  com  complementaridade  imperfeita  e  funciona  como  repressores  traducionais 
(Bartel,  2004).  Em  muitos  casos,  miRNAs  ligam-se  à  região  3'-UTRs  por 
complementaridade  imperfeita em  sítios múltiplos, e então regula  negativamente a 
expressão ao nível de tradução. Embora a maioria dos miRNAs animais reprimam 
tradução, foi verificado recentemente que o miR-196 que induz a clivagem do RNAm 
do Hoxb8, o qual é o seu RNAm alvo (Yekta e cols., 2004). 
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Embora estudos subseqüentes mostrem que os miRNAs podem exercer seus 
efeitos  por  uma  variedade  dos  mecanismos,  há  numerosos  exemplos  em  que  a 
redução  da  produção  da  proteína  mediada  por  miRNA  não  é  acompanhada  por 
mudanças correspondentes na abundância do RNAm (Zhao e cols 2005; O’Donnell 
e cols.,2005; Saito e cols., 2006; Chen e cols .,2006; Boutz e cols., 2007). 
Estudos  recentes  fornecem  evidências  de  que  a  repressão  da  produção  de 
proteína  ocorre  após  o  início  da  síntese  (Maroney  e  cols.,  2006;  Nottrott  e  cols., 
2006; Petersen e cols., 2006).  Maroney e cols. (2006) estudaram a associação de 
miRNAs com   RNAm em células  HeLa e verificaram que um RNAm   regulado por 
miRNA  encontrava-se  exclusivamente  nos  polissomos  e  associados  com  os 
ribossomos que se encontravam na fase de elongação da síntese de proteínas. 
Outros autores demonstraram que um RNAm, descrito como  alvo de um 
miRNA endógeno, estava também presente nos polissomos (Nettrott e cols., 2006). 
Diversas linhas  de  evidência  mostraram que estes  polissomos  estavam  traduzindo 
ativamente; entretanto, os polipepitídeos nascentes não puderam ser detectados por 
imunoprecipitação, sugerindo que a repressão da acumulação de proteína resultou 
da  degradação  co-traducional  da  proteína,  ou  seja,  a  degradação  da  proteína  foi 
concomitante  com  a  tradução  do  RNAm  alvo  (Nettrott  e  cols.,  2006).  No  terceiro 
estudo, uma  construção do repórter  contendo um  3’-UTR  com os  sítios projetados 
como alvo para um miRNA sintético que tivesse complementaridade extensiva, mas 
imperfeita, àqueles sítios foi mostrada como reprimida traducionalmente e associada 
com os polissomos (Humphreys e cols., 2005). Neste caso, a evidência sugeriu que 
o deficit na produção da proteína resultou do término prematuro da tradução (“drop 
off” prematuro do ribossomo) (Humphreys e cols., 2005). 
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Em contraste, outros dois trabalhos demonstraram que os miRNAs inibem o 
início da síntese protéica (Pillai e cols., 2005; Humphreys e cols., 2005). Pillai e cols. 
(2005)  demonstraram  que  um  miRNA  endógeno  reduziu  a  associação  dos 
polissomos  em  uma  construção  de  um  gene  “repórter”  com  os  sítios  alvos 
apropriados. Humphreys e cols. (2005) demonstraram que o cap na extremidade 5’ e 
a cauda de poli (A) na extremidade 3’ são necessários para a repressão completa da 
tradução.  Como  a  associação dos ribossomos e  o  cap  na  extremidade 5’  são 
essências para a iniciação da tradução, conclui-se que a repressão da iniciação da 
tradução é necessária para uma reprresão completa da tradução da proteína. 
 
4.2. De-adenilação e degradação do RNAm 
Conforme salientado anteriormente, a inibição da tradução é o principal, mas 
não o único mecanismo de ação dos miRNAs. Há numerosos exemplos de miRNAs 
que destabilizam e/ou degradam seus RNAm alvos. Lim e cols. (2005), por exemplo, 
transfectaram os miRNAs miR-1 e miR-124 (específicos do músculo e cérebro, 
respectivamente)  em  células  HeLa  (que  normalmente  não  os  expressam)  e 
encontraram redução na abundância de diversos RNAm, a maioria destes, contendo 
sítios  alvos  para  o  miRNA  transfectado.  Além  disso,  a  análise  de  diversos  RNAm 
alvos  de  miRNAs    em    C.  elegans  revelou  que  estes também  tiveram abundância 
reduzida pela ação dos miRNAs (Bagga e cols. 2005). 
Existem evidências, resultantes do estudo de diversas espécies e de RNAm 
distintos,  de  que  a  desestabilização  do  RNAm  mediada  por  miRNA  seja  uma 
conseqüência  da  de-adenilação  seguida  pela  remoção  do  cap  5’.  Estes  estudos 
sugerem  que  o  aumento  da  de-adenilação  pode  ser  uma  conseqüência  geral  de 
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interações  do  miRNA-RNAm  (Behm-Ansmant  e  cols.,  2006;  Giraldez  e  cols.,2006; 
Wu e cols.,2006). 
A  repressão  da  síntese  da  proteína  não  é  responsável  pela  deadenilação: 
dois grupos mostraram que os RNAm que não podem ser traduzidos, por causa de 
um  “stem-loop”  forte  no  5’-UTR  ou  de  um  cap  defeituoso,  são  ainda  sujeitos    à 
deadenilação (Wu e cols.,2006; Mishima e cols.,2006). 
Em plantas, a  maioria dos  miRNAs estudados leva a degradação do  RNAm 
alvo (Hake, 2003). Estes miRNAs diferem dos miRNAs animais pelo fato de que o 
pareamento entre eles e seus alvos é quase perfeito e que os sítios aos quais são 
complementares ficam situados ao longo das regiões transcritas do gene designado, 
em  vez  de  ser  limitado  a  região  3'-UTRs.  Quando  um  miRNA  direciona  para  uma 
clivagem, o corte é feito precisamente entre os nucleotídeos pareados aos resíduos 
10  e  11  do  miRNA  partindo  da  extremidade  5’(na  região  de  codificação  ou  nas 
UTRs),  condenando  o  seu  RNAm  designado  à  destruição  por  clivagem  e 
degradação (Elbashir cols., 2001; Hutvágner  & Zamore, 2002; Llave e cols., 2002; 
Kasschau e cols., 2003). Depois da clivagem do RNAm, o miRNA permanece intacto 
e pode guiar o reconhecimento e destruição de outros RNAm (Hutvágner & Zamore, 
2002; Tang  e cols., 2003). Uma exceção é o miR-172, que age como um repressor 
traducional em plantas (Chen, 2004; Llave e cols., 2002; Rhoades, 2002). 
 
4.3. Captura de RNAm e formação de “P-bodies” 
Está  claro  que  a  repressão  mediada  por  miRNA  pode  ser  manifestada  pela 
inibição da tradução e/ou  pelo aumento da degradação do  RNAm. Uma variedade 
de estudos bioquímicos e celulares tem convergido na indicação de um papel central 
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para os focos citoplasmáticos conhecidos como “P-body” em ambos os processos. 
Têm  sido  demonstrado  que  os  “P-bodies”  contêm  a  co-localização  em  altas 
concentrações de enzimas envolvidas na desestabilização e degradação do RNAm 
como  enzimas  de  “decapping”,  deadenilases  e  exonucleases  (Valencia-Sanchez  e 
cols., 2006). 
Embora muitas outras proteínas tenham sido encontradas nos  “P-bodies” 
(Eulálio  e  cols.,  2006),  a  exata  composição  destes ainda  não  foi  determinada. 
Diversos  grupos  mostraram  proteínas  da  família  Argonauta  (que  se  ligam  aos 
miRNAs)  localizadas nos “P-bodies” (Pillai e cols., 2005; Chu &Rana, 2006; Sen & 
Blau,2005;  Liu  e  cols.,  2005).  Além  disso,  as  análises  de  co-immunoprecipitação 
indicam que as proteínas Argonautas interagem de forma RNA-independente com os 
componentes dos “P-bodies” conhecidos: DCPlA e GW182 (Behm-Ansmant, e cols., 
2006; Meister e cols., 2005; Liu e cols., 2005). Além disso, Liu e cols. (2005) 
demonstraram  que  os  RNAm  alvejados  se  localizam  nos  “P-bodies”  de  forma 
miRNA-dependente. 
Juntos  estes  dados  fornecem  a  base  para  um  modelo  direto  e  atrativo  de 
mecanismo de ação dos miRNAs.  De forma simples, um miRNA ligado a uma 
proteína  Argonauta  reconhece  seus  RNAm  alvo  por  pareamento  de  bases;  a 
proteína de Argonauta, por sua vez, interage com o GW182, e o complexo RNAm-
miRNA-  Argonauta  é  encaminhado  aos  “P-bodies”.  No  “P-body”,  o  RNAm  alvo  é 
deadenilado  pelas  deadenilases  presentes,  então  decapeado  e  degradado  ou 
removido da maquinaria traducional (uma vez que os “P-bodies” são destituídos de 
ribossomos) (Pillai e cols., 2005; Valencia-Sanchez e cols., 2006). Este modelo tem 
a  vantagem  de  racionalizar  o  todo  o  conteúdo  da  literatura  atual  a  respeito  dos 
mecanismos de ação dos miRNAs (Nilsen, 2007). 
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Embora  a  hipótese  dos  “P-bodies”  seja  sustentada  por  diversas  linhas  de 
evidência, diversas observações  parecem  ser  incompatíveis  com  a  idéia  que o 
processamento  nos “P-bodies”  esclareçam  toda a  regulação  por miRNA  (Nilsen, 
2007). Principalmente, o fato de que o knockdown de um componente do “P-body” 
causou  desaparecimento de  focos visíveis  mas  não comprometeu  a função  dos 
micro-RNAs (Chu &Rana, 2006). 
Enfim, apesar do rápido progresso e da riqueza de informações, o estudo dos 
mecanismos de regulação gênica através de  miRNAs está apenas começando. É 
provável  que  existam  mecanismos  distintos  corroborando  e  talvez  estes  se 
sobreponham 
Em  resumo,  os  possíveis  mecanismos  de  ação  dos  micro-RNAs  estão 
ilustrados na Figura 7. 
 
