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RESUMO

O carcinoma papilifero de tireoide (PTC) € o histotipo mais prevalente de carcinomas
tireoideanos e sua incidéncia tem aumentado globalmente. No Brasil, estima-se que em 2018,
1.560 homens e 8.040 mulheres apresentaram novos casos de cancer de tireoide, sendo este o
quinto tipo de cincer mais incidente em individuos do sexo feminino. Mundialmente, em 2018
o cancer de tireoide acomenteu 567.233 individuos, dos quais 41,071 chegaram a dbito.
Recentemente, a expressdo aberrante de microRNAs (miRNAs), pequenos RNAs nao
codificadores de proteinas, tem ganhado destaque pelo seu potencial diagndstico e progndstico
para o PTC. Seu potencial terapéutico, no entanto, permanece pouco explorado. Diversos
miRNAs situados ao longo da regido genomica DLK1-DIO3 apresentam reducdo global da
expressao no PTC. Desta forma, este projeto teve como objetivo a avaliagdo da atividade
supressora tumoral de miRNAs da regido DLK1-DIO3 in vitro. Para tanto, foi realizada a
predicao computacional dos alvos dos 102 miRNAs maduros oriundos da regido DLK1-DIO3,
aliada a mineracdo de dados de expressdo gé€nica de amostras teciduais de PTC e tecido
tireoideano normal oriundos do Gene Expression Omnibus (GEO) e do projeto The Cancer
Genome Altas (TCGA). Uma matriz de interacOes entre os miRNAs e seus alvos preditos foi
entdo construida e o ranqueamento dos miRNAs de acordo com (i) o nimero total de alvos
preditos; (ii) de alvos ja caracterizados como oncogenes ou (iii) de alvos relacionados ao céancer,
apontou miR-485-5p como um candidato promissor para as subsequentes andlises funcionais.
Este miRNA apresenta em sua lista de alvos, enriquecimento para processos importantes para
a progressao tumoral, como a migragao celular, transducdo de sinal e controle da expressao
génica. As andlises funcionais mostraram que a transfec¢ao de mimético comercial de miR-485-
5p em linhagens de PTC (TPC-1 e BCPAP) foi capaz de inibir a migra¢ao, invasao, proliferacao
e viabilidade celular in vitro, corroborando as analises bioinformaticas iniciais.
Interessantemente, estes efeitos foram observados apenas nas linhagens portadoras da mutagdo
BRAFT1799A, indicando influéncia do background genético do tumor no mecanismo de a¢ao
de miR-485-5p. De fato, a restauracio de miR-485-5p leva a diminuicao da expressao dos genes-
alvo preditos GAB2, RACI e ICAM1, membros importantes de vias relacionadas a progressao
tumoral, apenas na linhagem positiva para BRAFT1799A, BCPAP. Assim, nossos resultados
sugerem que miR-485-5p estd envolvido na modulagcdo de genes envolvidos em importantes
processos relacionados a progressao tumoral, apontando este miRNA como um promissor alvo
molecular para o carcinoma papilifero de tireoide. A exploracdo destes mecanismos
moleculares poderd contribuir com novas estratégias terapéuticas para o PTC, especialmente
para aqueles pacientes portadores da mutacdo BRAFT1799A, que tendem a evoluir para o cancer
metastitico e ttm menos opcdes terapéuticas.



ABSTRACT

Papillary thyroid carcinoma (PTC) is the most prevalent histotype of thyroid carcinomas
and its incidence has increased globally. In Brazil 1,560 new cases are estimated in men and
8,040 in women in 2018-2019, being the fifth most prevalent cancer in women. Worldwide,
567,233 individuals were affected by thyroid cancer in 2018, leadng to 41,071 deaths. More
recently, the aberrant expression of microRNAs (miRNAs), small non-protein-coding RNAs,
emerged as promising diagnostic and prognostic tools for PTC. However, its therapeutic
potential for PTC remains poorly explored. Several miRNAs located along the DLK1-DIO3
genomic region present an overall reduction in PTC expression. Thus, this project aims to
evaluate the tumor suppressor activity of DLR1-DIO3 miRNAs in vitro. To this purpose, we
performed the computational prediction of the targets of the 102 mature miRNAs from the
DLK1-DIO3 region, combined with the gene expression data mining from PTC tissue samples
and normal thyroid tissue from Gene Expression Omnibus (GEO) and from The Cancer Project
Genome Atlas (TCGA). A matrix of interactions between the miRNAs and their predicted
targets was subsequently constructed, where the miRNAs were ranked according to (i) the total
number of predicted targets; (ii) the number of targets already characterized as oncogenes and
(ii1) the number cancer-related genes targeted, indicated miR-485-5p as a promising candidate
for subsequent functional analyses. This list of targets of this miRNA is enriched for biological
processes important for tumor progression, such as cell migration, MAPK signal transduction
and control of gene expression. Functional analyses showed that transfection of commercial
mimetic of miR-485-5p in PTC lines (TPC-1 and BCPAP) decreased cell migration, invasion,
proliferation and cell viability in vitro, corroborating the bioinformatic analyses. Interestingly,
these effects were observed only in the BRAFT1799A-positive cell line (BCPAP), indicating
the influence of the tumor genetic background on the mechanism of action of miR-485-5p.
Indeed, the transfection of miR-485-5p decreased the levels of its putative target genes GAB2,
RACI and ICAM 1, key members of pathways related to tumor progression, only in BCPAP cell
line. Thus, our results allow us to conclude that miR-485-5p is involved in the modulation of
genes involved in important processes related to tumor progression, pointing this molecule as
a promising element in the elucidation of papillary thyroid cancer. The exploration of these
molecular mechanisms may contribute to new therapeutic strategies for PTC, especially for
BRAF1799A-positive patients, which tend to progress to metastatic cancer and have fewer
therapeutic options.
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1 INTRODUCAO
1.1 Cancer de tireoide

A glandula tireoide é a responsdvel pelo controle de diversos processos
metabodlicos no corpo humano através da producio e secre¢ao de dois hormonios, T3
(triiodotironina) e T4 (tiroxina), os quais sua produgdo e secre¢io sao reguladas através
do TSH (hormoénio adeno-hipofisidrio). Esta glandula possui intensa atividade de
producdo e armazenamento desses hormdnios, o que pode ocasionar em muitos
individuos a presenca de nddulos, podendo interferir ou ndo na atividade da glandula
(Hartmann, 2015). Nos Estados Unidos cerca de 4 a 7% dos adultos apresentam nddulos
palpaveis na tireoide, sendo 8 a 16% destes classificados como céancer de tireoide
(Burman & Wartofsky, 2016). Dados epidemioldgicos obtidos por um estudo realizado
no EUA, estimam 1,735,350 novas neoplasias em 2018, sendo 856,370 mil em homens,
dos quais 323,630 chegaram a 6bito e 878,980 mil em mulheres e sendo 286,010 6bitos.
Os tumores do sistema endocrino foram estimados em 56,430 novos casos em 2018 e
destes, 53,990 sdo de cancer de tireoide, tornando-o a neoplasia enddcrina mais
prevalente. As mulheres apresentam o maior nimero de casos novos, 40,900, levando a
2,060 mortes, enquanto os homens apresentaram apenas 13,090 casos e 960 mortes
(Siegel, Miller, & Jemal, 2018). O Instituto Nacional do Cancer (INCA) estima que no
Brasil em 2018 a cada 100 mil habitantes, 1,560 homens e 8,040 mulheres apresentaram
novos casos de cancer de tireoide, o qual encontra-se como o quinto tipo mais incidente
em mulheres, apresentando 4% do total de casos no ano (INCA, 2018). Em ordem
mundial, 36 tipos diferentes de cancer foram responsdveis por 18,078,957 novos casos
em 2018 e 9,555,027 chegaram a 6bito. Desses, 567,233 individuos foram acometidos

por cancer de tireoide, os quais 41,071 chegaram a 6bito (Bray et al., 2018).

O cancer de tireoide possui diversos subtipos que sao classificados através de suas
caracteristicas histologicas. Esta neoplasia pode ser derivada das células foliculares, as
quais sdo classificadas em: carcinoma folicular papilifero (PTC), subtipo mais frequente,
com 80% dos casos; carcinoma folicular da tireoide (FTC) sendo cerca de 15% dos casos
e carcinoma anapldsico da tireoide (ATC), acometendo cerca de 2% dos pacientes. Além
disso, os carcinomas derivados das células C ou para-foliculares sdo denominados
carcinomas medulares da tireoide (MTC), em 3% do total de casos (Maciel, Kimura, &

Cerutti, 2005).
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1.2 Alteracoes genéticas no cancer de tireoide

No cancer de tireoide, principalmente os subtipos PTC e FTC, sdo observadas
diversas alteracoes genéticas que influenciam na sua progressdo e agressividade. Estas
podem ser alteracdes pontuais, como as observadas no gene BRAF e RAS, que comumente
aparecem em 35-70% dos casos de PTC e 50% dos casos de FTC, respectivamente
(Fukushima & Takenoshita, 2005). Alteracdes estruturais, como rearranjos
cromossdmicos do tipo RET/PTC e PAX8/PPARc (Omur & Baran, 2014) sao observados
em aproximadamente 10-20% dos casos de PTC(Jhiang et al., 1992).

A mutacdo pontual T/799A no gene BRAF causa a substituicdo do aminoécido
valina por 4cido glutdmico (V600E) na proteina, e estd presente em cerca de 44% dos
casos de PTC e 24% em ATC. Esta alteracdo induz uma modificacdo de conformacgao
proteica, induzindo a ativagdo sustentada da via de sinalizacio MAPK, envolvida no
controle da proliferacdo, diferenciacdo e sobrevivéncia celular. Especificamente a
mutacdo BRAFT1799A induza alteracdes transcricionais, epigendmicas e protedmicas,
que trazem uma caracteristica fenotipica relacionada a agressividade do PTC, de forma
que estas alteracOes levam a um maior risco de metastase em linfonodos e a distincia, e
invasido de tecidos extra-tireoideanos (Cancer Genome Atlas Research, 2014; Hall &
Kudchadkar, 2014). Neste contexto, sdo frequentemente observadas intensa perda de
diferenciac@o e transicdo Epitélio-para-Mesénquima (T.E.M.), o que contribui para o
aumento do potencial migratério, remodelagem da matriz extracelular e o processo
metastitico. Adicionalmente, mecanismos imunossupressores € processos inflamatorios
no microambiente tumoral t€m sido recentemente relacionados a agressividade tumoral
(Aiello & Kang, 2019; Leelawattanachai et al., 2015; Schellerer et al., 2014; Shalapour
& Karin, 2015).

O gene RET, diferentemente da mutacdo pontal BRAFTI799A, confere
caracteristicas menos agressivas. Este gene, estd localizado no braco longo do
cromossomo 10 e ndo se encontra expresso nas células foliculares tireoideanas normais,
apenas nas células para-foliculares. Este gene codifica para um receptor de membrana, o
qual € ativado pelo seu ligante, o fator de crescimento neurotréfico derivado de células
da glia (GNDF), necessitando também da presenca de outros fatores como TGF-§3 e
glicosaminoglicanos para auxiliar na sua fun¢do (Maciel et al., 2005). No entanto,

rearranjos cromossomicos podem fundir a regido 5’ de diferentes genes expressos na
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célula folicular, e consequentemente sua regido promotora com parte da regido
codificadora do gene RET. Desta forma, o transcrito resultante do rearranjo RET/PTC
codificard para uma proteina de fusdo intracitoplasmadtica, expressa na célula folicular,
capaz de ativar constitutivamente a via de sinalizagado MAPK, aumentando a capacidade

de proliferacdo, sobrevivéncia e migracdo celular.

A partir de 2005, diferentes estudos evidenciaram a expressdo diferencial de
microRNAs (miRNA) como miR-221, -222, e -146, no cancer de tireoide, apontando
importante relagdo com a patogénese do PTC. (He et al., 2005; Pallante et al., 2006). Foi
visto ainda, resultados que apresentaram a expressao alterada de miRNAs em resposta a
ativacdo dos oncogenes BRAFT1799A e RET/PTC sugerindo a relagdo entre o controle
da expressdo de miRNAs e as alteragdes genéticas mais comuns nas neoplasias

tireoidianas (Cabhill et al., 2007; Cahill et al., 2006).

