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RESUMO

Introducéo: O Carcinoma Renal de Células Claras (CRCC) € o tipo mais comum de Carcinoma
de Células Renais (CCR) e é responsavel por 70% a 80% dos casos da doenca. Resistente a
qguimioterapia e radioterapia, o carcinoma possui elevada taxa de mortalidade desde os anos
1990. Abordagens terapéuticas mais efetivas sdo extremamente necessarias. Os miRNAs tém
se mostrado importantes reguladores do desenvolvimento tumoral, possuindo potencial
utilizacdo como terapia adjuvante em canceres. Este trabalho objetivou avaliar a influéncia do
aumento da expressdo do miR-137 através de seu indutor sintético, mimic-miR-137, sobre a
expressdo dos genes que compdem a familia p160 (SRC-1, SRC-2 e SRC-3) e seu impacto
sobre a taxa de migracdo celular em uma linhagem metastatica de CRCC em sitio de pele, Caki-
1. Métodos: As células foram tratadas com 30 pmol de mimic-miR-137 por 24h, através do
método de lipofeccdo. O RNA total foi extraido e as expressdes de miR-137 e dos genes SRC-
1, SRC-2 e SRC-3 foram avaliadas através da gPCR. A taxa media de migracédo foi avaliada
através do ensaio de migracdo apds 24h de tratamento com 30 pmol de mimic-miR-137.
Resultados: O aumento da expressdo do miR-137 foi efetivo (p = 0.0265). A superexpressao
do miR-137 resultou na diminuicdo da expressdo dos genes SRC-1 (p = 0.0253), SRC-2 (p =
0.0119) e SRC-3 (p = 0.0004) na linhagem celular Caki-1. A taxa média de migracéo celular
foi reduzida através da agcdo do mimic-miR-137 (p = 0.0021). Conclus&o: Inferimos que o miR-
137 apresenta potencial terapéutico, uma vez que 0 seu aumento contribuiu para a regulacao de
oncogenes e exerceu papel modulador no ensaio de migracdo celular. Todavia, mais estudos
acerca do papel do miR-137 no CRCC devem ser conduzidos para melhor compreensao de seu
mecanismo de a¢do na doenca metastatica.

Palavras-Chave: Carcinoma Renal de Células Claras; miR-137; familia p160.



ABSTRACT

Introduction: Clear cell renal carcinoma (CCRC) is the most common type of renal cell
carcinoma (RCC) and accounts for 70% to 80% of cases of the disease. Resistant to
chemotherapy and radiotherapy, the disease has had a high mortality rate since the 1990s. More
effective therapeutic approaches are extremely necessary. MiRNAs have been shown to be
important regulators of tumor development, with potential use as adjuvant therapy in cancers.
This study aimed to evaluate the influence of increased expression of miR-137 through its
synthetic inducer, mimic-miR-137, on the expression of the genes composing the p160 family
(SRC-1, SRC-2, and SRC-3) and its impact on the cell migration rate in a metastatic CRCC cell
line in a skin site, Caki-1. Methods: The cells were treated with 30 pmol of mimic-miR-137
for 24 hours using the lipofection method. Total RNA was extracted, and the expressions of
miR-137 and the genes SRC-1, SRC-2, and SRC-3 were evaluated using qPCR. The average
migration rate was assessed using the migration assay after 24 hours of treatment with 30 pmol
of mimic-miR-137. Results: The increase in miR-137 expression was effective (p = 0.0265).
The overexpression of miR-137 resulted in the decreased expression of the genes SRC-1 (p =
0.0253), SRC-2 (p = 0.0119), and SRC-3 (p = 0.0004) in the Caki-1 cell line. The average cell
migration rate was reduced by the action of mimic-miR-137 (p = 0.0021). Conclusion: We
infer that miR-137 presents therapeutic potential, as its increase contributed to the regulation of
oncogenes and exerted a modulatory role in the cell migration assay. However, further studies
on the role of miR-137 in CRCC should be conducted to better understand its mechanism of
action in the metastatic disease.