Figura 7. Mecanismos de ação dos micro-RNAs. 
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5.  Micro-RNAs E CÂNCER 
 
Apesar de mais de 450 micro-RNAs terem sido descritos no genoma humano, 
as funções  desempenhadas por  estes ncRNAs  não foram ainda  completamente 
elucidadas (Lim e cols., 2003; Ambros, 2004; Alvarez-Garcia & Miska 2005). Entre 
os motivos principais deste fato é que o interesse pelo estudo dos miRNAs  ocorreu 
somente  nos  últimos  4  anos,  além  das  dificuldades  surgidas  na  identificação  dos 
RNAm alvos. Assim, podemos salientar que os miRNAs lin-4 e let-7, membros 
fundadores desta classe abundante de ncRNAs, são os mais conhecidos e já está 
bem  estabelecido  que  estes  miRNAs  regulam  o  desenvolvimento  larval  em  C. 
elegans (Ambros, 2004; Lau e cols., 2001). 
Estudos  recentes  revelaram  que  os  miRNAs  estão  envolvidos  na  regulação 
da  proliferação  celular,  apoptose,  diferenciação  neuronal  e  de  células 
hematopoiéticas  (Chen  &  Lodish.,  2005;  Lim  e  cols.,  2003;  Mette  e cols.,  2000; 
Metzler e cols., 2004; Nelson e cols., 2004). Mais recentemente, foi sugerido que os 
miRNAs estariam relacionados com a patogênese do câncer humano, pois se admite 
que acima de 50% dos genes de miRNAs estão localizados em regiões associadas 
com deleção, amplificação e translocação em câncer (Calin e cols., 2004a, Calin e 
cols., 2004b, Croce, 2004; McManus, 2003, Wiemer, 2007). 
Vários trabalhos têm classificado os miRNAs como oncogenes e supressores 
de tumor de acordo com o RNAm que eles regulam (Figura 8). Assim, quando um 
micro-RNA  regula  um  oncogene,  ele  é  considerado  um supressor  de  tumor  e  a 
redução  da  sua  expressão  pode  levar  a  instabilidade genômica,  diminuição  da 
apoptose,  aumento  da  proliferação  celular  e  da  angiogênese,  culminando  no 
estabelecimento de  um tumor.  De  forma inversa,  quando  este regula  um gene 
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supressor  de  tumor,  é  considerado  um  oncogene  e  a  sua  “super-expressão” 
também  pode  levar  ao  desenvolvimento  de  um  tumor  (Chen., 2005;    Morris  & 
McManus, 2005; Esquela-Kerscher & Slack, 2006; Garzon e cols.,2006; Hammond, 
2006; Zhang e cols.,2006, Wiemer, 2007). 
 
 
Figura 8. MicroRNAs como oncogenes e supressores de tumor. 
 
A  primeira  evidência  de  que  os  micro-RNAs  agiriam  como  supressores  de 
tumor foi a expressão reduzida dos miR-15 e miR-16 em leucemia linfocítica crônica 
(LLC).  Esses  micro-RNAs  estão  localizados  em  uma  região  cromossômica 
freqüentemente  deletada  em  LLC  (Calin  e  cols  2002).  Posteriormente,  Cimmino  e 
cols. (2005) mostraram  que esses  dois micro-RNAs  regulavam  negativamente  o 
gene  BCL2  (B-cell  LLC/lymphoma  2)  um  gene  anti-apoptótico  freqüentemente 
“super-expresso”  em  LLC  (Sanchez-Beato  e  cols.,  2004).  Também  em  adenomas 
hipofisários, a expressão destes micro-RNAs encontra-se reduzida. Esta expressão 
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está, ainda, inversamente associada com o tamanho do tumor (Bottoni e  cols., 
2005). 
O primeiro  micro-RNA encontrado “super-expresso” em câncer  (considerado 
oncogene)  foi  o  miR-155  em  linfoma  de  Burkitt  (Metzler  e  cols.,2004). 
Posteriormente, a “super-expressão”  do miR-155 foi também observada em outros 
tipos de  linfomas,  sendo que os  níveis  mais  altos  foram encontrados nos linfomas 
mais agressivos (Metzler e cols.,2004; Eis e cols.,2005). Este miRNA está localizado 
numa  região filogeneticamente  conservada do  gene  BIC, considerado  um  proto-
oncogene (Tam, 2001; Tam e cols., 2002) 
O miR-143 e miR-145, foram os primeiros miRNAs que tiveram alteração da 
expressão  descrita  em  tumores  sólidos.  Estes  foram  encontrados  com  expressão 
reduzida  em  casos  de  câncer  de  cólon  humano  (Michael  e  cols.,  2003). 
Posteriormente, essa alteração também foi observada em câncer de mama humano 
(Iorio e cols.,2005). 
Entretanto, os resultados mais relevantes foram obtidos com o miRNA let-7, 
verificando-se  que  a  sua  expressão  está  diminuída  (redução  maior  que  80%)  em 
44%  dos  pacientes  com    câncer  de  pulmão  e  que  esses  pacientes  possuem  uma 
menor sobrevida pós-cirúrgica (Takamizawa e cols., 2004). 
Outro  resultado  significante  foi  a  demonstração  que  o  miRNA  let-7  regula 
negativamente o proto-oncogene ras,  sendo que a região 3’-UTR do RNAm do ras 
humano contém vários sítios de  ligação para o let-7  (Johnson e cols.,  2005).  Este 
trabalho constitui o primeiro exemplo descrito sobre o mecanismo molecular de um 
miRNA envolvido  na patogênese de  um câncer  humano. Desta maneira,  o miRNA 
let-7  poderá  se  transformar  em  parâmetro  molecular  de  diagnóstico  e  prognóstico 
para os pacientes com câncer de pulmão. 
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O cluster miR-17-92 também apresentou alteração da expressão em câncer 
de  pulmão humano.  Verificou-se  que,  ao contrário  do let-7,  o  cluster miR-17-92 
apresentou a expressão muito aumentada nos tecidos tumorais, principalmente nas 
formas mais agressivas (Hayashita e cols.,  2005). Dentre os alvos preditos estão os 
supressores  de  tumor  PTEN  e  RB2  (Lewis  e  cols.,  2003).  Apesar  de  não  haver 
evidências experimentais que estes sejam verdadeiramente os alvos do cluster miR-
17-92,  a  atuação  destes  como  oncogenes  foi  reforçada  pela  associação  entre  o 
cluster   miR-17-92 e o  oncogene c-myc,  freqüentemente amplificado  ou “super-
expresso” em câncer de pulmão como descrito por O’Donnell e cols. (2005). 
 