1.3 microRNAs

Os miRNAs sdo pequenas moléculas de RNA fita simples (aproximadamente 19-
25 nucleotideos) que ndo sao codificados em proteinas, mas que possuem uma importante
funcdo reguladora pds-transcricional na expressdo génica de plantas e animais. Esta
regulacdo ocorre pela sua interacdo com a regido 3’ ndo traduzida de mRNAs (RNAs
mensageiros), permitindo um controle dos niveis proteicos sem que haja alteragdes na
funcdo transcricional do gene (Kim, 2005). O [lin-4 fo1 o primeiro RNA regulador descrito
em 1993, em C. elegans. Esta molécula, até entdo ndo descrita como um miRNA, atuava
na regulacdo da expressao da proteina lin-14 que estava ligada ao desenvolvimento larval
do nematddeo (R. C. Lee, Feinbaum, & Ambros, 1993). Apés sete anos da descoberta do
lin-4, um segundo RNA regulador presente em C. elegans, foi descrito e denominado let-
7, 0 qual é responsdvel pela diminuicdo da expressdo da proteina lin-41 durante a
passagem do estdgio L4 do nematdédeo para a fase adulta (Reinhart et al., 2000)
Posteriormente em 2001, diversos estudos evidenciaram uma variedade de miRNAs em
diferentes espécies (Lagos-Quintana, Rauhut, Lendeckel, & Tuschl, 2001; Lau, Lim,
Weinstein, & Bartel, 2001; R. C. Lee & Ambros, 2001) Atualmente, avancaram os
estudos com miRNAs em diversas &areas como, por exemplo, cancer, doencgas
neurodegenerativas e autoimunes (Acunzo, Romano, Wernicke, & Croce, 2015; Juzwik
et al., 2018; Tolosa et al., 2018). Sdo catalogados na plataforma de dados miRBase, 1917
genes de miRNAs, responsaveis pela transcri¢ao de cerca de 2.654 miRNAs maduros em

humanos (Acesso em setembro de 2018).
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A biogénese dos miRNAs se inicia com a transcri¢do a partir do respectivo gene
pela RNA polimerase II, gerando um transcrito primario (pri-miRNA) que contém cap 5’
e cauda poli(A). Ainda no nicleo o pri-miRNA € clivado pela RNase III Drosha e seu
cofator DGCR (Jhiang et al., 1992) formando a molécula precursora do miRNA maduro,
denominada pre-miRNA contendo apenas a estrutura em forma de grampo (hairpin)
presente no pri-miRNA (Kim, 2005). Para que o processo de maturacdo do miRNA
continue, é necessdrio que a molécula seja transportada para o citoplasma, mecanismo
este que € realizado pela Exportina-5 (Exp5) que utiliza de Ran-GTP como co-fator. Ap6s
o transporte, o pre-miRNA € processado pela RNase III Dicer gerando uma fita dupla de
aproximadamente 19-25 nucleotideos. Apds a incorporagdo a complexo multimérico
RISC (RNA-induced silencing complex), composto principalmente por proteinas
Argonautas, ocorre a maturacdo do miRNA, onde uma das fitas do duplex é liberada. O
complexo RISC-miRNA (miRISC) ird atuar no controle pos-transcricional dos genes
alvos, tendo importante papel no controle de vias de regulacdo das células humanas
(Figura 1). Alteracdes neste processo de regulacdo pds-transcricional sdo observadas em
diversas patologias do corpo humano, incluindo neoplasias. Esta regulacdo ocorre por
meio de um pareamento imperfeito entre 0 miRNA maduro e a regido 3> UTR do RNA
mensageiro, impedindo a traducdo do mRNA em proteinas. Devido ao pequeno tamanho
e a ndo necessidade de um pareamento completo, os miRNAs podem agir em conjunto na
regulacdo de um mRNA, e também atuar em mais de um RNA mensageiro (Bartel, 2004),

compondo assim uma rede de regulacio pos-transcricional extremamente complexa.
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Figura 1. Biogénese dos miRNAs. A transcri¢do do RNA mensageiro € feita pela enzima RNA polimerase
II, gerando um transcrito primdrio (pri-miRNA) que € clivado pela enzima RNase III DROSHA ainda no
nicleo, gerando um transcrito menor em forma de grampo (premiRNA). O pre-miRNA € exportado ao
citoplasma pelo complexo Exportina-5/ Ran-GTP e processado pela enzima DICER, gerando transcritos de
fita dupla de 19 a 25 nucleotideos que apds a incorporagdo ao complexo RISC, uma das fitas € liberada do
transcrito e a outra permanece incorporada ao complexo, formando assim a molécula de miRNA maduro
que ird atuar no seu respetivo alvo por pareamento imperfeito, impedindo sua tradugdo. Adaptado de
(Ricarte Filho & Kimura, 2006)

1.4 MicroRNAs e o Cancer

Os miRNAs estdo envolvidos em diferentes processos bioldgicos de animais e
plantas, relacionados a proliferacdo, desenvolvimento, embriogénese, diferenciacdo
celular, apoptose € em diversos outros processos fisiologicos que estdo diretamente
envolvidos com a patogénese de doengas humanas (Aukerman & Sakai, 2003; X. Li et
al., 2016; Palatnik et al., 2003; Sekar, Venugopal, Sekar, & Ramalingam, 2016). Em 2002
foi publicado o primeiro estudo associando a desregulacdo de miRNAs e cancer,
descrevendo a delecdo ou regulacdo negativa de miR-15a € miR-16-1 em Leucemia
Linfocitica Cronica (Calin et al., 2002). A partir disso estudos envolvendo os diferentes
tipos de cancer vem sendo publicados afim de elucidar os processos bioldgicos que os
diferentes miRNAs estdo envolvidos. Em 2018 estudos sobre cancer de mama foram
publicados descrevendo a atuagdo de miR-215 na diminuicao da proliferacao celular e
miR-125-5p inibindo a proliferacdo, metdstase e invasdo celular (Leblanc et al., 2018; Y
Li et al, 2018). Em cancer de prostata o miR-206 atua na regulacio da transi¢do epitélio

mesenquimal e inibe a invasdo e proliferacdo celular através da modulacdo de anexxin
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A2 (N. Yang et al., 2018). Sabe-se também que miR-421 estd associado a um pior
progndstico em cancer de pulmao (Y. Li, et al., 2018). Além disso, diversos miRNAs
foram identificados como biomarcadores para o diagndstico e progndstico de diferentes
tipos de cancer, ajudando inclusive na estratificacdo tumoral, isto é, na classificagdo de
risco da doenca (Ghorbanmehr et al., 2018; Hu et al., 2018; Kolluru et al., 2018; Peng,
Gu, & Yan, 2018).

No cancer de tireoide, apesar do nuimero de estudos funcionais aumentar
recentemente, o papel de miRNAs no cancer de tireoide permenece pouco esclarecido.
Neste contexto, estudos utilizando anélises funcionais in vifro, mostram que miR-146b-
5p modula negativemente a transdugdo do sinal da via TGF-B, importante via para a
tumorigénese da tireoide, contribuindo para aumentar o potencial proliferativo e
migratério em linhagens de células foliculares tireoideanas (Geraldo, Yamashita, &
Kimura, 2012; Lima et al., 2016). No carcinoma anaplésico de tireoide (ATC) miRNAs
das familias miR-200 e miR-30 sao regulados negativamente e participam ativamente de
processos biolégicos ligados a migracdo, invasdo, celular e transi¢do epitélio-
mesenquimal (Fuziwara & Kimura, 2014). Estudos recentes contribuiram para consolidar
o papel de diversos miRNAs como importantes agentes envolvidos na diminui¢do e
inibicdo de processos ligados a progressdo tumoral, como migragdo celular, apoptose,
invasdo e proliferagdo celular (Gong et al., 2018; P. Li, Dong, & Wang, 2018; X. Wang
& Qi, 2018; Yan et al., 2018; X. Zhang et al., 2018).

Os miRNAs formam uma complexa rede regulatéria pds-transcricional, que se
torna um fator limitante para as andlises funcionais destas moléculas, as quais em grande
parte do entendimento, provém da identificacdo de alvos. Desta forma a andlise
computacional através da predi¢do de alvos combinada a andlise de dados de expressao
génica presente em bancos publicos, auxilia a caracterizacdo biologica de miRNAs em
diversos processos bioldgicos, incluindo o cancer (Betel et al., 2010; Betel el al., 2008;
Hu et al., 2018). No cancer de tireoide por exemplo, analises in silico estimam que
miRNAs podem contribuir com agressividade e progressao do carcinoma papilifero de
tireoide através da modulacdo de moléculas de remodelagem da matriz extra-celular e
mediadoras do sistema imunolédgico (Geraldo & Kimura, 2015). Além disso, andlises
computacionais realizadas pelo mesmo grupo de pesquisa sugerem que miRNAs situados
naregido 14q32, denominada DLLK1-DIO3, potencialmente modulam uma complexa rede

de regulacdo com impacto sobre a migracao, adesao, remodelagem de matriz extra-celular
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e angiogénese (Figura 2)(Geraldo, Nakaya, & Kimura, 2017). Esta regido cromossdmica
abriga mais de 50 genes de miRNAs, os quais se encontram com expressao diminuida em
modelo murino de PTC, linhagens celulares tumorais tiroidianas e amostras de PTC
humano, o que torna estes miRNAs fortes candidatos a supressores tumorais (Geraldo et
al., 2017). Os genes localizados nesta regido que codificam para proteinas, como DLK],
RTLI1, e DIO3, sdo expressos a partir do alelo paterno enquanto aqueles que transcrevem
RNAs nao codificadores, como MEG3, MEGS, o antisense RTLI e todos os miRNAS sdo
expressos maternalmente (Benetatos et al., 2013). Recentes estudos constataram que
portadores da sindrome de Temple, nos quais € observada delecao parcial ou total da
regido DLK1-DIO3, apresentam risco aumentado de desenvolver cancer de tireoide
prematuramente (Severi et al., 2016), sugerindo um papel crucial desta regiao na biologia

da c€lula folicular tireoidiana.
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Figura 2. A regiao genémica DLK1-DIO3. (A). Os genes DLK1, RTL1 e DIO3 sdo expressos a partir do
alelo paterno, enquanto os genes nio codificadores de proteinas MEG3, MEGS e os miRNAs sdo expressos
a partir do alelo materno. A expressdo dos genes desta regido é controlada por mecanismos epigenéticos
durante o desenvolvimento, a partir da regido intergénica diferencialmente metilada (IG-DMR) (Adaptado



24

de Zehavi et al., 2012). (B) Andlise em larga escala da expressdo de miRNAs da regido DLK1-DIO3 em
linhagens celulares tumorais de tireoide e em modelo murino de progressdo do carcinoma papilifero. O
heatmap representa a expressdo diferencial em linhagens tumorais em relacdo a linhagem de células
foliculares normais (N-Thy-ORI) e de carcinoma papilifero (TPC-1 e BCPAP) e de carcinoma anaplasico
(KTC-2) de tireoide. (Adaptado de Geraldo et al., 2017). (C) Analise de enriquecimento em lista de genes-
alvo dos miRNAs da regido DLK1-DIO3. As barras evidenciam a significancia estatistica (no eixo X,
expressa em —logP-valor) encontrada apds teste exato de Fisher. Os processos bioldgicos e vias de
sinalizacdo enriquecidos estdo representados no eixo Y (Adaptado de Geraldo et al., 2017).