Keywords: Clear Cell Renal Carcinoma; miR-137; p160 family.
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1 Introducéo
1.1 O Carcinoma de Células Renais (CCR) e sua epidemiologia

O Carcinoma de Células Renais (CCR) é um grupo heterogéneo de tumores malignos
que se origina no revestimento do tdbulo convoluto proximal, o qual transporta residuos do
sistema circulatério para a urina (1). O CCR compreende de 80% a 90% dos tumores malignos
renais e 70% a 80% de todos os tumores renais sélidos (2). Pacientes com a doenca localizada
ou localmente avancada tém uma taxa de sobrevivéncia de 5 anos entre 20% e 95%, dependendo
de sua extensdo. Ja pacientes com a doenca em metastase tém, para 0 mesmo periodo de

sobrevivéncia, uma taxa de 0% a 10% (3).

O CCR, no mundo, representa 0 sexto cancer mais diagnosticado em homens e o
décimo em mulheres. Anualmente, ha mais de 140.000 mortes relacionadas ao CCR, sendo a
décima terceira causa mais comum de morte por cancer no mundo (4). No Brasil, 0 estima-se
que a incidéncia seja de 7 a 10 casos para cada 100 mil habitantes (5). O CCR é mais comum
em homens acima de 60 anos (6) e tem preponderancia de 1,5/1 dos homens sobre as mulheres

(7). Sua maior incidéncia se da entre a sexta e a oitava décadas de vida (7).

Nas ultimas décadas, a incidéncia global do CCR vem aumentando, colocando-o0 como
lider da mortalidade de cénceres uroldgicos anual (8). Em paises desenvolvidos, esse aumento
pode estar ocorrendo parcialmente devido ao crescimento da deteccdo acidental de massas
renais por imageamento abdominal, decorrente de queixas de areas musculoesqueléticas ou
gastrintestinais. Apesar de serem detectados majoritariamente pequenos tumores, uma grande
proporc¢do de pacientes é diagnosticada com a doenca localizada e em estado avangado, sendo

que mais de 17% dos pacientes possuem metastases distantes no momento do diagndstico (4).

Apesar da crescente deteccdo precoce do CCR e 0 uso mais frequente de cirurgia, a taxa
de mortalidade ndo mudou significativamente desde 1990 e 30% dos pacientes com CCR
localizado desenvolvem recorréncia de metastase no pos-operatorio. Terapias adjuvantes atuais
para 0 CCR metastatico continuam muito limitadas, uma vez que o carcinoma €, na maioria dos
casos, resistente a quimioterapia e radioterapia. Assim, a melhor compreensao dos mecanismos
envolvidos na patogénese do CCR e abordagens terapéuticas mais efetivas sdo extremamente

necessarias (9).
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O CCR pode ser dividido em 4 tipos histologicos: células claras, oncocitoma renal,
células papilares e cromofobo (1). Cada um dos tipos possui cursos clinicos diferentes,
respostas diferentes a terapia e sdo causados por genes distintos. Pelo menos 17 genes diferentes
podem causar 0 CCR e a mutagdo destes pode afetar a habilidade da célula de responder a
mudancas dos niveis de oxigénio, ferro, nutrientes e, mais notavelmente, no caso de mutagdes

nos genes das enzimas do acido tricarboxilico (fumarato hidratase e succinato desidrogenase)

@3).

1.2 Fatores de Risco do CCR

Diversos fatores de risco, os quais envolvem aqueles adquiridos ou genéticos, foram
descritos para 0 CCR (6). A maioria dos CCRs sdo esporadicos e varios estudos vém
correlacionando o risco de desenvolver o CCR com alguns fatores. A idade é um fator de risco
independente, com a sétima década de vida possuindo o maior risco de desenvolver o CCR (2).
Outros fatores de risco incluem obesidade, fumo, hipertensdo, uso cronico de analgésicos e
diabetes (6).

Apesar de certas sindromes aumentarem drasticamente o risco de desenvolvimento do
CCR, elas estdo associadas com apenas 3% dos casos da doencga. Tais sindromes incluem a
sindrome de Von Hippel-Lindau, CCR hereditario papilar, leitomiomatose hereditaria e CCR e
a sindrome de Birt-Hogg-Dubé (2). Os dois genes mais comuns envolvidos na patogénese do

CCR sdo os genes de Von Hippel-Lindau (VHL) e o gene da proteina polibromo-1 (PBRM-1)
(6).