Tabela 1. Relação entre alguns micro-RNAs e câncer. 
Micro-RNA
 

Expressão em câncer  Função  Referências 
miR-15 e 
miR-16 
Expressão reduzida em 
leucemia linfocítica crônica 
(LLC); regulam negativamente 
o gene anti-apoptótico BCL2 
Supressor 
de Tumor
 

( Calin e cols. 2002; 
Cimmino e cols., 2005) 
miR-155 
Expressão aumentada em 
linfomas e câncer de mama 
localizado no gene BIC (um 
proto-oncogene) 
Oncogene
 

(Metzler e cols.,2004; 
Iorio e cols., 2005; Tam, 
2001) 
miR-143 e 
miR-145 
Expressão reduzida em 
tumores sólidos e câncer de 
mama 
Supressor 
de Tumor
 

(Michael e cols., 2003; 
Iorio e cols., 2005) 
let-7 
Expressão reduzida em 
câncer de pulmão; regula 
negativamente o proto-
oncogene ras 
Supressor 
de Tumor
 

(Takamizawa e cols., 
2004, Johnson e cols., 
2005) 
 
cluster 
miR-17-92 
Expressão aumentada em 
diversos tipos de câncer, 
dentre eles, câncer de 
pulmão; associado ao 
oncogene c-myc. 
Oncogene
 

(Hayashita e cols., 2005; 

O’Donnell e cols., 2005) 
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O perfil de  expressão de micro-RNAs em câncer humano  pode ser utilizado 
eficientemente  na  classificação  tumoral  (Ricarte  Filho  &  Kimura,  2006).  Analisado 
200 cânceres humanos, dados de expressão de 217 miRNAs foram mais eficientes 
na definição de tipo de câncer do que 16.000 RNAm, mostrando a extrema utilidade 
destes perfis de expressão no diagnóstico de câncer (Lu e cols.,2005). 
Yanaihara  e  cols.  (2006)  compararam  o  perfil  de  expressão  de  miRNAs  de 
pacientes  com  câncer  de  pulmão  com  controles  saudáveis  e  obtiveram  uma 
assinatura  única  constituída  de  42  micro-RNAs  que  expressos  de  forma  distintiva 
entre  tecidos tumorais  versus tecidos  normais.  Muitos  desses 42  miRNAs estão 
associados a sítios frágeis e regiões amplificadas em câncer. Esses miRNAs ainda 
foram analisados quanto  à sua  associação  com a  sobrevida dos pacientes.  Foi 
descoberto então que altos níveis de expressão de miR-155 e baixos níveis de let-
7a-2 estão associados à um prognóstico ruim com baixa sobrevida. 
Em câncer de mama, o perfil de expressão de miRNAs também foi estudado 
e a expressão foi asociada com características patológicas específicas como: status 
do  receptor  de  estrógeno,  estágio  do  tumor,  invasão  vascular  e  índice  de 
proliferativo.  Os  micro-RNAs  com  maior  alteração  na  expressão  foram:  miR-10b, 
miR-125b,  miR-145  (expressão  diminuída)  e  miR-155  e  miR-21  (expressão 
aumentada) (Iorio e cols.,2005). 
Um aspecto que ainda não havia sido investigado é a expressão de miRNAs 
durante as diferentes  fases do crescimento de um mesmo tumor.  O melanoma 
humano constituiu um excelente modelo para se atingir este objetivo, devido à 
existência  de  linhagens  celulares  derivadas  de  melanoma  humano  em  diferentes 
estágios da progressão tumoral (Meier e cols., 1998). 
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6.  MELANOMA  HUMANO:  MODELO  PARA  ESTUDO  DA  PROGRESSÃO 
TUMORAL 
 
Os casos de câncer vêm aumentando constantemente no Brasil e no mundo. 
O Instituto Nacional de Câncer previa 472.050 novos casos de câncer no país em 
2006  segundo  as  Estimativas  de  Incidência  de  Câncer  no  Brasil.  Estima-se  que 
destes,  5760  casos  seriam  de  melanoma.  Apesar  da  baixa  incidência  quando 
comparado  aos  outros  tipos  de  câncer  (correspondendo  apenas  cerca  de  4%  dos 
cânceres de pele), o melanoma requer atenção máxima devido a sua alta letalidade. 
Nos  últimos  anos,  houve  uma  grande  melhora  na  sobrevida  dos  pacientes 
com melanoma, principalmente devido à detecção precoce do mesmo. Nos países 
desenvolvidos, a sobrevida média estimada em cinco anos é de 73%, enquanto que, 
para os países em desenvolvimento, a sobrevida média é de 56%. A média mundial 
estimada é de 69%. 
A  classificação  de  um  câncer  de  pele  em  melanoma  depende  do tipo  de 
célula do qual se originou. Assim, o câncer de pele pode ser dividido em dois tipos: 
melanoma  (originado  de  melanócitos)  e  não  melanoma  (derivado  de  células 
epiteliais que não os melanócitos). 
Os  melanócitos  são  células  responsáveis  pela  produção  de  melanina  (o 
pigmento  escuro  da  pele)  e  residem  sobre  a  membrana  basal  que  separa  a 
epiderme  da  derme  no  tecido  subcutâneo.  Eles  se  encontram  aderidos  aos 
queratinócitos,  responsáveis  pelo  controle  de  seu  fenótipo  e  crescimento.  Este 
controle pode ser quebrado quando os melanócitos deixam de produzir moléculas de 
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superfície  responsáveis  pela  adesão  tecido-específica  dando  origem  a  um  nevus, 
que nada mais é do que um aglomerado de células normais. 
A  produção  de  outros  tipos  de  proteínas  de  superfície  celular  possibilita  a 
interação do  melanócito com  outros  tipos  celulares  como  fibroblastos  e  células 
endoteliais  levando  a  transformação  do  melanócito  em  melanoma.  Durante  a 
transformação e progressão dos melanócitos em melanoma ocorrem alterações na 
comunicação dos melanócitos com as células do seu microambiente, resultando em 
interações  das  células  neoplásicas  entre  si  e  com  outras  células  adjacentes 
(Bogenrieder & Herlyn, 2002). 
O estabelecimento do melanoma maligno é um processo que envolve várias 
fases. A progressão fenotípica envolvida durante este processo inicia-se com lesões 
melanocíticas  benignas,  as  quais  passam  por  fenótipos  de  displasia  crescente, 
culminando em um tumor altamente invasivo e metastático (Bardeesy e cols., 2000). 
O  modelo  descrito  para  a  progressão  do  melanoma  segundo  suas  características 
clínicas e histopatológicas (Meier e cols., 1998), propõe o estabelecimento de cinco 
estágios  principais:  (a)  nevus  comum  congênito  ou  adquirido:  melanócitos 
estruturalmente  normais;  (b)  nevus  displásico:  melanócitos  com  atipia  estrutural  e 
arquitetural;  (c)  melanoma  primário  em  fase  de  progressão  radial:  confinado  à 
epiderme  crescendo  lateralmente;  (d)  melanoma  primário  em  fase  de  crescimento 
vertical: início da invasão da derme e aquisição de competência para a metástase; 
(e) melanoma metastático. A Figura 9 ilustra as diferentes fases de crescimento do 
melanoma humano: 
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Figura 9. Fases de crescimento do melanoma humano. 
 
A progressão tumoral ocorre na ausência do balanço  homeostático entre 
crescimento,  diferenciação  e  morte  celular.  O  principal  responsável  por  esse 
desequilíbrio  é  o  acúmulo  de  alterações  gênicas,  o  qual  tem  sido  relacionado  à 
progressão do melanoma maligno, entretanto os detalhes do que determinam cada 
fase  da  progressão  do  melanoma  são  pouco  conhecidos.  A  progressão  tumoral, 
desde  o  aparecimento  de  uma  displasia  até  a  formação  de  um  melanoma 
metastático,  envolve  uma  série  de  processos,  dentre  eles:  crescimento  do  tumor 
primário,  vascularização,  invasão  para  os  tecidos  circundantes,  penetração  nos 
vasos  sangüíneos  ou  linfáticos,  circulação  e  disseminação,  adesão  às  células 
endoteliais ou membrana basal, extravasamento dos vasos, migração e crescimento 
nos  órgãos  alvo.  Essa  cascata  de  processos  complexos  que  culminam  com  a 
metástase requer a participação de vários genes (Bogenrieder & Herlyn, 2002). 
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É  importante  salientar  que  a  maioria  dos  estudos  sobre  os  mecanismos 
moleculares envolvidos no estabelecimento  e desenvolvimento de melanomas têm 
sido  realizada  em  linhagens  celulares.  Embora  existam  diferenças  entre  os 
melanomas  cultivados  e  os  não  cultivados,  foi  demonstrado  que  as  linhagens 
celulares  obtidas  de  melanomas  em  diferentes  fases  de  progressão  tumoral 
apresentam estabilidade genômica e propriedades biológicas compatíveis com seu 
comportamento in  vivo (Herlyn  e cols.,  1985, Herlyn e  cols., 1987).   Assim, as 
linhagens celulares originadas de melanomas em diferentes estágios da progressão 
tumoral constituem um excelente modelo para o estudo e caracterização dos genes 
envolvidos nesse processo (Ryu e cols., 2007; Przybylo e cols., 2007). 
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OBJETIVOS 
 
O  presente  trabalho  tem  como  objetivo  geral  a  avaliação  da  expressão  de 
micro-RNAs  durante  a  progressão  tumoral  de  melanoma humano, utilizando  como 
modelo  experimental  as  linhagens  celulares  estabelecidas  a  partir  das  diferentes 
fases de crescimento deste tumor. 
 
Entre os objetivos específicos podemos destacar: 
•  Análise  de  miRNAs  que  apresentaram  da  expressão  alterada  em 
outros  tipos  de  câncer  humano:  let-7,  miR-21,  miR-29-a,  miR-29b-2 
miR-34, miR-96, miR-145, miR-146, miR-199, miR-200a,  miR-200b, 
miR-205, miR-214. 
•  Avaliar a expressão de  miRNAs cujos genes estão presentes nos 
cromossomos 1, 6 e 7, nos quais já foram descritas alterações do tipo 
deleção  e  translocação  em  células  de  melanoma  humano:  miR-30a-
3p, miR- 30e, miR-182, miR-194, miR-213, miR-215 e miR-219. 
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MATERIAL E MÉTODOS 
 
Linhagens celulares 
As  linhagens  celulares  correspondentes  as  diferentes  fases  de  crescimento 
do  melanoma  humano  tais  como  fase  de  crescimento  radial  (linhagem  WM  1552), 
crescimento  vertical  (linhagem  WM  278)  e  crescimento  metastático  (linhagem  WM 
1617)  foram  cultivadas  em  meio  RPMI  contendo  10%  de  soro  fetal  bovino, 
gentamicina 0,1%,  em atmosfera úmida de 5% de  CO
2
 a  37
º
C.  As  linhagens 
celulares de  melanoma humano foram estabelecidas pelo  Dr. Meenhard  Herlyn 
(http://www.wistar.upenn.edu/herlyn)  e  gentilmente  cedidas  pela  Profa.  Dra.  Enilza 
M. Espreafico, docente da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, USP. 
 