A literatura demonstra a regido DLK1-DIO3 como um importante cluster de
miRNAs envolvidos em diversas patologias humanas, entre elas o cancer (Benetatos et
al., 2013), no entanto pouco se sabe sobre o papel biolégico dos miRNAs da regido
DLK1- DIO3 no cancer de tireoide, assim como o potencial destas moléculas como
supressoras tumorais. Sabe-se que alguns os niveis transcricionais de alguns miRNAs da
regido DLK1-DIO3, miR-370, miR-323 e miR-127, sdo reduzidos pela ativacio
oncogénica tanto pelo oncogene BRAFTI799A quanto pelo rearranjo RET/PTC em
linhagens tumorais de PTC (Cahill et al., 2007; Cahill et al., 2006). Desta forma, o
presente estudo tem como objetivo identificar miRNAs com atividade supressora tumoral
no PTC. Utilizando programas computacionais disponiveis online e gratuitamente,
visamos identificar, entre o grande nimero de miRNAs situados na regiao DLK1-DIO3,
aqueles com maior potencial para a regulacdo de oncogenes e processos-chave para a
progressao tumoral, para a subsequente validacdo funcional in vitro. Esperamos que os

resultados obtidos neste estudo possam contribuir com o entendimento da patogénese,

diagndstico e tratamento do cancer de tireoide.
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2 OBJETIVO GERAL
Avaliar a atividade supressora tumoral de miRNAs situados na regido DLK1-
DIO3 e sua contribui¢do para o estabelecimento e progressao do carcinoma papilifero de

tireoide.

3 OBJETIVOS ESPECIFICOS
I. Anélise bioinformdtica para a identificacdo de miRNAs da regido DLK1-DIO3

com potencial papel supressor tumoral e selecao para andlise funcional;

II. Constru¢@o de modelo de super-expressdao de miRNA candidato em linhagens

celulares tumorais de tireoide;

III. Andlise do impacto da restauracdo da expressao do miRNA candidato sobre o

estabelecimento e progressao tumoral in vitro.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Identificacio e selecao de candidatos para a validacao experimental

Andlise in silico dos alvos potenciais dos miRNAs desregulados: O programa

miRWalk (http://www.umm.uni-heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk/) foi utilizado para a
predi¢ao computacional de alvos de cada um dos miRNAs diferencialmente expressos.
Este programa permite comparar as listas de potenciais alvos geradas por 12 diferentes
programas, como por exemplo o TargetScan (www.targetscan.org) e o PicTar
(http://pictar.mdc-berlin.de/). Para cruzar os dados foi construida uma matriz onde foram
organizados nas linhas os potenciais alvos preditos para cada miRNA e nas colunas cada

miRNA da regido DLK1-DIO3.

Para a otimizacdo da estratégia de identificacdo de miRNAs com atividade
supressora tumoral, associamos a matriz construida dados de expressao génica em larga
escala oriundos dos bancos Gene Expression Omnibus (GEO,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) e do The Cancer Genome Atlas (TCGA,
http://cancergenome.nih.gov/). Resumidamente, foram utilizados dados de andlises da
expressao génica entre tecido tireoideano normal e tumoral obtidos previamente a partir
de 5 estudos no GEO, compreendendo 101 amostras de PTC e 69 tecidos normais, foram
processados utilizando a ferramenta estatistica GEO2R (Geraldo & Kimura, 2015). Cada
gene foi considerado diferencialmente expresso quando o P-valor ajustado foi menor que
0,01 e concordante em pelo menos 3 dos 5 estudos. Da mesma forma, foram utilizados
dados de expressao de mRNAs, em nivel 3, de 437 amostras de PTC humano e 59
amostras de tecido tiroidiano normal, previamente obtidos do projeto TCGA (Geraldo et
al., 2017). Assim a lista de potenciais genes-alvo obtida utilizando o programa miRWalk
foi comparada a lista de mRNAs diferencialmente expressos nos diferentes datasets (GEO
e TCGA). Uma vez que miRNAs da regiao DLK1-DIO3 encontram-se com expressao
diminuida no PTC, buscamos por potenciais alvos com expressdo aumentada nos
datasets. Além disso, genes com diferenca de expressdo menor de 25% (fold change

>1,25) e aqueles sem diferenca estatistica (p>0,05) foram ignorados.

Construgdo de redes regulatorias exercidas por miRNAs: Para a identificacdo de

potenciais vias de sinalizac@o e processos bioldgicos relevantes para o cancer de tireoide
utilizamos a ferramenta online DAVID (https://david.ncifcrf.gov/), a qual possibilitou a
identificacdo de enriquecimento em listas de genes (Gene Set Enrichment Analysis).

Categorias ontoldgicas foram analisadas com base no enriquecimento da lista de alvos
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modulados pelos miRNAs da regido DLK1-DIO3, sua poténcia de enriquecimento (fold
enrichment), significancia estatistica e razao de falso descobrimento (FDR). Desta forma,
conseguimos identificar miRNAs candidatos com papel chave nas redes regulatérias, ou
seja, aqueles que atuam sobre vias de sinalizac¢do e processos bioldgicos importantes para
o desenvolvimento e progressdo do cancer de tireoide. Para fortalecer nossa estratégia
para identificar miRNAs envolvidos na supressdao tumoral, realizamos buscas enviesadas
para processos biolégicos relacionados ao cancer, como por exemplo, “Cell-cycle”, “Cell
adhesion”, “regulation of cell migration”, “extra-cellular matrix”, “positive and negative

regulation of apoptosis” e “cell-cell adhesion™. Além disso foi realizado o cruzamento da

lista de potenciais alvos com 98 oncogenes bem caracterizados na literatura.

ApoOs a identificacdo dos miRNAs candidatos a validagdo funcional,
potencialmente envolvidos na supressdo tumoral, foi realizada uma nova analise da lista
de alvos preditos para um tnico miRNA escolhido, utilizando a ferramenta Kegg Mapper,
Kyoto Encyclopédia of Genes and Genomes

(https://www.genome.jp/kegg/mapper.html). Esta ferramenta possibilita a anélise de uma

lista de genes de interesse e de forma integrada e visual, é possivel visualizar as vias de
sinalizacdo e processos bioldgicos anotados na plataforma com os quais os genes
inseridos estdo relacionados. Neste caso, foram utilizadas as listas de genes alvos do
miRNA selecionado. Desta forma, foi possivel selecionar genes alvo com expressao
aumentada em relacdo ao PTC este miRNA em vias de interesse para a progressao do
cancer, principalmente aquelas envolvidas em processos de migracdo, invasdo e
proliferagdo celular. Os genes com expressdo aumentada no PTC foram destacados em

vermelho nas vias de sinalizacio e processos bioldgicos relevantes.

4.2 Cultura celular

Duas linhagens celulares mantidas em nosso laboratério com diferentes
backgrounds genéticos, foram utilizadas para avaliar a atividade supressora tumoral do
miR-485-5p no cancer de tireoide. As linhagens derivadas de carcinoma papilifero
humano TPC-1 e BCPAP, possuem o rearranjo cromossomico RET/PTCI e a mutacao
BRAFTI799A, respectivamente. As linhagens celulares foram gentilmente cedidas pela
Profa Dra Edna Teruko Kimura (Departamento de Biologia Celular e do
Desenvolvimento, Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo). As
linhagens TPC-1 e BCPAP foram mantidas em meio DMEM suplementadas com 5% e
10% de soro fetal bovino (SFB, Thermo Fisher, Waltham, MA, USA), respectivamente,


https://www.genome.jp/kegg/mapper.html
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em estufa sob condi¢des de 95 % de ar e 5 % de CO», a 37°C, na presenga de 1 X solugdo
antibidtica e antifungica (Antibiotic-Antimycotic, 100X, penicilina 100 U/mL,
estreptomicina 100 pg/mL, e anfoterecina B 25 pg/mL, Thermo Fisher, Grand Island,
NY, USA).

4.2.1 Transfeccao transiente do mimético do hsa-miR-485-5p

Para a superexpressdo do hsa-miR-485-5p utilizou-se um mimético comercial,
mirVana™ (PN. MC10837, Thermo Fisher, Pleasanton, CA, USA). As linhagens
celulares foram plaqueadas em triplicatas e ap6s 24 horas o meio de cultura foi substituido
por meio apropriado na auséncia de SFB. Para a padronizacdo, o mimético foi
transfectado em duas concentragdes, 10 e 25 nM, overnight, utilizando lipideo catidnico
Lipofectamine 2000® (Thermo Fisher, Carlsbad, CA, USA), segundo instrucdes do
fabricante. O meio sem soro foi entdo retirado, as cé€lulas foram lavadas com PBS
(Phosphate Buffer Saline — NaCl 0.137 M, KCI 0.0027 M, NaoHPO4 0.01 M, KH>PO4
0.0018 M) e novo meio de cultura, com soro fetal, foi adicionado. Em todos os
experimentos subsequentes um grupo de células foi submentido a transfeccao com lipideo
catidnico, porém ndo recebeu mimético e foi denominado grupo Mock. A restauracdo da

expressao de miR-485-5p foi confirmada por RT-qPCR.

4.3 Migracao celular
4.3.1 Migracao em ensaio de lesio em monocamada

As linhagens foram previamente submetidas a transfeccao com mimético do miR-
485-5p, conforme descrito acima. Em seguida, com o auxilio de uma ponteira de 200 pL
estéril, realizou-se uma lesao em linha vertical na monocamada celular no centro de cada
poco (figura 3A). O processo de cicatrizacdo foi registrado com camera (Moticam 2500)
acoplada ao computador logo ap6s a realizagdao da lesdo nos tempos 0, 16 e 24 h. Para
que nao houvesse intereferencia da proliferacdo celular nas andlises, o tempo maximo
determinado foi de 24 horas. As imagens obtidas foram registradas em triplicadas
referentes a cada poco analisado, e posteriormente com o auxilio do ImageJ®, foram
feitas as medidas da distancia das lesdes nos diferentes tempos. Cada imagem foi medida
em trés diferentes pontos, os valores da distdncia em pixels foram coletados para
aplicagdo estatistica e construcao dos graficos, com auxilio do programa GraphPad Prism

versao 6.0 (figura 3B).
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Figura 3. Modelo de lesdo em monocamada de células ir vitro. (A) Microscopia de contraste de fase da
monocamada celular lesionada da linhagem celular tiroidiana TPC-1. (B) Analise das fotomicrografias por
ImageJ®. Fotomicrografia da lesdo apresenta um exemplo da medida feita, indicada na barra amarela. As
medidas foram feitas em triplicatas, coletando as distdncias em pixels em trés diferentes pontos da imagem.
Os valores da distancia foram coletados e a média de cada ponto foi utilizada para a construcéo dos gréficos.
Aumento 40x.

4.3.2 Migracao e invasiao em camara de boyden modificada

O ensaio de migra¢do celular foi realizado usando camara de Boyden modificada
contendo insertos de membrana com poros de 8,0 um (Corning, Billerica, MA). Apés a
transfec¢io com mimético 2x10* células foram ressuspendidas em meio contendo 0,5%
de soro fetal bovino e plaqueadas no compartimento superior da camara. O
compartimento inferior foi preenchido com meio contendo 10% de soro fetal bovino.
Ap6s 12 h, o meio de cultura foi removido e a cAmara foi lavada duas vezes com PBS.
As células do compartimento superior foram removidas e as células no compartimento
inferior foram fixadas, coradas com 0,5% Violeta Cristal e fotografadas em microscopio
Nikon Eclipse E600. Para os ensaios de invasdo celular, foi utilizado 7,5uL de matriz
extracelular (ECM Gel from Engelbreth-Holm-Swarm murine sarcoma — liquid,
BioReagent 8,42ug), diluida em 22,5uLL. de DMEM, e foram plaqueados 30uL da matriz
diluida na parte superior de cada inserto. Apds o plaqueamento da matriz, a placa
contendo os insertos foi colocada em estufa a 37°C durante duas horas para solidificagdo
da matriz. Posteriormente a preparacdo dos insertos com matriz, seguiu-se 0 mesmo

protocolo de plaqueamento, coleta das amostras e fotografia do ensaio de migracao.

4.4 Proliferacao celular
4.4.1 Curva de crescimento

As linhagens foram previamente submetidas a transfeccdo com mimético miR-
485-5p, conforme descrito acima, e apds 24 h foram tripsinizadas e semeadas na
densidade 2,5 x 10* células/poco em placas de 12 pogos. Nos periodos 48 e 72 h, as células

foram tripsinizadas, fixadas em 3,7 % formaldeido e mantidas a 4 °C até o momento da
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contagem, a qual foi realizada em cAmara de neubouer utilizando microscépio OPTIKA®

C-B5 (Ponteranica, BG, Italy).