1.3 Carcinoma Renal de Células Claras (CRCC)

O Carcinoma Renal de Células Claras (CRCC) € o tipo mais comum e um dos mais
agressivos de CCR, responsavel por 70% a 80% dos casos da doenca (10, 11). A ocorréncia
desta variedade esta relacionada a mutacdes de genes supressores de tumor (1). O que define o
fendtipo histologico “células claras” sdo os depoésitos de glicogénio ¢ lipidio localizados no

citoplasma celular (12), como pode ser observado na Figura 1.
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Figura 1. Tipo histologico do CRCC (13).

O carcinoma é geralmente assintomatico e mais de um terco dos pacientes tém
metéstase. O CRCC metastatico possui altas taxas de mortalidade devido a baixa resposta a

radioterapia e quimioterapia, sendo a cirurgia o principal tratamento (14, 15).

1.4 Fatores Prognosticos

Dentre os fatores prognoésticos, Fuhrman et al. definiram quatro graus nucleares para
classificar e avaliar os tumores de CRCC. Nesta classificacdo, considera-se o crescimento do
nucleo das células tumorais e a proeminéncia e irregularidade nucleares, sendo, portanto, uma
graduacdo histoldgica nuclear consistente para a predi¢do do desenvolvimento de metastase
apos nefrectomia (16). Além da classificagdo de Fuhrman, a invasdo microvascular foi
correlacionada a recorréncia tumoral e progressdo de doenca, em que 46% dos individuos com

invasdao microvascular desenvolvem recorréncia de CRCC (17).

Uma das primeiras alteragdes gendmicas encontradas no CRCC ¢ a perda do brago curto
do cromossomo 3 em cerca de 90% dos tumores (18). O cromossomo 3p25 contém 0 gene
VHL, um supressor tumoral. Este gene foi identificado através de estudos genéticos em uma
linha germinal com pacientes portadores da sindrome de VVon Hippel-Lindau (VHL), associado
ao desenvolvimento do CRCC (19). Tal sindrome € autossémica dominante e neoplasica

hereditaria. Pacientes que herdam uma unica copia defeituosa do VHL desenvolvem a doenca

14



apenas depois da inativacdo espontanea ou perda da segunda copia (alelo selvagem do VHL)
(20).

No CRCC esporadico, a perda do braco curto tem sido observada como um
acontecimento genético critico, sendo um dos primeiros eventos no processo de formacao do
tumor (21). A maioria dos casos de CRCC esporadico apresenta aberracGes somaticas do gene
VHL (15). Essas aberragdes podem incluir a inativacdo da cdpia selvagem do gene VHL

restante por mutagao somatica, hipermetilacdo ou delegéo (14).

O VHL é um gene supressor tumoral relacionado com o monitoramento de oxigénio e
energia nas células, além de estar diretamente relacionado a degradacdo do Fator Indutor de
Hipoxia (HIF). Existem fungdes da pVHL que ndo estdo relacionadas ao HIF, como por
exemplo: a formacgdo e regulacdo da matriz extracelular, estabilizacdo de microtibulos e
manutencdo de cilios primarios, regulacdo da apoptose, controle da senescéncia celular e

regulacéo transcricional (22).

1.5 MicroRNASs

Estudos recentes tém demonstrado como microRNAs (miRNA ou miR) aberrantemente
expressos podem ser marcas registradas de diversas patologias, como o cancer. Tracar o perfil
de expressdo de miRNAs tem sido associado ao desenvolvimento tumoral e com a progresséo
e resposta a terapia, sugerindo sua utilizacdo no diagndstico e prognéstico, bem como
biomarcadores preditivos ndo invasivos (10, 11). Além disso, os miRNAs podem ser utilizados
em monoterapia ou terapia adjuvante no cancer (23). O tamanho pequeno desses RNAS permite
com gue sejam mais estaveis quando comparados aos mMRNA, podendo ser detectados em

tecidos fixados ou fluidos bioldgicos (11).