Seleção de miRNAs 
Conforme salientado anteriormente, foi  verificado que acima de 50% dos 
genes  de  miRNAs  estão  localizados  em  regiões  associadas  com  deleção, 
amplificação e  translocação em  câncer (Calin  e  cols., 2004a;  Calin e  cols., 2004b; 
Croce, 2004; McManus, 2003). Portanto, o primeiro critério para seleção dos micro-
RNAs  a  serem  analisados  foi  a  existência  de  alteração  da  expressão  descrita  em 
câncer. 
O  primeiro  micro-RNA  selecionado  foi  o  let-7,  pois  verificou-se  que  a 
expressão deste miRNA está reduzida no câncer de pulmão e que o RNAm alvo do 
let-7 é o RNAm do proto-oncogene ras (Takamizawa e cols., 2004; Johnson e cols., 
2005). 
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Em seguida, foram selecionados: o miR-21 , “super-expresso” em vários tipos 
de câncer (Chan e cols., 2005b; Calin & Groce, 2006); a família miR-29 (miR-29-a e 
miR-29b-2) com expressão alterada  em leucemia linfocítica crônica  (Pekarsky e 
cols.,  2006);  miR-34,  com  expressão  reduzida  em  neuroblastoma  (Welch  e  cols., 
2007);  miR-96,  com  expressão  aumentada  em  câncer  colo-retal  (Bandrés  e  cols., 
2006); miR-145, com expressão reduzida em câncer de mama (Iorio e cols., 2005) e 
neoplasia  colo-retal  (Michael  e  cols.,  2003);  miR-146,  “super-expresso”  em 
carcinoma  da  tireóide  (He  e  cols.,  2005),  miR-199    e  miR-200a,  com  expressão 
reduzida  em  carcinoma  hepatocelular  (Murakami  e  cols.  2006);  miR-200b,  “super-
expresso”  em  colangiocarcinoma  (Meng  e  cols.,  2006);  miR-205,  “super-expresso” 
em câncer de cabeça e pescoço (Tran e cols., 2007); miR-214, alterado em câncer 
de pulmão (Cheng e cols., 2005). 
Sabendo  que  as  células  de  melanoma  humano  apresentam  alterações 
cromossômicas do tipo deleção e translocação envolvendo os cromossomos 1, 6 e 7 
(Herlyn e cols., 1985; Herlyn e cols., 1987) foram também avaliados alguns miRNAs 
sem  alteração  descrita  em  câncer,  porém  localizados  nestes  cromossomos:  miR-
30a-3p, miR- 30e, miR-182, miR-194, miR-213, miR-215 e miR-219. 
 
Extração de RNA 
A  extração  de  RNA  das  células  das  diferentes  linhagens  de  melanoma 
humano foi realizada pelo método do Trizol (Invitrogen - Gibco). Aproximadamente 5 
x  10
6
  células  foram  homogeneizadas  em  microtubos  de  1,5  mL    com  1,0  mL  de 
Trizol,  até  a completa  solubilização. Em  seguida, a  mistura  foi  incubada  por 10 
minutos  à  temperatura  ambiente  para  permitir  a  completa  dissociação  dos 
complexos de nucleoproteínas.  Decorrido  este  tempo,  foi  adicionado  à  mistura  0,2 
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mL  de  clorofórmio  e  as  amostras  foram  agitadas  vigorosamente por  1  minuto  e 
incubadas  à  temperatura  ambiente  por  5  minutos,  sendo  posteriormente 
centrifugadas a 12000 x g por 15 minutos a 4° C. Após esta etapa de centrifugação, 
a  mistura  apresentou  uma  fase  inferior  vermelha  (fase  fenol-clorofórmio),  uma 
interfase e uma fase aquosa superior incolor. O DNA se apresenta na fase orgânica 
ou  vermelha  e  as  proteínas  na  interfase,  enquanto  que  o  RNA  permanece 
exclusivamente  na  fase  aquosa.  Assim,  fase  aquosa  foi  transferida  para  um  novo 
microtubo de 1,5 mL e o RNA precipitado pela adição de 0,5 mL de isopropanol/mL 
de  Trizol  utilizado  na  homogeneização  inicial,  e  incubado  à  temperatura  ambiente 
por 10 minutos. O RNA foi então recuperado por centrifugação a 12000 x g por 10 
minutos a 4°C. O sobrenadante foi desprezado e o precipitado lavado com 1 mL de 
etanol  75%  (v/v)  com  água  tratada  com  dietilpirocarbonato  (DEPC),  e  em  seguida 
centrifugado a 7500 x g por 5 minutos a 4°C. Ao precipitado final foi adicionado 1 mL 
de etanol absoluto e a amostra será estocada a - 80°C. 
 
RNA de melanócito 
O  RNA  de  melanócito  utilizado  neste  estudo  foi  obtido  da  Gentaur  Europe 
Molecular Products ( Bruxelas, Bélgica). 
 
Quantificação do RNA 
O RNA foi seco em corrente de nitrogênio gasoso para retirar o excesso de 
etanol. O precipitado foi dosado espectrofotometricamente, considerando-se que 
uma unidade de absorvância a 260 nm equivale a 40 µg de RNA/mL. Foram também 
realizadas leituras espectrofotométricas nos comprimentos de ondas de 220 e 280 
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nm.  Nos  experimentos  foram  utilizadas  somente  as  preparações  de  RNA  que 
apresentarem relações de absorbância 220/260 = 0,65 - 0,80 e 260/280 = 1,9 - 2,0, 
pois são consideradas livres de fenol e de proteínas, respectivamente. A integridade 
das preparações de RNA foi avaliada por eletroforese em gel de agarose 1%. 
 
PCR em tempo real 
A quantificação  da expressão  dos miRNAs foi realizada por  PCR em  tempo 
real (quantitativo) utilizando-se o método descrito por Chen e cols. (2005). De acordo 
com  este  método,  os  oligonucleotídeos  anelam-se  aos  miRNAs  maduros,  criando 
uma extensão em “stem-loop” durante a reação da transcriptase reversa, originando 
um  cDNA  maior  que  permite  o  alinhamento  dos  oligonucleotídeos  e  da  sonda 
TaqMan® durante a reação de PCR em tempo real como ilustra a figura abaixo: 
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Figura 10.  Análise da expressão de micro-RNAs por RT-PCR em tempo real 
(TaqMan® Micro-RNA Assay). 
 
A reação de transcrição reversa (RT) foi feita usando o protocolo padrão do 
TaqMan® Micro-RNA RT Kit (Applied Biosystems) com os oligonucleotídeos “stem-
loop” do TaqMan® Micro-RNA Assays Human Panel como descrito abaixo: 
RT primer específico  1,5 µL 
dNTP (100mM)  0,075 µL 
tampão RT 10X  0,75 µL 
inibidor de RNAse (20U/ µL)  0,094 µL 
transcriptase Multiscribe (50 U/ µL)  0,5 µL 
água livre de nucleases  2,08 µL 
RNA total  10 ng (2,5 µL) 
Volume total  7,5 µL 
 
A reação foi incubada em termociclador PCR Thermo-Hybaid com a seguinte 
programação: 
16ºC  30 minutos 
42ºC  30 minutos 
85ºC  5 minutos 
4ºC  ∞ 
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Os  seguintes  genes  considerados  constitutivamente  expressos  foram 
testados  como  possíveis  controles  endógenos:  ACTB  (β–actina),  GAPDH 
(gliceraldeído-3-fosfato  desidrogenase),  GUSB  (β-glucuronidase),  RPLO  (“large 
ribossomal protein”) e TBP (“TATA-box binding protein”). Em todos os ensaios foram 
usados  os  oligonucleotídes  e  sonda  MGB  específicos  (TaqMan®  Endogenous 
Controls). Os melhores resultados foram obtidos com a β-actina, a qual foi utilizada 
como controle endógeno em nossos experimentos. 
No caso da β-actina, bem como dos outros controles endógenos testados, a 
transcrição reversa foi  feita  utilizando-se  os  reagentes  do  kit  TaqMan® Micro-RNA 
RT  Kit  (Applied  Biosystems)  com  os    oligonucleotídeos  randômicos  (Random 
Hexamers 50 µM, Applied Biosystems) de acordo com o seguinte protocolo: 
 
tampão 10X  5,0 µL 
dNTP (100mM)  1,0 µL 
oligonucleotídeos randômicos  5,0 µL 
transcriptase reversa Multiscribe (50 U/ µL)  3,0 µL 
1 µg de RNA  5,0 µL 
água livre de nucleases  q.s.p. 50 µL 
 