4.4.2 Ensaio de MTT

O MTT € um ensaio colorimétrico quantitativo baseado na clivagem do sal
amarelo brometo de difenil tetrazélio (MTT, Amresco, Solon, OH, EUA) pela enzima
mitocondrial dehidrogenase e a subseqiiente formacdo do cristal azul escuro insoldvel,
que se acumula somente no interior das células vidveis. A absorbancia detectada em
espectrofotometro € diretamente proporcional ao nimero de células vidveis. As células
foram semeadas em placa de 96 pogos na densidade de 5x10° células por pogo. MTT foi
adicionado 24 h apds a transfec¢do com mimético do miR-485-5p, seguido de incubagdo
por 3 h. Apéds este periodo, as células foram solubilizadas com uma solucdo de
isopropanol/ HCL 0,4 M e a leitura do sinal foi realizada em espectrofotdmetro

SpectraMax Plus (Molecular Devices, Sunnyvale, EUA).

4.4.3 Morte celular

Os indices de morte celular, necrose e apoptose, foram medidos nas linhagens
TPC-1 e BCPAP transfectadas com o mimético de miR-485-5p nas concentragdes de 10
e 25 nM. Para tanto, as linhagens foram semeadas em densidade de 1x10° células em
placas de 6 pocos. Apos 24 h de transfec¢do, o meio de cultura foi coletado para a
preservacdo de células mortas, e as células aderidas foram lavadas 2 vezes em PBS e
tripsinizadas. A seguir, foram coletadas em tubos de 1,5 mL, centrifugadas a 500 x g por
10 min e 1x10° células foram ressuspendidas em 1X Annexin-V Binding Buffer, parte do
Kit Annexin-V FITC Apoptosis (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), seguindo
instrugdes do fabricante para a incubacao com Annexin-V FITC e iodeto de propideo (PI).
A leitura dos sinais fluorescentes foi realizada em citometro de fluxo FACS Calibur™.
Foram consideradas células vidveis aquelas com baixa marcagao para FITC e PI. Células
em apoptose foram consideradas aqueles com alta marcagdo para FITC e células em
necrose aquelas com baixa marcacdo para FITC e alta marcagdo para PI. Para a correta
normalizacdo dos dados, foram captados os dados de fluorescéncia de 50.000 eventos

para cada amostra.
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4.5 Analise da expressao génica por PCR quantitativo em tempo real
4.5.1 Extracao de RNA total

Para extracio de RNA, foram plaqueadas 1x10° células em placas P60,
transfectadas com mimético de miR-485-5p e coletadas ap6s 24h em trizol. O RNA total
foi extraido das linhagens celulares em questdo TPC-1 (mock, 10 e 25nM) e BCPAP
(Mock, 10 e 25nM) baseado em Chomczynski and Sacchi (1987).

4.5.2 Sintese de DNA complementar

A expressao do miR-485-5p e do controlde endégeno RNU6B foi analisada através
de ensaios de PCR em Tempo Real utilizando o kit de quantificacdo de miRNAs
Tagman® MiRNA Assays especifico para este miRNA (Part Numbers: miR-485-5p —
001036; miR-495-3p — 001663; RNU6B — 001093, Applied Biosystems). Este sistema
utiliza sintese dirigida de cDNA para o RNA de interesse (miR-485-5p, miR-495-3p ou
RNUG6B) pelo método Stem-Loop onde o primer especifico para o RNA provoca a
formacdo de um grampo sobre si mesmo, gerando maior estabilidade para a transcri¢ao
reversa (Chen et al., 2005). Para maximizar a sintese de cDNA deste miRNA, foi utilizado
o kit TagMan® MicroRNA Reverse Transcription (Applied Biosystems). Assim, de
acordo com instruc¢des do fabricante, 10 ng de RNA total foram utilizados para a sintese,
na presenga de 1,5 pL de tampao 10x, 0,15 pL de mix de ANTP (100 mM), 0,19 pL de
inibidor de RNases (20 U/uL) e 1 pL de transcriptase reversa Multiscribe® (50 U/uL), e
3 uL de primer especifico, para miR-485-5p, miR-495-3p ou RNU6B, ¢ 4 uL de H20
destilada e deionizada (ddH20). A reacao foi realizada no gelo e depois submetida a 16
°C por 30 min, 42 °C por 30 min, seguida de inativacdo da transcriptase a 85 °C por 5
min, em termociclador ABI 7300 Sequence Detection System (Thermo Fisher). A sintese
de cDNA utilizada para a quantificacdo do controle end6geno RPL19 e dos demais genes-
alvo analisados foi realizada utilizando 2 pg de RNA total, 1 uL de DTT (100 mM), 1 uLL
de inibidor de RNase (20 U/uL), 1 L de mix de dNTP (10 mM) e 1 pL de transcriptase
reversa M-MLV (Murine-Moloney Leukemia Virus, Thermo Fisher). A reacdo foi
mantida a 21 °C por 10 min, a 42 °C por 30 min, seguida de inativacao da transcriptase a
99 °C por 10 min, em termociclador ABI 7300 Sequence Detection System (Thermo
Fisher).
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4.5.3 PCR quantitativo em tempo real

Para a quantifica¢do do produto formado durante a reacdo de PCR para miRNAs
foi utilizado o kit Tagman® MiRNA Assay Tagman® (Applied Biosystems). Assim,
foram usados 1,33 pL da sintese de cDNA, 10 pLL. de TagMan® MicroRNA Master Mix,
No AmpErase (Applied Biosystems), 1 uL do mix contendo sonda e primers especificos
para miR-485-5p ou RNUG6B, ¢ 7,67 uL. de ddH0. Para a quantificacio do produto
formado durante a reacdo de PCR para os genes alvos, foi utilizado o reagente SYBR®
Green Dye (Applied Biosystems). As reacdes foram realizadas em volume final de 20 pL,
utilizando 5 pLL de cDNA diluido 10 vezes a partir do volume final da sintese de cDNA
(~5 ng), 5 uL de primers especificos, e 10 pL do reagente 2x Master Mix SYBR® Green
(Applied Biosystems). As reacdes foram realizadas em termociclador ABI 7300
Sequence Detection System® (Applied Biosystems) nas seguintes condicdes: 50 °C por
2 min, 95 °C por 10 min, e 40 ciclos de 95 °C por 15 s e 60 °C por 1 min. Para as reacdes
de qPCR utilizando SYBR® Green Dye, a especificidade da reacdo foi avaliada, apés o
término da reacdo, através da andlise da dissocia¢do do produto amplificado. O programa
7300 SDS Software foi utilizado para a andlise dos dados obtidos. Uma lista com os
primers especificos sintetizados para a detec¢do da expressdo dos genes alvos e o0s

controles endégenos utilizados, estd demonstrada na Tabela 1.

Tabela 1- Oligonucleotideos usados para analise da expressiao génica.

GAB2 GRB?2 associated NM_080491 F-ATCTCCACCCAGAGCATCAC
binding protein 2 R-GAACGGGAGATGCAGACACT
RACI Rac  family  small NM_018890 F-AGAAGCTGACTCCCATCACC
GTPase 1 R-CTTGAGGCCTCGCTGTGT
ICAM1 intercellular — adhesion NM_000201 F-AGCTTCTCCTGCTCTGCAAC
molecule 1 R-CATTGGAGTCTGCTGGGAAT
ITGA3 integrin subunit alpha 3 =~ NM_005501 F-TATTCCTCCGAACCAGCATC
R-TCCGAGTCAATGTCCACAGA
EREG Epiregulin NM_00143 F-TCCCAGGAGAGTCCAGTGAT
R-ATTGACACTTGAGCCACACG
LMNA lamin A/C NM_170707  F.CATGGAGATCCACGCCTAC
R-CCTGTGTCTGGGATGAGTGA
RPLI19 ribosomal protein L19 NM_000981 F-AACAAGCGGATTCTCATGG

R-GCGTGCTTCCTTGGTCTTAG

Simbolos e nomes oficiais estdo grafados de acordo com HGNC - HUGO Gene Nomenclature Committee
(https://www.genenames.org/)
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4.5.4 Calculo da expressiao génica diferencial

Primeiramente, para a quantificagdo da expressdo génica, a concentragdo dos
primers utilizados na reacdo de qPCR foi padronizada. A concentragdo ideal de primers
foi obtida realizando-se reacOes utilizando diferentes concentracdes de primers (entre 200
nM e 800 nM) e concentracdo fixa de cDNA. Foi selecionada a menor concentracao, sem
formacdo de dimeros, que ndo comprometesse a curva de amplificacdo. Ja para miR-
485-5p, visto que o ensaio € otimizado pelo fabricante, nao foi realizada esta etapa de
padronizacdo. O gene RPL19, que codifica uma proteina ribossomal, foi utilizado como
normalizador (controle endégeno) nas reagdes de JPCR para a andlise de mRNAs alvos.
Para a andlise da expressdo de miRNAs o controle endégeno utilizado foi o gene RNU6B

(Applied Biosystems).

4.6 Analise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a analise estatistica, realizada com auxilio
do programa GraphPad Prism versdo 5.00 para Windows (GraphPad Software, San
Diego, California, USA). Os valores foram expressos em média + desvio padrdo. Foi
utilizado o teste t de Student e Mann-Whitney para comparacOes entre apenas duas
populagdes de dados e o teste Two-Way ANOVA para comparagdes entre trés ou mais
grupos de dados. As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando

p<0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Identificacio de miRNAs com potencial papel supressor tumoral

A regiao DLK1-DIO3 do cromossomo 14q32, contém 53 genes de miRNAs, os
quais podem originar aproximadamente 100 miRNAs maduros, tornando complexa a
andlise funcional. Desta forma, afim de otimizar nossa investiga¢do em relagdo a regido
DLK1-DIO3, diferentes recursos de bioinformatica foram utilizados. Primeiramente a
lista de nomes oficiais dos miRNAs da regido DLK1-DIO3 foi obtida utilizando o
programa Table Browser, da Universidade da Califérnia em Santa Cruz
(https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTables). Em seguida, foi utilizado o algoritmo de
predicdo de alvos miRWalk (http://zmf.umm.uni-heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk2/),
versdo 2.0, a partir do qual foram obtidas as listas de potenciais alvos de cada um dos
possiveis miRNAs maduros oriundos na regiao DLK1-DIO3. As listas de alvos de cada
miRNA foram combinadas e os alvos duplicados foram removidos. Em seguida foi
construida uma matriz de interacdo entre os potenciais alvos preditos e cada miRNA da
regido DLK1-DIO3 (Figura 4). Devido ao grande nimero de alvos preditos encontrados,
consideramos vélidas apenas interagdes miRNA-alvo preditas pelo algoritmo TargetScan
(http://www targetscan.org/vert_72/), uma vez que este considera a conservacdo entre
espécies para classificar como termodinamicamente estdvel a interacao entre um miRNA
e seu alvo. Em seguida, em trés diferentes construcdes, foram considerados validos os
alvos preditos por pelo menos 6, 7 ou 8 dos 12 algoritmos disponiveis no miRWalk,
resultando em 13.756, 10.714 e 6.231 alvos, respectivamente. A ultima construgdo foi

adotada para as anélises subsequentes.