Os miRNAs sédo pequenos RNAs nao-codificantes que contém cerca de 22 nucleotideos,
podendo ser encontrados em animais, plantas e alguns virus (19). Tem como funcgéo a regulacéo
pos-transcricional da expressdo de genes, atuando em diferentes fungGes bioldgicas e possuindo
implicacdes patologicas. Os miRNAs agem como moduladores da expressdo de genes em
diversas doencas e particularmente no cancer, no qual agem através da repressao de genes, 0S
quais, por sua vez, sao criticos para a carcinogénese (24). Essas moléculas executam sua funcéo
através da alteracdo da expressdo de oncogenes ou genes supressores de tumor, 0s quais podem

promover ou inibir a progressao do tumor, dependendo de seus alvos ou do contexto em que
15



esta inserido (25, 26). Cada miRNA tem como alvo centenas de mMRNA e mais de 30% dos
genes humanos sao alvos de miRNAs, o que significa que essas moléculas tém um impacto
global em transcriptomas e proteomas de eucariotos (27). Sabendo isso, 0 estudo de um miRNA
no contexto de um cancer seria mais eficaz e menos nocivo ao paciente, quando comparado a

regulacdo de dezenas de transcritos (28).

A biogénese dos miRNAs tem inicio no nlcleo da célula, onde ocorre a sua transcri¢éo
através da RNA polimerase Il ou Il (29, 30). O resultado € um transcrito primario chamado
pri-miRNA, o qual possui pelo menos uma estrutura com a conformagéio de “grampo de cabelo”
(cadeia de dupla fita com uma al¢a). Ainda no nucleo, os pri-miRNA sdo clivados por um
complexo proteico que consiste na proteina Drosha e DGCR8 (24, 31). Como resultado desse
processamento sao formados 0s pre-miRNAS, 0s quais possuem a mesma estrutura, porém sao

menores que o0s pri-miRNAs, contendo cerca de 85 nucleotideos (32, 33).

O pre-miRNA é entdo transportado ao citoplasma da célula através da exportina-5 (34).
A ribonuclease citoplasmatica RNase 11l Dicer cliva e remove as algcas dos pre-miRNAs,
transformando-o em um duplex de miRNA, sendo que cada fita possui cerca de 20 a 22
nucleotideos (24, 35). A dltima etapa de processamento envolve o complexo de
ribonucleoproteina, conhecido como complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC), o
qual desenrola as duas fitas (35). Apesar de qualquer uma das duas fitas do duplex de miRNA
terem potencial para agir como um miRNA maduro, geralmente apenas uma das fitas é
incorporada ao complexo RISC para a indugdo do silenciamento do mRNA (36). Proteinas da
familia argonauta promovem a jun¢do do RISC com o miRNA, mediando o reconhecimento do
MRNA alvo pelo miRNA (35, 37). O silenciamento do mRNA pode ser feito por repressao

traducional, degradacéo direta ou ativacdo traducional (24, 38) (Figura 2).
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Figura 2. Biogénese e mecanismos de acdo dos miRNAs (adaptado) (38).
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1.6 MIRNA-137

O miR-137 é subexpresso em diversas doencas malignas humanas, como no cancer de
pulmé&o de celulas ndo pequenas, cancer de estdmago, cancer colorretal e no cancer de mama.
Quando restaurada a sua expressdo, 0 miR-137 inibe o crescimento do cancer, induz a apoptose
e suprime a invasdo celular no CRCC (39). O gene do miR-137 esta localizado no cromossomo
1p22 em uma regido do gene de RNA ndo codificante. Esta inserido em uma ilha CpG e é

frequentemente silenciado por metilagdo em inimeros tumores (40).

O miR-137 é um potente supressor da familia pl60, exercendo atividade
antiproliferativa significativa no cancer de mama, de prostata e no melanoma uveal. Silenciado
epigeneticamente em células cancerigenas, 0 miR-137 ou outras terapias genéticas podem ser
utilizadas para a reativacdo de sua expressao, sendo um potencial tratamento alvo-molecular
(41). No CRCC o miR-137 suprime a progressao tumoral e metéstase, sendo ele um miRNA
supressor tumoral (25). Apesar da acao antitumoral do miR-137 no CCR ser documentada, 0
mecanismo que leva a esse efeito permanece em grande parte desconhecido devido a falta de

informacdes referentes aos seus alvos moleculares (42).