A  mistura  acima  foi  incubada  no  termociclador  PCR  Thermo-Hybaid  por  1 
hora a 42°C. 
A reação  de amplificação para análise  dos miRNAs  foi realizada com  os 
reagentes TaqMan Universal Master Mix (Applied Biosystems), os oligonucleotídeos 
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e sondas do TaqMan® Micro-RNA Assays Human Panel (Applied Biosystems). Para 
cada reação, foram utilizados: 
 
Master Mix  5,0 µL 
conjunto de oligonucleotídeos e sonda específicos  1,0 µL 
cDNA diluído (1:4)  4,0 µL 
Volume total  10,0 µL 
 
Para  análise  do  controle  endógeno,  a  amplificação  foi  realizada  com  o 
conjunto  de  oligonucleotídeos  e  sonda  específicos  para  a  β-actina  humana  (Pre-
Developed  TaqMan  Assay  Reagentes  Human  β-actin,  Applied  Biosystems)  de 
acordo com o seguinte protocolo: 
 
Master Mix  5,0 µL 
conjunto de oligonucleotídeos e sonda específicos  0,5 µL 
cDNA diluído (1:4)  4,5 µL 
Volume total  10,0 µL 
 
As reações de amplificação foram realizadas em sistema de PCR em tempo 
real (Applied Biosystems 7500 Real Time PCR System) com a programação: 
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1 ciclo  95ºC  10 minutos 
95ºC  15 segundos 
 
40 ciclos 
60ºC  1 minuto 
 
A  expressão  relativa  dos  miRNAs  analisados  foi  determinada  usando-se  o 
método 2 
−∆∆Ct
 (Livak & Schmittgen, 2001).  O Ct (cycle threshold ) foi definido como 
o número fracionado de ciclos em que a fluorescência detectada passa pelo limiar 
fixado dentro da fase exponencial da curva de amplificação (threshold). Inicialmente, 
foram calculadas as  médias e  o desvio  padrão dos valores de  Ct obtidos  nas 
duplicatas de cada amostra. O Ct médio de cada amostra foi normalizado através da 
subtração do Ct médio do controle endógeno correspondente (∆Ct = Ct amostra - Ct 
endógeno). Para cada miRNA, o valor de ∆Ct foi normalizado novamente em relação 
à  amostra  de  calibradora  ou  referência  (∆∆CT  =  ∆Ct  amostra  -  ∆Ct  amostra  de 
calibradora).  Esse  valor  é  usado  na  expressão  2 
−∆∆CT
.    De  acordo  com  Livak  & 
Schmittgen (2001), o valor obtido desta expressão reflete a proporção da expressão 
do  gene  estudado  em  cada  amostra  em  relação  à  amostra  calibradora  (RNA  de 
melanócitos não transformados).  Foram considerados aceitáveis as duplicadas com 
desvio padrão menor ou igual à que 0,2. A expressão de cada miRNA foi analisada 
em três experimentos independentes para confirmação do perfil obtido. 
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RESULTADOS 
 
 
Os perfis de expressão dos miRNAs, nas diferentes fases de crescimento do 
melanoma humano, apresentaram uma grande diversidade. De acordo com Pineles 
e cols. (2007), uma alteração de duas ou mais vezes da expressão de um miRNA é 
considerada  significante.  Adotando  este  critério,  verificamos  no  presente  trabalho 
que alguns miRNAs apresentaram aumento da expressão, outros sofreram redução, 
houve ainda os que apresentaram uma alteração atípica com aumento em apenas 
uma  fase  e  apenas  um  miRNA  que  não  sofreu  alteração  significante.  Assim,  os 
miRNAs  foram classificados  em  quatro  grupos  de acordo  com as  alterações  de 
expressão  detectadas  nas  várias  fases  do  crescimento  do  melanoma  humano  em 
relação aos melanócitos não transformados: 
 
•  Grupo  I  -  Composto  por  miRNAs  que  apresentaram  aumento 
significante na expressão durante todos  os  estágios  da progressão  tumoral: 
let-7,  miR-16,  miR-21,  miR-29a,  miR-29b-2,  miR-146,  miR-200a,  miR-200b, 
miR-213. 
 




[image: alt] 
52
 

 
let-7a
0
2
4
6
8
10
melanócito radial vertical metastático
expressão relativa
 
 
Figura  11.  Expressão  do  miR-let-7a  em  melanócito  e  nas  linhagens  de 
melanoma humano nas fases de crescimento radial, vertical e metastático. 
A expressão do miR-let-7a em melanócito foi utilizada como referência. Esse 
experimento é representativo de três experimentos independentes. 
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Figura  12.  Expressão  do  miR-16  em  melanócito  e  nas  linhagens  de 
melanoma humano nas fases de crescimento radial, vertical e metastático. 
A  expressão  do  miR-16  em  melanócito  foi  utilizada  como  referência.  Esse 
experimento é representativo de três experimentos independentes. 
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Figura  13.  Expressão  do  miR-21  em  melanócito  e  nas  linhagens  de 
melanoma humano nas fases de crescimento radial, vertical e metastático.  
A  expressão  do  miR-21  em  melanócito  foi  utilizada  como  referência.  Esse 
experimento é representativo de três experimentos independentes. 
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Figura  14.  Expressão  do  miR-146  em  melanócito  e  nas  linhagens  de 
melanoma humano nas fases de crescimento radial, vertical e metastático. 
A  expressão  do  miR-146  em  melanócito  foi  padronizada  como  referência. 
Esse experimento é representativo de três experimentos independentes. 
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Figura  15.  Expressão  do  miR-29a  em  melanócito  e  nas  linhagens  de 
melanoma humano nas fases de crescimento radial, vertical e metastático.  
A  expressão  do  miR-29a  em  melanócito  foi  utilizada  como  referência.  Esse 
experimento é representativo de três experimentos independentes. 
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Figura  16.  Expressão  do  miR-29b-2  em  melanócito  e  nas  linhagens  de 
melanoma humano nas fases de crescimento radial, vertical e metastático. 
A  expressão  do  miR-29b-2  em  melanócito foi padronizada  como  referência. 
Esse experimento é representativo de três experimentos independentes. 
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Figura  17.  Expressão  do  miR-200a  em  melanócito  e  nas  linhagens  de 
melanoma humano nas fases de crescimento radial, vertical e metastático.  
A expressão do miR-200a em melanócito foi utilizada como referência. Esse 
experimento é representativo de três experimentos independentes. 
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Figura  18.  Expressão  do  miR-200b  em  melanócito  e  nas  linhagens  de 
melanoma humano nas fases de crescimento radial, vertical e metastático. 
A expressão do miR-200b em melanócito foi utilizada como referência. Esse 
experimento é representativo de três experimentos independentes. 
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Figura  19.  Expressão  do  miR-213  em  melanócito  e  nas  linhagens  de 
melanoma humano nas fases de crescimento radial, vertical e metastático. 
A  expressão  do  miR-213  em  melanócito  foi  utilizada  como  referência.  Esse 
experimento é representativo de três experimentos independentes. 
 
 
 
 
 