Em seguida, para selecionarmos interagdes vélidas entre miRNAs e potenciais
alvos, utilizamos dados de expressdo de mRNAs oriundos de datasets depositados no
GEO e no TCGA, previamente baixados e processados por analises bioinformaticas,
conforme descrito na secao 4, Material e Métodos. Conforme exemplificado no Quadro
1, foram consideradas vélidas apenas interacdes com genes-alvos com aumento da
expressdo de pelo menos 25% (fold change >1,25) e com significancia estatistica
(p<0,01). Desta forma, foram identificados 431 potenciais alvos, os quais foram

submetidos a andlise de enriquecimento em listas de genes (Gene Set Enrichment

Analysis), utilizando a ferramenta online DAVID (https://david.ncifcrf.gov/).
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Figura 4. Construcio da matriz de interacoes miRNA:alvo. Amostra representativa da construgdo da
matriz de intera¢des entre miRNAs da regido DLK1-DIO3 e seus alvos preditos pelo programa miRWalk.
Nas colunas estdo representados os miRNAs da regido DLK1-DIO3. Nas linhas estdo representados os 15
primeiros potenciais alvos. Em cada interagdo miRNA:alvo estd representado o nimero de algoritmos que
consideram possiveis dada interacdo. Em amarelo o nimero total de alvos considerados validos utilizando
o nimero de > 6, 7 ou 8 algoritmos.

Quadro 1. Matriz de interacoes miRNA:alvo e comparacio com datasets de expressio génica
oriundas do Gene Expression Omnibus (GEO) e The Cancer Genome Altas (TCGA). Amostra
representativa da matriz de interagcdes entre miRNAs e seus alvos preditos segundo o programa miRWalk.
O ndmero de algoritmos que predizem cada interagdo estd mostrado. Foram consideradas vélidas (v')
interacdes preditas por 8 ou mais algoritmos, com fold_change maior que 1,25 segundo o TCGA e aumento
de expressdo em pelo menos 3 dos cinco datasets do GEO.
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A Figura SA evidencia, em um heatmap, o nimero de alvos potencialmente
modulados por cada miRNA, em cada uma das 12 categorias ontolégicas mais
enriquecidas. O ranqueamento de miRNAs de acordo com o ndmero de alvos
potencialmente modulados revelou que, dentre os cerca de 100 miRNAs maduros que
podem ser originados da regido DLK1-DIO3, 24 miRNAs nao participam da regulag¢do
dos alvos em questdo, sem interagdo predita em nosso modelo de estudo. Além disso,
interessantemente, apenas 10 miRNAs modulam juntos mais de 60% dos alvos, sendo
que os miRNAs hsa-miR-485-5p, hsa-miR-495-3p, hsa-miR-539-5p, hsa-miR-665, hsa-
miR-381-3p e hsa-miR-300 potencialmente modulam 65 (15.08%), 64 (14.84%), 61
(14.15%), 50 (11.60%), 49 (11.36%) e 43 (9.97%) dos alvos, respectivamente. Estes
miRNAs sdo, portanto, candidatos promissores a andlise funcional in vitro.

Conforme mencionado anteriormente, a literatura mostra a regido DLK1-DIO3
como um importante cluster de miRNAs envolvidos em diversas patologias humanas,
entre elas o cancer (Benetatos et al., 2013). O miR-485-5p ja foi descrito como supressor
tumoral, inibindo vias relacionadas ao crescimento e mobilidade celular em cancer
géstrico (Duan et al., 2017). Em cancer de mama este mesmo miRNA € capaz de diminuir
a proliferacdo e invasado celular (Lou et al., 2016). Enquanto os miRNAs, miR-495-3p e
miR-381-3p, agem como supressores tumorais em cancer gastrico, influenciando na
malignidade e crescimento do tumor e com a diminui¢do da proliferacdo do carcinoma
bucal, respectivamente (Eun et al., 2018; X. Yang et al., 2017). Estudos com o miR-300
apontam sua a¢do em muitas vias de diversos tumores, como, promog¢do da apoptose e
inibicdo da proliferacdo, invasdo, migracao e transicao epitélio-mesenquimal no cancer
de pancreas e inibicdo de proliferacdo e metdstase em cancer de laringe (Ge et al., 2016;
Zhang et al., 2018). Christopher L. Haga e Donald G. Phinney (2012) exploraram sete
miRNAs presentes no cluster da regido DLK-DIO3 (miR-300, -382, -494, -495, -539, -
543, e -544), os quais em conjunto atuam na repressdo de uma rede de sinalizacido que
compreende TWIST1, BMII, ZEB1/2 e miRNAs da familia do miR-200 (Haga &
Phinney, 2012). De modo que o silenciamento do cluster, que ocorre via hipermetilacdo
de ilhas CpG em carcinomas ductais mamarios, confere alteracoes morfoldgicas,
moleculares e de fung¢do consistentes com uma transi¢do epitélio-mesenquimal. Além
disso, os autores também demonstraram que altera¢des na expressao do miR-544 podem
influenciar na proliferacdo celular em diferentes tipos celulares (Haga & Phinney, 2012).

Entre as categorias ontoldgicas enriquecidas com significincia estatistica entre os

alvos dos miRNAs da regido DLK1-DIO3 estdo importantes processos bioldgicos para o
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cancer, como “cell adhesion”, “cell junction”, “cell-substrate adhesion”, “extracelullar
matrix” e “programmed cell death” (Figura SA). De fato, estes resultados corroboram
estudos prévios do grupo, onde a andlise de enriquecimento de um grupo menor de
miRNAs da regido DLKI-DIO3 sugere a modulacdo de aspectos importantes para a
progressdo tumoral, como “cell-cell adhesion”, “intracellular singaling cascade” e
“locomotory behavior”, entre outros (Geraldo et al., 2017). Para validar a for¢a dos
miRNAs com melhor classificacdo no ranqueamento, e demonstrar que esses miRNAs
sao fortes candidatos a validag¢ao funcional como supressores tumorais, construimos duas
novas matrizes, representadas em forma de heatmap na Figura SB. Nestas novas matrizes
foram considerados apenas processos biolégicos envolvidos no cancer ou genes alvo ja
caracterizados como oncogenes. Interessantemente, os miRNAs posicionados no topo do
ranque na andlise anterior permaneceram no topo do ranque na nova anélise. Cerca de 40
miRNAs apresentaram pouca ou nenhuma interacdo com alvos relacionados a vias

importantes para o cancer.
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Figura 5. Agrupamento por anotacio funcional. (A) Os miRNAs foram ranqueados de acordo com o
ndmero total de alvos potencialmente regulados segundo a andlise bioinformética (coluna “total”), sendo o
maior nimero de alvos mostrado em vermelho e o menor em azul. Os miRNAs sem interacio predita com
alvos foram omitidos. (B) Ranqueamento dos miRNAs de acordo com a relagdo com o cancer. Os miRNAs
foram ranqueados de acordo com o nimero de alvos relacionados a processos relevantes para o cancer
(coluna “cancer” potencialmente regulados ou de acordo com a potencial modulagdo com oncogenes
conhecidos (coluna “oncogenes”), em relagdo ao niimero total de alvos (coluna “global™).

Por apresentar boa posicdo no ranque e, conforme mencionado anteriormente,
atuar como supressor tumoral em outros tipos de cancer (Anaya-Ruiz et al., 2013; Duan
et al., 2017; Guo et al., 2015; Sun et al., 2015), o miRNA miR-485-5p foi selecionado
entdo para a validacdo funcional. Conforme dados obtidos do TCGA, este miRNA
apresenta niveis de expressdo diminuidos em amostras tireoideanas tumorais em relagdo
a amostras normais (Figura 6), por conseguinte, uma lista individual de alvos do miR-

485-5p foi submetida a ferramenta de enriquecimento DAVID com o intuito de identificar
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potenciais vias de sinalizac¢do e processos bioldgicos enriquecidos na interac@o entre este
miRNA e seus alvos. A andlise de enriquecimento revelou 51 categorias ontolégicas
enriquecidas na lista de alvos de miR-485-5p. Destas, 22 vias com significancia
estatistica, sendo 6 com P valor < 0,01 e 16 vias com P valor < 0,05 estdo mostradas na
Figura 7. Dentre essas 22 vias, pode-se observar as categorias regulation of cell
migration, regulation of MAPK cascade, signal transduction, e positive regulation of

gene expression, processos de grande relevancia para o carcinoma papilifero de tireoide.
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Figura 6. Diminuicido da expressao de miR-485-5p no PTC. (A) Box-plot representando a expressdo
média de miR-485-5p em 437 amostras de PTC em comparacdo a amostras de tireoide normal. Dados do
eixo Y refletem os niveis normalizados de leituras para miR-485-5p em andlise por miRNA-Seq, de acordo
com o TCGA. (B) Grafico “waterfall-plot” representando a comparagdo da expressdo de miR-485-5p em
59 amostras pareadas de PTC e tireoide normal. As barras refletem a expressdo diferencial de cada amostra
tumoral em relacdo a sua amostra normal pareada. As barras em vermelho representam aumento de
expresdao em relagdo a amostra normal, enquanto as barras em azul representam diminui¢do da expressio
em relag@o ao tecido normal pareado. As linhas tracejadas representam amostras que possuem a mutagio
BRAFTI799A.
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Figura 7. Imagem representativa de vias de sinalizacio e processos biologicos enriquecidos na lista
de alvos de miR-485-5p. A linha tracejada representa P=0,05. Processos e vias de sinalizagdo com barra
que ultrapassam a barra tracejada apresentam P<0,05.

5.2 Modelo de super-expressao de miR-485-5p em linhagens celulares de PTC

Para a analise funcional de miR-485-5p, primeiramente foi construido um modelo
de super-expressdo a partir da transfeccdao de miR-485-5p, com seu mimético comercial
mirVana™ (PN. MC10837, Thermo Fisher), em linhagens de PTC (TPC-1 e BCPAP),
nas concentragdes de 10nM e 25nM. Apds a construgdo, validamos este modelo através
da quantificacdo por RT-qPCR. Dessa maneira, observamos que a transfeccdo com o
mimético, induziu o aumento significativo da expressdo de miR-485-5p em ambas as
linhagens, em relacdo 2 mesma linhagem ndo submetida a transfeccao (Mock) (Figura
8). Interessantemente observamos que a transfec¢io deste miRNA ndo promoveu o ganho
de expressdao de maneira dose dependente, uma vez que a concentragdo de 25 nM ndo
demonstrou ganho de expressao sobre a concentracdo de 10 nM em ambas as linhagens
analisadas.

Sabe-se que a transfec¢do de miméticos pode interferir na maquinaria de
processamento de miRNAs e, em altas concentragdes, causar alteragdes inespecificas na
expressdo génica pela formacdo de RNAs de alto peso molecular, induzindo alteracdes
na expressao de outros miRNAs (Jin et al., 2015). Desta forma, com o intuito de detectar

interferéncias na expressio de miRNAs eventualmente induzidas pela transfeccao do
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mimético miR-485-5p, realizamos a quantificacdo da expressdo de um miRNA ndo
relevante para nossas andlises (miR-495-3p). No entanto, observamos que a transfec¢ao
de miR-485-5p nas concentracOes utilizadas ndo interferiu na eficiéncia de expressao do
miR-495-3p, uma vez que a expressdo deste miRNA ndo se mostra alterada nas duas

linhagens (Figura 8).
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Figura 8. Confirmacao da super-expressao de miR-485-5p em linhagens de PTC. (A) Confirmacao da
inducdo da expressdo de miR-485-5p na linhagem TPC-1 e BCPAP. (B) Quantificacdo da expressdo de
miR-495-3p como andlise de interferéncia da transfeccdo de mimético miR-485-5p sobre a maquinaria de
processamento de miRNAs. Em A e B, 5x10° células foram semeadas em placas de 60 mm e transfectadas
(10 e 25nM) ou ndo (Mock) com mimético de miR-485-5p overnight. O RNA total extraido e foi utilizado
para sintese de cDNA dirigido e para a subsequente quantificagio da expressdo dos miRNAs miR-485-5p
e miR-495-3p. O gene RNU6B foi utilizado como normalizador das reagdes. Os valores no eixo Y estdo
mostrados em unidades arbitrérias (u.a.). Barras representam desvio-padrao.