1.7 Familia p160

A familia p160 ou os chamados coativadores de receptores de esteroides compreendem
3 correguladores pleiotropicos: SRC-1, SRC-2 e 0 SRC-3, também conhecidos como NCOAL,
NCOA2 e NCOAS3, respectivamente. Essa familia modula uma ampla variedade de respostas
fisioldgicas e clinicopatologicas, podendo se ligar a dominios de varios receptores nucleares e
atuar como coativadores transcricionais. A estrutura complexa desse grupo de proteinas permite
o0 controle de sinais de receptores nucleares e ndo-nucleares (43, 44). Elas podem ser
coativadoras primarias, as quais transmitem o sinal de ativacdo transcricional dos receptores
nucleares para correguladores secundarios, que por sua vez ativam a maquinaria transcricional

para a transcri¢do do gene alvo (43).

Os membros da familia p160 possuem caracteristicas em comum, contendo 60% de
similaridade uns com os outros, mas também propriedades moleculares e papéis fisioldgicos

Unicos. Sdo amplamente expressos em diferentes tipos celulares e funcionam como os
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principais reguladores do crescimento e proliferacdo celular durante o crescimento normal e
anormal (44, 45).

Os trés membros da familia p160 possuem o dominio basico helix-loop-helix-Per-Arnt-
Sim (bHLH-PAS), que consiste em uma sequéncia bHLH seguida continuamente por dominios
PAS (43, 46). As proteinas deste dominio possuem fatores pleiotropicos como com o HIF-1a ¢
0 HIF-1B. Localizado nos primeiros 380 aminoacidos de cada SRC, o dominio bHLH-PAS ¢é a
regido mais conservada partilhada entre os trés correguladores. Cada membro da familia p160
possui dominios funcionais complexos, compreendendo diversas superficies para interagdes
proteina-proteina. Esta caracteristica permite que a familia p160 possua potencial para agir
como integradora multifuncional de diversos sinais, indo muito além da biologia dos receptores

nucleares (Figura 3) (43).

Receptores .
Fatores de nucleares o Quinases
transcri¢ao NF-kB IKK reguladoras
SMADs MAPK
Supressores / TP 53 B-Catenina
tumorais e | RB ; P300/CBP Correguladores

oncogenes | HPV E7 CARMI

Figura 3. A familia p160 integra sinais que vdo além da biologia dos receptores nucleares
(adaptado) (43).

Apesar de ter sido originalmente descoberta e nomeada de acordo com a sua capacidade
de mediar a atividade transcricional de receptores esteroides em tecidos enddcrinos, a familia
p160 tem se mostrado superexpressa também em neoplasias malignas ndo enddcrinas. Além
disso, participam de transcricdes desencadeadas por diversos outros fatores de transcri¢cdo de

receptores nio-esteroides (41).
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Os coativadores p160 estdo conectados a mais de 75% da expressédo de todos 0s genes.
Seus papéis genéticos regulatorios variam para cada membro da familia, sendo o SRC-1
dedicado aos genes do metabolismo de carboidratos, 0 SRC-2 aos genes do metabolismo
lipidico e 0 SRC-3 aos genes de resposta anabdlica e de crescimento (47). Os trés membros da
familia p160 estdo frequentemente superexpressos em diferentes canceres e agem como
reguladores transcricionais primarios da atividade de fatores de transcricdo necessarios para a

proliferacdo, sobrevivéncia, motilidade, invasdo, metastase e para o metabolismo celular (45).

Apesar de seus papéis criticos no cancer, a familia p160 nédo recebeu muita atencédo
como alvo de drogas, uma vez que ha falta de sitios naturais de ligacdo para ligantes que
conseguem ser inibidos por moléculas pequenas. Ja foi mostrado que alguns compostos naturais
podem exercer efeitos inibitérios no SRC-1 e SRC-3, sugerindo que a inibicdo de alguns
membros da familia pode ser possivel. Entretanto, devido aos seus papéis sobrepostos e suas
funcBes complementares, seria desejavel que os 3 membros da familia p160 fossem alvos de

forma simultanea (41).

Este trabalho visa a investigacdo da influéncia do aumento do miR-137 sobre as
expressdes dos genes SRC-1, SRC-2 e SRC-3, utilizando a linhagem celular Caki-1.
Hipotetizamos que o aumento do miR-137 possa regular negativamente a expressdo dos
oncogenes pertencentes a familia p160, reduzindo a progressdo do CRCC. Um miRNA com
multiplos alvos pode oferecer potencial para o desenvolvimento de tratamentos eficazes contra

neoplasias.