 
•  Grupo  II  -  Neste  grupo  foram  enquadrados  os  miRNA  que 
sofrem redução significante da expressão em todas fases de crescimento do 
melanoma humano: miR-34, miR-129.1, miR-194 e miR-205. 
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Figura  20.  Expressão  do  miR-34  em  melanócito  e  nas  linhagens  de 
melanoma humano nas fases de crescimento radial, vertical e metastático. 
A  expressão  do  miR-34  em  melanócito  foi  utilizada  como  referência.  Esse 
experimento é representativo de três experimentos independentes. 
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Figura  21.  Expressão  do  miR-129-1  em  melanócito  e  nas  linhagens  de 
melanoma humano nas fases de crescimento radial, vertical e metastático. 
A expressão do miR-129-1 em melanócito foi utilizada como referência. Esse 
experimento é representativo de três experimentos independentes. 
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Figura  22.  Expressão  do  miR-194  em  melanócito  e  nas  linhagens  de 
melanoma humano nas fases de crescimento radial, vertical e metastático.  
A  expressão  do  miR-194  em  melanócito  foi  utilizada  como  referência.  Esse 
experimento é representativo de três experimentos independentes. 
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Figura  23.  Expressão  do  miR-205  em  melanócito  e  nas  linhagens  de 
melanoma humano nas fases de crescimento radial, vertical e metastático.  
A  expressão  do  miR-205  em  melanócito  foi  utilizada  como  referência.  Esse 
experimento é representativo de três experimentos independentes. 
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•  Grupo  III  -  Neste  grupo  foram  incluídos  os  miRNAs  que 
apresentaram um aumento significante da expressão durante em apenas uma 
das fases do crescimento: miR-30a-3p, miR-30e, miR-96, miR-145, miR-182, 
miR-199a e miR-219. 
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Figura 24. Expressão do miR-30a-3p em melanócito e nas linhagens de 
melanoma humano nas fases de crescimento radial, vertical e metastático.  
A expressão do miR-30a-3p em melanócito foi utilizada como referência. Esse 
experimento é representativo de três experimentos independentes. 
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Figura  25.  Expressão  do  miR-30e  em  melanócito  e  nas  linhagens  de 
melanoma humano nas fases de crescimento radial, vertical e metastático.  
A  expressão  do  miR-30e  em  melanócito  foi  utilizada  como  referência.  Esse 
experimento é representativo de três experimentos independentes. 
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Figura  26.  Expressão  do  miR-96  em  melanócito  e  nas  linhagens  de 
melanoma humano nas fases de crescimento radial, vertical e metastático.  
A  expressão  do  miR-96  em  melanócito  foi  utilizada  como  referência.  Esse 
experimento é representativo de três experimentos independentes. 
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Figura  27.  Expressão  do  miR-145  em  melanócito  e  nas  linhagens  de 
melanoma humano nas fases de crescimento radial, vertical e metastático.  
A  expressão  do  miR-145  em  melanócito  foi  utilizada  como  referência.  Esse 
experimento é representativo de três experimentos independentes. 
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Figura  28.  Expressão  do  miR-182  em  melanócito  e  nas  linhagens  de 
melanoma humano nas fases de crescimento radial, vertical e metastático.  
A  expressão  do  miR-182  em  melanócito  foi  utilizada  como  referência.  Esse 
experimento é representativo de três experimentos independentes. 
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Figura  29.  Expressão  do  miR-199
a
*  em  melanócito  e  nas  linhagens  de 
melanoma humano nas fases de crescimento radial, vertical e metastático.  
A expressão do miR-199
a
* em melanócito foi utilizada como referência. Esse 
experimento é representativo de três experimentos independentes. 
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Figura  30.  Expressão  do  miR-219  em  melanócito  e  nas  linhagens  de 
melanoma humano nas fases de crescimento radial, vertical e metastático.  
A  expressão  do  miR-219  na  fase  radial  foi  utilizada  como  referência.  Esse 
experimento é representativo de três experimentos independentes. 
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No  caso do  miR-219,  utilizamos  como  referência  (valor  igual  a  1,0)  a 
expressão  observada  na  fase  radial  de  crescimento  do  melanoma,  pois  a 
expressão do miR-219 não foi detectada em melanócitos. 
 
 
 
•  Grupo  IV -  Este  grupo  compreende  o  único  miRNA  que  não 
apresentou  alteração  significante  da  expressão  em  nenhuma  das  fases  de 
crescimento de crescimento do melanoma humano: miR-215. 
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Figura 31. Expressão do miR-215 em melanócito e  nas linhagens de 
melanoma humano nas fases de crescimento radial, vertical e metastático.  
A  expressão  do  miR-215  em  melanócito  foi  utilizada  como  referência.  Esse 
experimento é representativo de três experimentos independentes. 
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DISCUSSÃO 
 
 
Desde  que  os  miRNAs  foram  identificados  no  genoma  humano,  iniciou-se 
uma tentativa de se estabelecer conexões entre este novo mecanismo de regulação 
da expressão gênica com o câncer. 
No  início  da  década  de  90  já  se  estudava  uma  região  do  cromossomo  13 
deletada em mais da metade dos casos de leucemia linfocítica crônica. Nesta época, 
buscava-se  insistentemente  nesta  região  cromossômica  um  gene  supressor  de 
tumor que justificasse a relação entre essa deleção e o estabelecimento deste tipo 
de  câncer.  Assim,  quando  o  conceito  de  miRNA  emergiu,  não  demorou  para  que 
Calin  e  cols.  (2002)  identificassem  os  miR-15  e  miR16  na  região  deletada  do 
cromossomo  13.    A  idéia  de  que  estes  miRNAs  poderiam  ser  os  supressores  de 
tumor  buscados,  foi  reforçada  quando  Cimmino  e  cols.  (2005)  identificou  o  RNAm 
bcl2, o qual codifica uma proteína anti-apoptótica, como alvo destes miRNAs. 
Iniciou-se então uma intensa busca por alterações na expressão de miRNAs 
em câncer. Assim, os miRs foram classificados como ongogenes e supressores de 
tumor de acordo com sua expressão e os genes por eles regulados negativamente. 
Entre eles podemos citar o let-7, miR-143, miR-145, miR-155, miR-21, cluster miR-
17-92.  É  importante  salientar  que  constantemente  novos  miRNAs  têm  sido 
adicionados a essa lista. 
O  perfil  de  expressão  de  miRNAs  passou  a  ser  visto  então  como  uma 
alternativa no diagnóstico e prognóstico de tumores (Iorio e cols., 2005; Ricarte Filho 
& Kimura, 2006; Yanaihara e cols., 2006). Desta maneira, vários grupos de pesquisa 
tem se empenhado em mapear a expressão de miRNAs em tumores, comparando-
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os aos tecidos normais correspondentes (Michael e cols 2003; Iorio e cols., 2005; Lu 
e cols., 2005; Ynaihara e cols., 2006). 
Apesar do empenho em caracterizar o padrão de expressão de miRNAs em 
tumores, verificou-se que muitos miRNAs menos abundantes e nem por isso menos 
relevantes,  escapavam  constantemente  das  tecnologias  usuais  tais  como  como 
clonagem,  Northern  blot  (Lim,  2003)  e  análise  por  microarray  (Krichevsky  e  cols., 
2003; Liu e cols., 2004). 
Já  foi  salientado  anteriormente  que  na  biogênese  de  miRNAs,  o  transcrito 
primário  (pri-miRNA) é  processado  pela  Drosha  dando  origem  a um pré-miRNA, o 
qual  é  exportado  para  o  citoplasma  onde  é  clivado  pela  Dicer  dando  origem  ao 
miRNA  maduro.  Como  o  pré-miRNA  contém  a  seqüência  do  miRNA  maduro,  as 
análises de expressão por Northern blot não eram confiáveis na distinção entre pré-
miRNA  e  miRNAs  maduros.  Apesar  de  não  se  conhecer  os  exatos  mecanismos, 
sabe-se que  os miRNAs também  sofrem regulação e a  abundância do pré-miRNA 
não  corresponde  exatamente  a  abundância  do  maduro.  Michael  e  cols.  (2003) 
identificaram  dois  miRNAS  maduros  que  sofriam  redução  na  expressão  na 
neoplasia colo-retal sem que os níveis de seus respectivos precursores sofressem 
alteração de expressão. Além do mais, não é possível distinguir, através de Northen 
blot,  os  miRNAs  que  diferem  em apenas  uma  ou  duas  bases  como  é  o  caso  dos 
membros da família let-7 (Chen e cols., 2005). As análises por microarray tem sido 
também muito utilizadas para avaliar a expressão de miRNAs em câncer. Entretanto, 
esse método é limitado quanto à sensibilidade e especificidade (Krichevsky e cols., 
2003; Liu e cols., 2004). 
A  técnica  de  PCR  em  tempo  real  já  era  conhecida  como  uma  metodologia 
extremamente sensível e específica para avaliação da expressão gênica. Entretanto, 
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a aplicação desta técnica para a avaliação da expressão de   miRNAs era  limitada 
pela dificuldade de se ampliar moléculas pequenas como os miRNAs. Este cenário 
foi mudado  em 2005 quando Chen e cols. desenvolveram um oligonucleotídeo em 
forma de “stem-loop”  que  usado durante a reação  de  transcrição  reversa produzia 
um cDNA longo o suficiente para permitir o anelamento dos dois oligonucleotídeos e 
da sonda TaqMan durante a reação de PCR em tempo real. Uma das extremidades 
desse  oligonucleotídeo  anela-se  ao  miRNA  por  complementaridade  formando  a 
porção “stem” enquanto a outra se anela ao próprio oligonucleotídeo formando um 
“loop”.  Outros  aspectos  relevantes  deste  método  é  a  sua  alta  sensibilidade  e 
quantidade muito pequena de RNA necessária para executá-lo (1-10ng). Com base 
no que foi exposto acima, o método de Chen e cols. (2005) foi utilizado no presente 
trabalho para avaliar a expressão de miRNAs nas diferentes fases de crescimento 
do  melanoma  humano  por  ser  capaz  de  detectar  miRNAs  com  expressão 
imperceptível  a  outros  métodos  e com  maior  especificidade,  discriminando  entre 
miRNAs  maduros  e  seus  precursores,  bem  como  permitir  também  a  distinção  de 
miRNAs  que  apresentam  a  diferença  em  apenas  uma  base  nas  suas  seqüências 
(Chen e cols., 2005; Jiang e cols., 2005; Tang e cols., 2006). 
É importante  salientar que  apesar da existência de  vários  trabalhos sobre o 
padrão de expressão de miRNAs em câncer, nenhum se preocupou em descrever 
as alterações de expressão ao longo da evolução dos tumores. 
O  processo  metastático  é  considerado  complexo  e  constituído  de  múltiplas 
fases  e  depende  de  interações  das  células  tumorais  invasivas  e  seus  produtos  e 
propriedades do hospedeiro, incluindo as células efetoras da resposta imune (Jain, 
1991).  As  células  tumorais  para  poderem  se  separar  de  uma  massa  primária, 
penetrar nos vasos sanguíneos ou nos linfáticos e produzir crescimento secundário, 
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em  um  local  distante,  terão  que  percorrer  uma  série  de  etapas.  Cada  etapa  está 
sujeita a uma infinidade de influências e, assim, em qualquer ponto desta seqüência 
a célula invasiva poderá não sobreviver. 
Considerando a resposta das células a influências tão distintas, quais miRNAs 
seriam mais importantes na instalação do tumor? E na proliferação celular durante o 
crescimento  deste  tumor?  Quais  miRNAs  estariam  envolvidos  na  aquisição  de 
características  metastáticas?  Estas  são  questões  relevantes  que  não  foram  ainda 
devidamente investigadas. 
O  estudo  da  expressão  de  miRNAs  poderá  contribuir  para  a  elucidação  do 
processo de progressão tumoral, especialmente através da identificação dos RNAm 
alvos de miRNAs e das vias de sinalização em que eles atuam. Estimativas sugerem 
que  aproximadamente  30%  dos  miRNAs  humanos  sejam  alvos  da  regulação  por 
miRNAs (Lewis e cols., 2005). Verificou-se ainda cada miRNA pode regular em até 
200  transcritos    e  mais  de  um  miRNA  pode  regular  coordenadamente  um  único 
RNAm alvo (Krek e cols., 2005). Portanto, isso nos leva a supor uma enorme 
possibilidade combinatória, sugerindo um modelo altamente complexo de regulação 
da expressão gênica. 
Existem  vários  algoritmos  de  predição  de  alvos  de  miRNA  baseados, 
principalmente, no alinhamento das seqüências de miRNA com as seqüências das 
regiões  3’-UTR  de  RNAm:  miRanda  (http://www.micro-RNA.org//miranda.htm), 
miRBase  (http://micro-RNA.sanger.ac.uk/targets/v2/),  PicTar 
(http://pictar.bio.nyu.edu)  e  TargetScan(http://genes.mit.edu/targetscan)  (Maziére  & 
Enright, 2007; Chaudhuri & Chatterjee, 2007). 
Verificou-se que existem uma infinidade e diversidade de alvos preditos para 
cada  miRNA  e  a  maioria  desses  pares  miRNA-RNAm  alvo  não  se  confirma 
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experimentalmente.  Hua  e  cols.  (2006)  encontraram  96  miRNA  preditos  como 
possíveis reguladores do VEGF (Vascular Endothelial Growth  Factor) e somente 5 
destes foram capazes de regular experimentalmente o VEGF. 
Utilizando o miRBase e o PicTar para avaliar os possíveis alvos dos miRNAs 
analisados,  obtivemos  um  número  muito  grande  de  RNAm  cuja  região  3’UTR 
apresentou  sítios  de  complementaridade  a  seqüência  do  miRNA  (dados  não 
mostrados).  Entretanto,  alguns  dados não  coincidiam entre  os  dois  algoritmos  e 
alguns alvos sugeridos  para um mesmo micro  eram  completamente  contraditórios, 
pois possuem funções celulares opostas. 
No  presente  trabalho,  consideramos  como  possíveis  alvos  apenas  os  pares 
miRNA-RNAm  alvo  validados  experimentalmente  que  podem  ser  encontrados  na 
literatura  atual  e  no  programa  Tarbase 
(http://www.diana.pcbi.upenn.edu/tarbase.html). 
É importante  salientar que apesar de sabermos  as alterações na  expressão 
de  miRNAs,  ainda  não  sabemos  ao  certo  que  proteínas  eles  regulam  e, 
conseqüentemente,  como  essa  alteração  contribui  para  o  estabelecimento  e 
manutenção do tumor. 
De  forma  geral,  o  perfil  de  expressão  de  miRNAs  obtido  em  melanoma 
apresentou diversos tipos de alterações.  A maioria dos miRNAs analisados (16 
deles)  apresentou  aumento  da  expressão,  sendo  que  9  miRNAs  apresentaram 
aumento  durante  toda  a  progressão,  enquanto  que  7  apresentaram  um  aumento 
brusco em apenas uma das fases de crescimento tumoral (Tabela 2). 
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Tabela  2.  Perfil  de  expressão  de  micro-RNAs  durante  a  progressão  de 
melanoma humano. 
Grupos  micro-RNAs 
Grupo I 
(aumento da expressão durante toda a 
progressão) 
let-7,  miR-16,  miR-21,  miR-29a, 
miR-29b-2,  miR-146,  miR-200a, 
miR-200b e miR-213 
Grupo II 
(redução da expressão) 
miR-34, miR-129.1, miR-194 e miR-
205 
Grupo III 
(aumento da expressão em apenas uma 
fase) 
miR-30a-3p,  miR-30e,  miR-96,  miR-
145, miR-182, miR-199a e miR-219 
Grupo IV 
(não apresentou alteração significante) 
miR-215 
 