5.2 miR-485-5p e a migracao celular

Uma vez que a aquisi¢@o da capacidade migratdria € uma etapa importante para o
processo de progressao tumoral, e esta categoria ontoldgica se encontra enriquecida entre
os alvos de miR-485-5p, foi realizado ensaio de lesdo em monocamada de células TPC-1
e BCPAP. O processo de migracdo para fechamento da lesao foi registrado nos tempos 0,
16 e 24 horas. De acordo com os dados obtidos, pudemos observar as células da linhagem

BCPAP apresentaram diminuicdo significativa da capacidade migratéria apds a
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restauracdo de miR-485-5p em ambas as concentragdes (10 e 25 nM) em relagdo ao

controle (Mock) (Figura 9; P<0,001).
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Figura 9. Influéncia de miR-485-5p sobre a migracio celular. Microscopia de contraste de fase para
andlise da lesdo na monocamada de células. Apoés a transfeccido de mimético miR-485-5p (10 e 25 nM), 4,5
x 10* células por pogo foram plaqueadas em placas de 12 wells. Foi realizada uma lesdo no centro de cada
poco. As imagens foram registradas nos tempos, 0, 16 e 24 horas. N= 3. Aumento 40x. Para a avaliacdo do
fechamento da lesdo, foram realizadas 3 medidas da distancia entre as bordas da lesdo nos tempos 0, 16 e
24 horas utilizando software ImageJ. Asteriscos (*) indicam valores significativos em rela¢@o ao controle
(Mock). Valores de P< 0,05 (*), P<0,01(**), P<0,001 (***) foram considerados significativos.

Com o intuito de elucidar a influéncia de miR-485-5p sobre este importante
processo bioldgico, realizamos uma nova andlise de migracdo, em camara de Boyden
modificada para a linhagem BCPAP. Pudemos observar que a linhagem BCPAP

apresenta diminui¢do da migracdo apds a restauracdo de miR-485-5p em ambas as
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concentracdes (10 e 25 nM) em relac@o ao controle (Mock) (Figura 10), P<0,001. Além
disso, para a andlise da influéncia de miR-485-5p sobre o potencial de remodelagem de
matriz extracelular e invasido, o mesmo ensaio foi realizado, com insertos recobertos com
matriz-extracelular reconstituivel. A restauracdo de miR-485-5p também induziu

significativa diminui¢@o do potencial de invasdo em ambas as concentracdes (Figura 10).

Estes resultados corroboram nossas andlises de bioinformatica, onde a categoria
ontologica “regulation of cell migration” se encontra enriquecida na lista de alvos de miR-
485-5p. De fato, a restauracdo da expressdo deste miRNA diminui a capacidade
migratdria e invasiva em linhagens celulares de glioma e cancer de mama (Yu et al.,
2017Anaya-Ruiz et al., 2013). Em outro estudo Wu e colaboradores (2017) demonstraram
que tanto o brago -5p quanto o braco -3p de miR-485 sdo efetivos na diminui¢cdo do
processo migratdrio e invasivo relacionados a progressao do cancer também em linhagens

de melanoma (Wu et al., 2017).
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Figura 10. Influéncia de miR-485-5p sobre a migraciao e invasao celular. Apds a transfeccido de
mimético miR-485-5p (10 e 25 nM), 2x10* células por foram plaqueadas em placas de 24 wells contendo
as camaras de boyden modificadas cobertas ou ndo com matriz extracelular reconstituivel, para os ensaios
de invasdo ou migracdo, respectivamente. Apés 24h o compartimento superior foi limpo e as células foram
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fixadas e coradas com cristal violeta. As imagens do compartimento inferior do inserto foram capturadas
em microscopio invertido trinocular Optika® (Italy), aumento de 40x. Para quantifica¢do dos dados foram
tiradas fotos de cinco diferentes pontos de cada cAmara de boyden e utilizando software ImageJ® foi feita
a contagem das células. P<0,05 (*), P<0,01(**), P<0,001 (***).

Em vista destes resultados, realizamos uma analise minuciosa da lista de alvos
preditos de miR-485-5p visando aqueles com potencial influéncia nos contextos,
principalmente da migracdo e invasdo celular. Com auxilio da ferramenta Kegg Mapper,
da plataforma Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (kegg.jp), classificamos os
potenciais alvos de miR-485-5p em diferentes categorias ontoldgicas. Para isto, foram
utilizados dados de expressdao génica do TCGA, e assim foram selecionados alvos
preditos de miR-485-5p cujo aumento de expressao em amostras de PTC em comparacao
com amostras normais possa contribuir com a agressividade e progressdo da doenca.

No processo de migracdo e invasao celular, miR-485-5p pode atuar por meio da
repressao de diversos membros das seguintes categorias ontoldgicas do Kegg: Regulation
of Actin cytoskeleton e Focal Adhesion (Figuras 11 e 12). Além disso, observamos que
este miRNA pode regular outros alvos diretamente envolvidos na interacdo tumor-

hospedeiro, nas categorias Cell Adhesion Molecules e Tight Junction (Figura 13 e 14).
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Figura 11. Alvos de miR-485-5p com expressio aumentada na categoria ontologica “Actin
cytoskeleton”. A imagem obtida a partir da ferramenta Kegg Mapper, da plataforma Kyoto Encyclopedia
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of Genes and Genomes (kegg.jp), contém a relagdo de alvos que apresentam aumento de expressdo
(marcados em vermelho) na categoria ontologica “Actin cytoskeleton” e alvos putativos de miR-485-5p.
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Figura 12. Alvos de miR-485-5p com expressao aumentada na categoria ontolégica “Focal Adhesion”.
A imagem obtida a partir da ferramenta Kegg Mapper, da plataforma Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes (kegg.jp), contém a relacdo de alvos que apresentam aumento de expressdo (marcados em
vermelho) na categoria ontoldgica “Focal Adhesion” e alvos putativos de miR-485-5p.
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Genomes (kegg.jp), contém a relacdo de alvos que apresentam aumento de expressdo (marcados em
vermelho) na categoria ontoldgica “Cell Adhesion Molecules” e alvos putativos de miR-485-5p.
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Figura 14. Alvos de miR-485-5p com expressdao aumentada na categoria ontolégica “Tight Junction”.
A imagem obtida a partir da ferramenta Kegg Mapper, da plataforma Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes (kegg.jp), contém a relagdo de alvos que apresentam aumento de expressdo (marcados em
vermelho) na categoria ontoldgica “Tight Junction” e alvos putativos de miR-485-5p.

No contexto da migracdo celular, o gene RACI € responsavel pela tradugdo de
uma proteina que apresenta funcdo central na regulacdo do citoesqueleto de actina
(Figura 12). A regido 3’UTR de RACI possui apenas um sitio de interacdo com o miR-
485-5p e este apresenta-se pouco conservado evolutivamente (Figura 15A). Informagdes
obtidas do TCGA com o auxilio da plataforma cBioportal (cbioportal.org) mostram o
aumento em 19% na expressdao de RAC/ nas amostras tumorais de PTC. Além disso a
maior expressao € observada em amostras tumorais portadoras da mutacio BRAFT1799A,

em amostras classificadas como risco aumentado, e naquelas classificadas como células
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foliculares e células “altas” (Figura 15B). Interessantemente, observamos que a
transfeccdo de miR-485-5p induz diminui¢cdo expressiva dos niveis de RACI apenas na
linhagem tumoral BCPAP (Figura 16). Estes resultados corroboram os dados obtidos
previamente na andlise do potencial migratério, quando a migragdo foi reprimida por miR-
485-5p apenas na linhagem portadora de BRAFT1799A, BCPAP. Estes dados sugerem
que miR-485-5p pode contribuir para a progressao tumoral modulando negativamente a
expressdo de RACI principalmente em tumores portadores da mutacdo BRAFT1799A.
Resultados similares foram observados para o miR-101, cuja expressdo diminuida leva ao
aumento nos niveis de RACI, enquanto seu restabelecimento provoca diminui¢do nos
niveis de RACI e modulacdo negativa da migracdo e invasao celular (C. Wang et al.,
2014). Este gene também ¢é apontado como alvo de um RNA longo ndo codificante
(MEG3), que € capaz de modular RAC/ diretamente e diminuir a migracao € invasao

celular em cancer de tireoide (C.Wang et al., 2015).
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Figura 15. RAC1 como potencial alvo de miR-485-5p.
(A) Visualizacdo dos sitios de ligagdo de miR-485-5p a regido 3“UTR de RACI. (B) Comparacdo da
diferenca de expressdo de RACI entre amostras normais e tumorais, Influéncia da diferenca de expressao
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de RACI em estagio tumoral, metastase linfonodal, metastase a distancia, Braf-Ras status, grupo de risco,
extensdo extratiroidiana, tipo histolégico, curva de sobrevivéncia geral e livre da doenca respectivamente.
Dados obtidos pelo dataset TCGA (https://cancergenome.nih.gov). Barras representam desvio-padrio. (*)
p< 0,05. (**%) p< 0,01, (***) p<0,001. (****) p<0,0001.
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Figura 16. Modulacao de RACI por miR-485-5p em linhagens de PTC.

Influéncia de miR-485-5p na expressido de RACI nas linhagems TPC-1 ¢ BCPAP. 5x10° células foram
semeadas em placas de 60 mm e transfectadas (10nM e 25nM) ou nio (Mock) pelo mimético comercial de
miR-485-5p overnight. O RNA total extraido foi utilizado para sintese de cDNA para a subseqiiente
quantificag@o da expressdo génica de RACI. O gene RPL19 foi utilizado como normalizador da reacdo. Os
valores no eixo Y estdo mostrados em unidades arbitrdrias (u.a.). Barras representam desvio-padrao.

Ainda em relag@o ao contexto da progressao tumoral, o gene ICAM 1 codifica para
uma proteina de adesdo que interage em grande parte com integrinas em células do
sistema imunolégico (Figura 13). Este gene € apresentado como um marcador de
inflamacdo cronica e também € conhecido por promover um microambiente tumoral
imunossupressor auxiliando o desenvolvimento do tumor e surgimento de metastases,
pela interacdo com fibroblastos e macréfagos associados a tumores (Leelawattanachai et
al., 2015; Schellerer et al., 2014; Shalapour & Karin, 2015). ICAM1 possui regides de
ligacdo para o miR-485-5p em sua regido 3’UTR pouco conservadas evolutivamente
(Figura 17A). Luo e colaboradores (2018), demonstraram que existe o aumento da
expressdao de ICAMI em tecidos tumorais, € uma menor expressao do gene em tecidos
adjacentes. A diferenca de expressdo também € encontrada entre linhagens normais e
tumorais de tireoide que estd correlacionado com uma menor expressao de miR-335-5p.
E o reestabelecimento deste miRNA modula negativamente a expressdao de ICAM1I
promovendo a diminui¢do da proliferacao celular (Luo et al., 2018).

De acordo com os dados do TCGA, as amostras tireoideanas tumorais apresentam
maior expressio de ICAMI em comparagdo com amostras tireoideanas normais.
Ademais, amostras tumorais com a mutacio BRAFT1799A também apresentam niveis
transcricionais aumentados deste gene. Ha também correlacao entre o aumento de ICAM ]

e a presenga de metastases linfonodais ao diagndstico, invasdo extra-tireoideana, risco



49

elevado, o tipo histolégico classificado como PTC cldssico ou variante de células altas e

sobrevida livre de doenca (Figura 17B).

Estes dados correlacionam-se com os resultados obtidos por Buitrago D. e

colaboradores (2012), que mostram que maiores niveis de expressdo de ICAMI podem

ser considerados um indicador de agressividade, uma vez que este gene se encontra com

expressdo mais elevada em PTCs, especialmente aqueles que apresentam metdstases

linfonodais, e portadores de BRAFT1799A (Buitrago et al., 2012).

Em nossas andlises, observamos diminuicdo expressiva de I[CAMI em resposta a

transfeccdao de miR-485-5p na linhagem BCPAP, enquanto nenhuma diferenca foi

observada entre os grupos na linhagem TPC-1 (Figura 18). Desta forma, estes resultados

sugerem /ICAM1 como um importante alvo de miR-485-5p, que modulado negativamente

pode auxiliar a diminui¢do da progressao e malignidade do cancer.
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Figura 17. ICAM1 como potencial alvo de miR-485-5p.

(A) Esquema representativo dos sitios de ligagdo de miR-485-5p a regido 3“UTR de ICAMI. (B)
Comparacdo da diferenca de expressio de ICAMI entre amostras normais e tumorais, Influéncia da
diferenca de expressdo de ICAMI em estdgio tumoral, metéstase linfonodal, metastase a distancia, Braf-
Ras status, grupo de risco, extensdo extratiroidiana, tipo histolégico, curva de sobrevivéncia geral e livre
da doenca respectivamente. Dados obtidos pelo dataset TCGA (https://cancergenome.nih.gov). Barras
representam desvio-padrao. (*) p< 0,05. (**) p< 0,01, (**%) p<0,001. (****) p<0,0001.
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Figura 18. Modulacio de ICAM1 por miR-485-5p em linhagens de PTC.

Influéncia de miR-485-5p na expressdo de ICAMI nas linhagems TPC-1 e BCPAP. 5x103 células foram
semeadas em placas de 60 mm e transfectadas (10nM e 25nM) ou ndo (Mock) pelo mimético comercial de
miR-485-5p overnight. O RNA total extraido foi utilizado para sintese de cDNA para a subseqiiente
quantificagdo da expressdo génica de ICAMI. O gene RPLI9 foi utilizado como normalizador da reagdo.
Os valores no eixo Y estdo mostrados em unidades arbitrarias (u.a.). Barras representam desvio-padrao.

O gene ITGA3 codifica para a proteina integrina alfa 3, uma molécula
transmembrana que interage com a matriz extracelular e participa da regulacdo do
citoesqueleto de actina e sinalizacdo celular, o que pode interferir diretamente na adesao
e migracdo celular (Figuras 11 e 12). Este gene possui regides pouco conservadas
evolutivamente de ligacdo de miR-485-5p em sua regido 3’UTR (Figura 19A).

Em um estudo realizado com colangiocarcinoma, utilizando dados clinicos do
TCGA, ja foi1 demonstrado que o gene ITGA3 esta relacionado a pior progndstico em
pacientes com este tipo tumoral. Nestes dados, o aumento dos niveis de ITGA3 esta
relacionado a presenca de metéstase linfonodal e piora na classificacdo TNM, além de
apresentar um pior prognostico na sobrevida global. ITGA3 € apontado como um
potencial oncogene, dado que a super-expressdo em linhagens celulares de
colangiocarcinoma leva ao aumento significativo da proliferacdo celular e progressao do
ciclo celular (Huang et al., 2018). Outro estudo também mostra através de dados do
TCGA que a alteracdo no nivel de expressdo de ITGA3 estd associada a um pior
progndstico em pacientes com adenocarcinoma ductal pancredtico. E em anélises
funcionais, mostraram que o miR-124-3p, quando superexpresso, € capaz de inibir a

migracdo e invasdo celular pela modulacdo de ITGA3 (Idichi et al., 2018).
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Os dados obtidos do TCGA vao de encontro com os estudos feitos em outros tipos

tumorais, € mostram que este gene apresenta aumento de expressao em amostras tumorais

de PTC, principalmente naquelas que possuem a mutagdo BRAFT1799A. Além disso a

alta expressdo de ITGA3 se correlaciona com maior tamanho tumoral e linfonodos

comprometidos ao diagndstico, além de invasido extratiroidiana, tumores de risco elevado,

e classificados como carcinoma papilifero cldssico e variante de células altas (Figura

19B).
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Figura 19. ITGA3 como potencial alvo de miR-485-5p. (A) Visualizacdo dos sitios de ligagdo de miR-
485-5p a regiao 3*UTR de ITGA3. (B) Comparagdo da diferenca de expressdo de /TGA3 entre amostras
normais e tumorais, Influéncia da diferenca de expressdo de ITGA3 em estigio tumoral, metéstase
linfonodal, metdstase a distancia, Braf-Ras status, grupo de risco, extensdo extratiroidiana, tipo histolégico,

curva de sobrevivéncia geral e livre da doenga respectivamente.
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(https://cancergenome.nih.gov). Barras representam desvio-padrdo. (*) p< 0,05. (**) p< 0,01, (**%)
p<0,001. (*¥**%) p<0,0001.

Em nossos ensaios funcionais in vitro, observamos um efeito contraditorio na
linhagem BCPAP, onde a transfec¢do de miR-485-5p na concentragdo de 10 nM induziu
aumento de sua expressdo, e por outro lado, a transfec¢cdo em concentracdo de 25 nM
induziu diminuicdo de ITGA3. Por outro lado, observamos aumento da expressdo de

ITGA3 ap6s restauracdo de miR-485-5p na linhagem TPC-1, (Figura 20).
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Figura 20. Modulacao de ITGA3 por miR-485-5p em PTC.

Influéncia de miR-485-5p na expressdo de ITGA3 nas linhagems TPC-1 ¢ BCPAP. 5x10° células foram
semeadas em placas de 60 mm e transfectadas (10nM e 25nM) ou ndo (Mock) pelo mimético comercial de
miR-485-5p overnight. O RNA total extraido foi utilizado para sintese de cDNA para a subseqiiente
quantificagdo da expressdo génica de ITGA3. O gene RPLI9 foi utilizado como normalizador da reacéo.
Os valores no eixo Y estdo mostrados em unidades arbitrarias (u.a.). Barras representam desvio-padrio.

5.2 miR-485-5p e a proliferacao e morte celular

Para avaliar a influéncia de miR-485-5p sobre a proliferacado celular, as linhagens
TPC-1 e BCPAP foram submetidas a transfec¢cdo com mimético e apés 24,48 € 72 h o
nimero de células foi contado em camara de Neubauer (Figura 21). Os resultados
mostram diminui¢cdo da proliferacdo celular apés a transfec¢do de miR-485-5p nas duas
linhagens, TPC-1 e BCPAP, em ambas concentracdes (10 e 25 nM) no tempo de 72h em

relacdo as linhagens nao transfectadas (Mock).
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Figura 21. miR-485-5p e sua influéncia sobre a proliferacio celular. As linhagens foram semeadas em
placas de 12 pogos na densidade de 2,5 x 10* célular/pogo e transfectadas com o mimético do miR-485-5p.
As linhagens foram tripsinazada nos tempos 48 e 72 horas, fixadas e contadas em camra de neubauer.

Utilizando a técnica de MTT, observamos que a transfec¢do de miR-485-5p induz
diminui¢do significativa da viabilidade na linhagem BCPAP na concentracdo 10 nM, em
comparacdo com a mesma linhagem nao transfectada (Mock) (Figura 22). Para a linhagem
TPC-1, ndo foram observadas alteracdes significativas. A seguir, testamos se a transfec¢io
de miR-485-5p € capaz de ativar o processo de morte celular nas linhagens TPC-1 e
BCPAP, e observamos que a restauracdo da expressdo deste miRNA ndo apresentou

alteracOes significativas na taxa de morte celular entre os grupos analisados (Figura 23).
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Figura 22. Influéncia de miR-485-5p sobre a viabilidade celular in vitro.
Analise da viabilidade celular ap6s transfec¢io com mimético do miR-485-5p em TPC-1 e BCPAP. 5x10°
células foram semeadas em placas de 96 pocos e transfectadas (10 e 25 nM) ou ndao (Mock) com mimético

comercial de miR-485-5p. Ap6s 24 h as células foram submetidas ao ensaio de MTT. Barras representam
desvio-padrao. (*) p<0,05.
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Figura 23. miR-485-5p e sua influéncia sobre a morte celular. As linhagens TPC-1e BCPAP foram
semeadas em placas de 6 pogos na densidade de 1x103 células por pogo e um dia apés o plaqueamento
foram transfectadas (miR-485-5p) ou ndo (Mock) overnight. Apds a transfecgdo foi realizada a
suplementacdo com SFB por 24 h e posteriormente o meio de cultura foi coletado para a preservacio de
células mortas, as células aderidas foram tripsinizadas, lavadas em PBS, ressuspendidas em Tampio
Annexin-V-FITC e o nimero de células em apoptose e necrose foram medidos de acordo com as instru¢des
do fabricante. A leitura da fluorescéncia total de FITC e iodeto de propideo para anélise de morte celular
foi realizada em Citometro de Fluxo FACS Calibur. O gréfico apresenta a porcentagem de células vidveis
(FITC-) em comparagao a porcentagem de células mortas (FITC+).

Uma vez que as taxas de morte celular por apoptose nao foram alteradas apds
transfeccdo de miR-485-5p, concluimos que a diminuicdo da viabilidade celular
observada ndo € suficiente para explicar a significativa diminui¢do do nimero de células
em ambas as linhagens. Desta forma, outros mecanismos devem estar envolvidos no
controle da proliferacdo por miR-485-5p. Guo-Xiao e colaboradores (2015)
demonstraram reducdo da proliferacdo celular em linhagens de cancer de figado frente a
transfeccao de miR-485-5p e repressao poOs-transcricional de STC2 (Guo et al., 2015). Da
mesma forma, Yu e colaboradores (2017) demonstraram queda de aproximadamente 50%
no ndmero de células em duas linhagens celulares de glioma transfectadas com o miR-
485-5p através daregulacio negativade TPD52L2 (Yu et al., 2017). De fato, o gene STC2
encontra-se com expressao aumentada no PTC, de acordo com dados do TCGA (dados
niao mostrados). No entanto, nossa estratégia computacional na considerou a interagao
entre miR-485-5p e STC2 viélida e este gene foi descartado. O gene TPD52L2 também foi
descartado das analises por ndo ser considerado valido por mais de 8 algoritimos. Assim,
estudos mais aprofundados devem ser realizados com o intuito de explicar o mecanismo
de supressao tumoral observado nas anélises de proliferacao e morte celular.

Vale ressaltar que duas das categorias ontoldgicas enriquecidas entre os alvos
deste miRNA sdo “regulation of MAPK cascade” e “signal transduction”. Assim, a
transfeccdo de miR-485-5p pode impactar diretamente a sinalizagdo mitogé€nica e a
consequente indugdo da progressdo do ciclo celular. De fato, em estudo realizado

utilizando linhagens celulares de melanoma, a superexpressdo de miR-485-5p esté
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inversamente relacionada com a expressao de seu alvo direto, FZD7 (Frizzled7), o qual
faz parte da via Wnt, e atua diretamente na influéncia do ciclo celular (Wu et al., 2017).

Diferentemente, os estudos que apresentaram a participacdo do miR-485-5p no
aumento da morte celular em linhagens, trouxeram este miRNA como um agente
coadjuvante no aumento da efici€ncia terapéutica, como por exemplo, em cancer gastrico
miR-485-5p aumenta a sensibilidade ao tratamento com DDP (Cisplatina), e em cancer
de mama miR-485-5p também auxilia na morte celular aumentando a sensibilidade a
quimioterdpicos como Doxorrubicina e Paclitaxel (N. He et al., 2014; Kang et al., 2015).

Em nossas andlises bioinformaticas observamos que miR-485-5p potencialmente
modula diversos membros de vias de sinalizacdo importantes para a inducdo da
proliferacdo celular, como a PI3K-Akt, JAK-STAT, RAS, MAPK e WNT, além da via
de Apoptose (Figura 24).
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Figura 24. Alvos de miR-485-5p com expressio aumentada em diversas categorias ontoldgicas
envolvidas na proliferacao celular. As imagens obtidas a partir da ferramenta Kegg Mapper, da
plataforma Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (kegg.jp), contém a relacdo de alvos que
apresentam aumento de expressdo (marcados em vermelho) nas categorias ontoldgicas: (A) PI3K-Akt
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signaling pathway, (B )JAK-STAT signaling pathway, (CYMAPK signaling pathway,(D) Ras signaling
pathway e (E) Apoptosis, e alvos putativos de miR-485-5p.