 
 
Dos  miRNAs  analisados,  o  let-7  é  um  dos  micro-RNAs  mais  bem 
caracterizados. Takamizawa e cols (2004) mostraram que a expressão do  let-7 
estava  freqüentemente  reduzida  em  pacientes  com  câncer  de  pulmão  e  que  essa 
expressão tinha impacto no prognóstico e sobrevivência pós-cirúrgica dos pacientes. 
Eles  mostraram  também  que  a  “super-expressão”    in  vitro  do  let-7  inibia  o 
crescimento  em  linhagens  celulares  do  câncer  de  pulmão.  Logo  em  seguida, 
Johnson e cols. (2005) sugeriram que o proto-oncogene ras seria um alvo do let-7, 
pois  detectaram  sítios  de  ligação  do  let-7  na  região  3’-UTR  do  RNAm  do  ras  e 
demonstraram a associação inversamente proporcional entre a expressão do let-7 e 
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da  proteína ras.  Assim,  os autores  deste trabalho  sugeriram  que este  seria  um 
possível  mecanismo  responsável  pelo  desenvolvimento  do  tumor.  Esses  dados 
foram reforçados pela atuação deste miRNA como inibidor do crescimento de células 
de câncer de cólon humano (Akao e cols. 2006). 
Apesar  de  se  esperar  uma  redução  da  expressão  do  let-7  também  em 
melanoma humano, os nossos resultados revelaram o contrário. Verificamos que a 
expressão deste miRNA aumenta gradativamente durante a progressão tumoral 
sendo ~ 9 vezes maior na fase metastática em relação ao melanócito (Figura 11). 
Este resultado está de acordo com um estudo recente de Garzon e cols. (2007), o 
qual mostrou que a expressão do let-7 está aumentada em pacientes com leucemia 
promielocítica aguda e que a transcrição deste miRNA pode ser ativada pelo fator de 
transcrição NF-κB.  Já foi demonstrado que o NF-κB é uma proteína dimérica que se 
liga ao DNA, atuando como um modulador transcricional (Karin & Ben-Neriah, 2000). 
Este fator de transcrição está presente em sua forma inativa no ciptoplasma, ligado a 
um inibidor  denominado I-κB (Karin &  Ben-Neriah, 2000). Kumar  e cols.  (1994) 
demonstraram que a proteína quinase dependente de RNA (PKR) é capaz de ativar 
o NF-κB através da fosforilação do seu inibidor I-κB. É fato conhecido que a 
fosforilação  do  inibidor  I-kB  induz  a  sua  degradação  pelo sistema  da  ubiquitina-
proteasoma, deixando o NF-kB livre para migrar ao núcleo e se ligar aos promotores 
de genes que possuem sítios de ligação para este fator de transcrição (Karin & Ben-
Neriah, 2000). 
É importante  salientar que Kim e  cols. (2002) detectaram nas  células do 
melanoma  humano,  especialmente  nas  células  metastáticas,  um  aumento  da 
expressão  e  atividade  da  PKR.  É  possível  que  o  aumento  da  expressão  do  let-7 
observado  em  nosso  trabalho  esteja  relacionado  com  o  aumento  da  atividade  da 
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PKR nas células do melanoma humano com subseqüente ativação do fator NF-kB, o 
qual regula a transcrição do let-7 como ilustra a Figura 32. 
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Figura 32. Regulação da expressão do let-7a em células de melanoma humano. 
 
Anteriormente ao let-7a, Taganov e cols. (2006) já haviam demostrado que a 
indução do miR-146 por NF-κB. Nossos dados indicam um aumento (> 4 vezes) na 
expressão do miR-146 na fase metastática de melanoma (Figura 14). Esse resultado 
sugere que o aumento da PKR observado na fase metastática de melanoma poderia 
levar a uma maior ativação do NF-κB, o que resultaria na indução dos miRNAs let-7 
e miR-146. 
O aumento da expressão de miR-146 também foi detectado em carcinoma de 
tireóide (He e cols.,  2005)  tumor  em  que  a  “super-expressão” da PKR também foi 
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detectada (Terada e cols., 2000) nos permitindo especular que neste tipo de câncer, 
a  “super-expressão”    de  miR-146  seria  conseqüência de  uma  indução pelo NF-κB 
ativado pela PKR. 
Taganov e cols. (2006) também apontaram, e validaram experimentalmente, 
os genes IRAK1 (proteína quinase associada a receptor de Interleucina-1 – IL-1) e 
TRAF6  (receptor  associado  ao  Fator  de  Necrose  Tumoral  –  TNF),  importantes  na 
imunidade inata, como alvos do miR-146. Durante a sinalização via IL-1, a ligação 
desta ao receptor de IL-1 induz o recrutamento de IRAK1 que se autofosforila e se 
dissocia do complexo e subseqüentemente liga-se a TRAF6 que ativa tanto NF-κB 
como AP-1. Assim, podemos propor um mini-circuito negativo do NF-κB. Assim, NF-
κB induz miR-146, que leva a repressão de IRAK1 e TRAF6, diminuindo a ativação 
de NF-κB. 
Devemos salientar que um dos maiores aumentos na expressão durante toda 
a progressão tumoral foi observado com o miR-21 (~31 vezes na fase metastática). 
O  aumento  da  expressão  de  miR-21  já  havia  sido  observado  em  outros  tipos  de 
câncer e mais claramente em câncer de mama (Iorio e  cols., 2005). Chan e cols. 
(2005)  demonstraram  que  o  miR-21  atua  como  um  fator  anti-apoptótico  em 
glioblastoma.  Si  e  cols.  (2006)  reforçaram  esses  dados  demonstrando  que  a 
supressão  do  miR-21  inibe  o  crescimento  do  tumor  tanto  in  vitro  quanto  in  vivo, 
possivelmente devido ao aumento da apoptose associado à regulação negativa da 
expressão de bcl-2 (um gene anti-apoptótico), sugerindo que se trata de um efeito 
indireto do miR-21. O gene supressor de tumor Tropomiosina 1 (TPM1) (Zhu e cols., 
2007)  e o PTEN (Phosphatase and Tensin homolog deleted on chromosome Ten) 
(Meng e cols., 2006)  são alvos  do miR-21 validados experimentalmente, o que 
reforça  a  idéia  de  que  este  miRNA  atue  como  um  oncogene  contribuindo  para  a 
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malignidade. Podemos assim sugerir que o miR-21 é um possível alvo terapêutico 
em melanoma. 
A alteração da expressão do  miR-16 observada neste  estudo  foi  distinta do 
observado  em  leucemia  linfocítica  crônica  (LLC)  em  que  ocorre  redução  na 
expressão. Este miRNA apresentou um aumento discreto (2,3 vezes em relação ao 
melanócito não transformado). Esse dado é aceitável e até esperado uma vez que a 
relação entre o miR-16 e LLC foi estabelecida com base na sua localização em uma 
região (13q14) freqüentemente deletada nesta doença (Calin e cols., 2004b), o que 
não ocorre em melanoma humano. 
É difícil relacionar os dados obtidos com gene alvo, pois o miR-16 têm como 
alvo  validado  o  gene  anti-apoptótico  bcl2  e  a  supressão desse gene levaria  a 
manutenção das condições normais e não a malignidade. Entretanto, é provável que 
o  miR-16  regule  direta  e/ou  indiretamente  outros  RNAm  e  esses  outros  possíveis 
alvos poderiam levar a compreensão de como o aumento da expressão do miR-16 
contribui para o desenvolvimento da malignidade. 
Assim  como  o  let-7,  o  miR-21,  miR-16  e  o  miR-146,  os  miRNAs  miR-29a, 
miR-29b-2, miR-200a, miR-200b, miR-213 são promissores alvos terapêuticos pois a 
expressão destes pode ser antagonizada com o uso de metodologias de inibição dos 
miRNAs  como  por  exemplo  a  injeção  de  seqüências  antisenso  (anti-miR  ou 
antagomiR) como já utilizado por Krutzfeldt e cols. (2005). 
O miR-34 foi caracterizado como um supressor de tumor em neuroblastoma 
por  induzir  apoptose  pela  via  da  caspase  3/7  (Welch  e  cols.,  2007).  Este  mesmo 
trabalho validou experimentalmente o fator de transcrição E2F3 como alvo do miR-
34. Apesar dos membros da família E2F poderem ter tanto efeito proliferativo quanto 
pró-apoptótico em  função do  estado fisiológico  da célula  (Jonhson &  Degregori, 
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2006),  o  cluster  miR-17-92  que  tem  o  gene  E2F1  como  alvo  já  foi  caracterizado 
como supressor de tumor (O’Donnell e cols., 2005). Associados a esses fatores, a 
redução da expressão do miR-34 durante a progressão tumoral nos leva a crer que o 
mesmo atue como um supressor de tumor em melanoma (Figura 20). 
Assim  como  o  miR-34,  os  miRNAs  miR-129.1,  miR-194  e  miR-205 
apresentaram redução na expressão indicando que esses micro-RNA provavelmente 
atuem como supressores de tumor regulando oncogenes. Porém estes últimos ainda 
não tiveram nenhum alvo validado experimentalmente. 
A redução da expressão do miR-145 foi inicialmente observada em neoplasia 
coloretal  (Michael  e  cols.,  2003).  Posteriormente,  Iorio  e  cols.  (2005)  também 
observaram esta redução em câncer de mama. Apesar de ambos os estudos terem 
feito uma predição computacional dos alvos do miR-145, nenhum alvo foi validado 
experimentalmente.  Neste  estudo,  este  miRNA  sofreu  um  brusco  aumento  da 
expressão  durante  estabelecimento  do  tumor  (fase  radial)  e  em  seguida  ocorre  a 
redução  e a expressão  na  fase  vertical  se iguala  a  expressão  em  melanócito. 
Verificou-se ainda que essa redução continua e na fase metastática a expressão é 
70%  menor  que em  melanócito  (Figura 27),  Estes  dados  sugerem que  o  miR-145 
desempenha um papel crucial no estabelecimento da malignidade ou na preparação 
deste para invasão tecidual que ocorre na fase vertical. 
Os  miRNAs  miR-30e,  miR-96,  miR-145,  miR-182,  miR-199a  e  miR-219 
apresentaram o mesmo perfil do miR-145 sendo que o aumento mais brusco na fase 
radial  foi  encontrado  na  expressão  do  miR-199*  (>  2000  vezes  a  expressão  em 
melanócito não transformado). Portanto, acreditamos que estes miRNAs funcionem 
como  promotores  do  processo  de  malignidade.  Por  terem  a  expressão 
extremamente alta na primeira fase tumoral (radial), os referidos miRNAs podem ser 
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promissores  na  assinatura  do  tumor  com  possibilidade  de  aplicabilidade  no 
diagnóstico. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
 
No presente trabalho avaliamos a expressão relativa de 21 micro-RNAs nas 
fases  radial,  vertical  e  metastática  do  crescimento  de  melanoma  humano,  usando 
como referência a expressão em melanócitos não transformados. 
Nossos resultados indicam que: 
•  Os miRNAs let-7, miR-16, miR-21, miR-29a, miR-29b-2, miR-146, miR-
200a,  miR-200b  e  miR-213  encontram-se  “super-expressos”  durante  a  progressão 
tumoral de melanoma humano. 
•  Os  miRNAs  miR-34,  miR-129.1,  miR-194  e  miR-205  apresentaram 
redução significante na expressão ao longo de progressão tumoral. 
•  O  miR-30a-3p  tem  uma  expressão  elevada  apenas  na  linhagem  de 
crescimento vertical enquanto os miRNAs miR-30e, miR-96, miR-145, miR-182, miR-
199a  e  miR-219 estão “super-expressos” apenas na fase de crescimento radial do 
melanoma humano. 
•  A  expressão  do  miR-215  não  apresentou  alteração  significante  da 
expressão durante a progressão tumoral do melanoma. 
É fato conhecido que os miRNAs let-7a e miR-146 são induzidos por NF-κB e 
que a  PKR  é  capaz de  ativar o  NF-κB. Os  nossos  resultados  revelaram a  “super-
expressão”    dos  miRNAs  let-7a  e  miR-146  na  fase  metastática  do  tumor  onde  foi 
observada a “super-expressão” da PKR. Por esse motivo, é provável que o aumento 
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da expressão dos miRNAs let-7a e miR-146 seja resultante da indução pelo NF-κB 
ativado pela PKR. 
 
O presente estudo abre uma ampla gama de perspectivas, tais como: 
•  Inibir  miRNAs  que  se  mostraram  “super-expressos”  através  de 
antagomiR (anti-senso do miRNA) e estabelecer a associação desta inibição com a 
expressão de possíveis RNAm alvos e seu efeito sobre o crescimento tumoral; 
•  Validar experimentalmente os alvos preditos; 
•  Analisar a expressão de let-7 e miR-146 em um células metastáticas de 
melanoma humano após a incubação com ativadores clássicos da PKR, tais como 
poli I:C, para testar a hipótese de que a indução destes miRNAs ocorra através da 
ativação do NF-κB pela PKR. 
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