Em vista dos resultados obtidos, investigamos genes-alvos envolvidos em
processos relacionados a proliferagdo celular, com o intuito de encontrar possiveis
mecanismos que estejam influenciando na diminuicio do nimero de células. A
plataforma Kegg mostra que o gene GAB2 estd envolvido na modulacdo das vias de
sinalizacdo de RAS e MAPK (Figura 24C e D), e o mesmo possui dois sitios em que
ocorrem a ligacdo do miR-485-5p, sendo eles, um conservado e outro pouco conservado
(Figura 25A). De acordo com dados do TCGA, observamos aumento de 84% nos niveis
de GAB2, em amostras de PTC em comparacdo com amostras normais. E assim como
demonstrado por Heer e colaboradores (2017), o aumento de GAB2 e GAB3 na via
MAPK, pode levar a modulacdo de BRAF e diminuir a proliferacao celular (Herr et al.,
2018). Em nossas andlises sobre o perfil de expressao de GAB2 e sua correlagdo com os
dados clinicos disponiveis no TCGA, observamos que este gene se encontra mais
expresso em amostras com a mutacdo BRAFTI1799A, com implicagdes na piora da
sobrevida global e livre de doenca (figura 25B).

Os resultados encontrados a partir da transfec¢cdo de miR-485-5p, mostram a
dréstica redugdo da expressdao de GAB2 na linhagem BCPAP, mas ndo em linhagem TPC-
1, sugerindo também forte influéncia do background genético sobre a acdo de miR-485-
5p (Figura 26). Esta regulacdo direta entre miR-485-5p e GAB2 ja foi demonstrada por
Li e colabodores (2018), que mostram a diminui¢@o da proliferacdo em céancer coloretal
(J. Li et al., 2018). Estes fatos apresentados sugerem que miR-485-5p pode regular
negativamente a expressao de GAB2 na linhagem BCPAP, o que poderia contribuir para

diminui¢do viabilidade e proliferacio celular observada em nossas andlises funcionais.
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Figura 25. GAB2 como potencial alvo de miR-485-5p.

(A) Esquema representativo dos sitios de ligagdo de miR-485-5p aregidao 3*UTR de GAB2. (B) Comparagao
da diferenca de expressdo de GAB2 entre amostras normais e tumorais, Influéncia da diferenca de expressao
de GAB2 em estigio tumoral, metédstase linfonodal, metdstase a distancia, Braf-Ras status, grupo de risco,
extensdo extratiroidiana, tipo histol6gico, curva de sobrevivéncia geral e livre da doenga respectivamente.
Dados obtidos pelo dataset TCGA (https://cancergenome.nih.gov). Barras representam desvio-padrdo. (*)
p< 0,05. (%*%) p< 0,01, (*¥*%) p<0,001. (¥***) p<0,0001.
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Figura 26. Modulacao de GAB2 por miR-485-5p em PTC.

Influéncia de miR-485-5p na expressdo de GAB2 nas linhagems TPC-1 e BCPAP. 5x10° células foram
semeadas em placas de 60 mm e transfectadas (10nM e 25nM) ou ndo (Mock) pelo mimético comercial de
miR-485-5p overnight. O RNA total extraido foi utilizado para sintese de cDNA para a subseqiiente
quantificagdo da expressdo génica de GAB2. O gene RPL19 foi utilizado como normalizador da reagdo. Os
valores no eixo Y estdo mostrados em unidades arbitrarias (u.a.). Barras representam desvio-padrao.

Ainda no contexto da proliferacdo, o gene EREG codifica para uma proteina
relacionada a indugdo da proliferacdo celular por meio das vias PI3K-Akt e MAPK
(Figura 24A e C). Este gene possui apenas regides pouco conservadas de ligacdo do miR-
485-5p em sua regido 3’UTR (Figura 27A). Farroqui e colaboradores (2015), realizaram
estudo envolvendo o gene EREG em cultura celular bidimensional, tridimensional e
crescimento tumoral in vivo em cancer de mama, e observaram que o aumento da
expressdo deste gene promoveu uma maior sobrevida celular em resposta a agentes
quimioterapicos através da regulacdo de MMP-1 (Farooqui et al., 2015).

Além disso outros estudos apresentam EREG como um importante gene envolvido
na tumorigenese em diversos tipos de cancer (M. S. Lee et al., 2016; Qu et al., 2016; Yun
et al., 2012). De acordo com o TCGA, as amostras tireoideanas tumorais apresentam
aumento de 51% nos niveis de EREG em comparacdo com amostras normais, € as
amostras tumorais apresentaram maior numero de mutacdes em BRAFT1799A (Figura
26B). Diferentemente do observado até entdo, nossas andlises evidenciam a diminui¢do
de EREG em resposta a transfeccdo do miR-485-5p em linhagem TPC-1, efeito ndo
observado na linhagem BCPAP, (Figura 28).
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Figura 27. EREG como potencial alvo de miR-485-5p.
(A) Visualizag@o dos sitios de ligagdo de miR-485-5p a regido 3“UTR de EREG. (B) Comparagdo da
diferenca de expressdo de EREG entre amostras normais e tumorais, Influéncia da diferenca de expressao
de EREG em estagio tumoral, metdstase linfonodal, metdstase a distancia, Braf-Ras status, grupo de risco,
extensdo extratiroidiana, tipo histolgico, curva de sobrevivéncia geral e livre da doenga respectivamente.
Dados obtidos pelo dataset TCGA (https://cancergenome.nih.gov). Barras representam desvio-padrdo. (*)
p< 0,05. (¥%) p< 0,01, (*¥*%) p<0,001. (¥***) p<0,0001.

100 150

T
0 50
N
> 2 -i
¢ & o & Months
SO &
N «° S )
N
Q)
N
[¢]



62

TPC-1 BCPAP
1.51 109
~ ~
© 8
s s o
1.0
2 2 6
« b <
Q Q
T T 4
~ ~
O 0.54 [{]
w w
c c 24
w w
0.0 0-
N & 3 N S S
o &0 O OIS O
R N 0X & N v

Figura 28. Modulacio de EREG por miR-485-5p em PTC.

Influéncia de miR-485-5p na expressdo de EREG nas linhagems TPC-1 ¢ BCPAP. 5x10° células foram
semeadas em placas de 60 mm e transfectadas (10nM e 25nM) ou nio (Mock) pelo mimético comercial de
miR-485-5p overnight. O RNA total extraido foi utilizado para sintese de cDNA para a subseqiiente
quantificagdo da expressdo génica de EREG. O gene RPLI9 foi utilizado como normalizador da reag@o.
Os valores no eixo Y estdo mostrados em unidades arbitrdrias (u.a.). Barras representam desvio-padrao.

O gene LMNA codifica uma proteina que participa da ancoragem da cromatina a
face interna do envelope nuclear. Este gene possui apenas regides pouco conservadas de
ligacdo do miR-485-5p em sua regido 3’UTR (Figura 29A). Apesar de existirem poucos
estudos que abordam a diferenca de expressdao do gene LMNA e sua influéncia em
processos tumorais, Cheng e colaboradores (2016), demonstraram que a expressao de
LMNA em conjunto de CNOT]1, € responsavel por uma maior atividade oncogénica no
papel de progressdao tumoral em osteocarcinoma (Cheng et al., 2017). Interessantemente,
os dados observados TCGA, percebemos uma forte influéncia da expressdao de LMNA no
contexto da tumorigénise em amostras tumorais de PTC, pois este apresenta aumento de
expressdao em 31% no PTC, o que nos despertou interesse na investigagdo da modulagdo
deste gene por miR-485-5p.

Além disso, amostras tumorais com a mutacdo BRAFT1799A possuem maior
expressao de LMNA, além da expressao do gene também apresentar aumento significativo
em amostras tumorais de pacientes com metdstase linfonodal, intermedidrio e alto grupo
de risco, invasdo extratiroidiana, também mostra diferenga entre o carcinoma papilifero
classico e folicular, e a diminui¢do na sobrevida global em pacientes com expressao
alterada de LMNA (Figura 29B). Apesar de todos esses indicativos, a transfeccdo com
miR-485-5p ndo resultou em alteracOes na expressio de LMNA em nenhuma das
linhagens, indicando que no PTC, provavelmente nio exista uma relagdo direta entre o

miR-485-5p e LMNA (Figura 30).
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Figura 29. LMNA como potencial alvo de miR-485-5p.

(A) Visualizag@o dos sitios de ligacdo de miR-485-5p a regido 3*UTR de LMNA. (B) Comparagdo da
diferenca de expressdo de LMNA entre amostras normais e tumorais, Influéncia da diferenca de expressao
de LMNA em estdgio tumoral, metdstase linfonodal, metéstase a distncia, Braf-Ras status, grupo de risco,
extensdo extratiroidiana, tipo histolgico, curva de sobrevivéncia geral e livre da doenga respectivamente.
Dados obtidos pelo dataset TCGA (https://cancergenome.nih.gov). Barras representam desvio-padrdo. (*)
p< 0,05. (%*%) p< 0,01, (*¥*%) p<0,001. (¥***) p<0,0001.
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Figura 30. Modula¢ao de LMNA por miR-485-5p em PTC.

Influéncia de miR-485-5p na expressdo de LMNA nas linhagems TPC-1 e BCPAP. 5x10° células foram
semeadas em placas de 60 mm e transfectadas (10nM e 25nM) ou ndo (Mock) pelo mimético comercial de
miR-485-5p overnight. O RNA total extraido foi utilizado para sintese de cDNA para a subseqiiente



64

quantificagdo da expressio génica de LMNA. O gene RPLI9 foi utilizado como normalizador da reacdo.
Os valores no eixo Y estdo mostrados em unidades arbitrérias (u.a.). Barras representam desvio-padrao.

Em vista dos resultados obtidos, observamos que a linhagem BCPAP, positiva
para a mutacdo BRAFT1799A, apresentou resultados expressivos apds a transfec¢do de
miR-485-5p. Estas diferengas, principalmente observadas na andlises de migragcdo e
invasdo celular, poderiam ser explicadas pela modulacdo dos genes RACI e ICAMI,
também com expressio impactada por miR-485-5p de maneira dependente de
BRAFTI1799A. Diferentemente, a linhagem TPC-1, positiva para o rearranjo RET/PTCI,
ndo apresentou alteragdes expressivas em nossas andlises. Interessantemente, a analise do
consorcio TCGA para o cancer de tireoide mostrou que a presenca da mutacdo pontual
BRAFTI1799A leva a alteracOes transcricionais, epigendmicas e protedmicas, induzindo
fendtipo particular, relacionado ao comportamento e progressao do PTC. De fato, tumores
portadores da mutagdo BRAFT1799A tendem a apresentar maior agressividade, aumento
na perda de diferenciagdo e consequentemente trazer maiores dificuldades no tratamento,
uma vez que a captagdo de radioiodo se torna comprometida pela diminui¢do de expressao
de genes envolvidos neste processo. Por outro lado, tumores que apresentam quaisquer
outras alteracoes, tanto em BRAF quanto o rearranjo RET/PTC, possuem caracteristicas
menos agressivas € com menor perda de diferenciagdo (Cancer Genome Atlas Research,
2014). Desta forma, estes dados nos levam a hipotetizar que a restauragdo da expressao
de miR-485-5p como estratégia terapéutica pode ter efeito sinérgico a presenca da
mutacdo BRAFTI799A, impactando principalmente o tratamento dos pacientes
portadores desta mutacdo, que tendem a evoluir para o cancer metastitico. Estes
resultados, portanto, abrem novas perspectivas para a exploracdo de miRNAs como

estratégias adjuvantes para o tratamento do carcinoma papilifero agressivo.
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6 CONCLUSAO

Nossa andlise bioinformatica revelou que os miRNAs da regido DLK1-DIO3
podem modular diversos processos bioldgicos importantes para o desenvolvimento e
progressao do cancer de tireoide. Dentre estes miRNAs, selecionamos miR-485-5p, o qual
demonstrou seu potencial como supressor tumoral para o PTC, atuando principalmente
nos processos de migracdo, invasdo, proliferacdo e viabilidade celular. Além disso
observamos a influéncia de miR-485-5p sobre a expressio dos alvos preditos
computacionalmente GAB2, RACI, ICAM1, ITGA3 e EREG, membros importantes de
vias e processos bioldgicos para a tumorigénese e progressao tumoral. Assim, nossas
andlises funcionais in vitro corroboram os dados obtidos na andlise computacional,
apontando miR-485-5p como um promissor supressor da progressdo tumoral no cancer
de tireoide, principalmente em tumores mais agressivos, portadores da mutacdo

BRAFTI1799A.
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