2 Objetivos

Avaliar a influéncia do aumento da expressdo do miR-137 sobre a expressao da familia

p160 na linhagem celular Caki-1.

Analisar a influéncia da expressdo induzida de miR-137 sobre o0 ensaio de migragédo

celular na linhagem Caki-1.
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3 Materiais e Métodos

3.1 Local e periodo de realizacédo

Este trabalho foi integralmente realizado no Laboratorio de Investigagdo Médica 55 (LIM
55) da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo, entre os meses de janeiro a agosto
de 2022.

3.2 Linhagem e cultura celular

Para este projeto foi utilizada a linhagem celular Caki-1, a qual € uma linhagem
metastatica de CRCC em sitio de pele. As celulas foram gentilmente doadas pela Profa. Dra.
Maria Helena Bellini do Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN) e do Laboratério
de Biologia Celular e Molecular do Céancer (LBCMC). As células foram acondicionadas em
placas de cultura de 25 cm? contendo 0 meio de cultura McCoy’s. O meio foi suplementado
com Soro Fetal Bovino (SFB) a 10% e solucdo antibidtica e antimicdtica a 1%. As placas foram
mantidas em estufa para cultura contendo atmosfera imida composta por 95% de ar, 5% de
CO2 e temperatura de 37°C. A manutencdo das placas foi realizada semanalmente, realizando

0 repique caso a placa possuisse confluéncia de 80%. A estocagem das células foi feita a -80°C.

3.3 Transfeccdo celular

Para a realizacdo deste ensaio, foram criados 3 grupos: Célula, Scramble e miR-137,
com um n = 6 para cada grupo. Nas células com tratamento, foram transfectados 30 pmol de
mimic-miR-137, e nas células do grupo Scramble, o Pré-miR-Precursor Negative Control
(Ambion, Austion, TX, USA). Os mimics de miRNA sdo moléculas sintetizadas artificialmente
gue mimetizam miRNAs enddgenos maduros. O mimi-miR-137 e o Pré-miR-Precursor
Negative Control foram diluidos em 50uL de meio OPTI-MEM | em tubos distintos em uma
concentracédo final de 0.6 uM (3 pL da solugdo de 10 uM). A seguir, 3 puL dos agentes de
transfeccdo Lipofectamina RNAiMax (INVITROGEN, Calrsbad, CA, USA) foram diluidos em
50uL de meio OPTI-MEM 1. Os reagentes utilizados para atransfeccdo estdo apresentados na
Tabela 1.
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Tabela 1. Reagentes utilizados para a transfec¢do dos grupos mimic-137 e Scramble.

Reagentes Identificacdo dos Ensaios
Mimic-miR-137 MC10513
Pré-miR-Precursor Negative Control AM-17110 (AMBION)
OPTI-MEN | Reduced Serum Medium 31985-062 (Invitrogen)
Lipofectmina-RNAIMAX 13778-150 (Invitrogen)

As diluicbes do mimic-137 e do agente de transfeccdo foram combinadas,
homogeneizadas e incubadas por 5 minutos a temperatura ambiente para a formacdo do
complexo de transfeccdo. Em uma placa de 24 pogos com cerca de 5x10* células aderidas/poco
e 450 pL de meio Mccoy’s sem suplementacdo, foram adicionados 50 ulL dos complexos de
transfeccdo ou 50uL. de meio OPTI-MEM no caso do grupo célula. A confirmacdo da eficiéncia

da transfeccéo foi realizada por qPCR.

3.4 Extracdo e quantificacdo de RNA total

A extracdo de RNA total foi realizada com o kit de isolamento miRVana®miRNA
(Ambion, Austin, Tx), sequindo as recomendacdes e protocolo do fabricante. Primeiramente, a
solucdo de eluicdo (dgua livre de RNase) foi pré-aquecida a 95 °C. Foram adicionados as
amostras 300 pL de solugao de lise e 30 uLL do aditivo homogeneizador, realizando em seguida

a homogeneizagdo em vortex.

As amostras foram entdo incubadas no freezer a -20°C por 4 min. Passado o tempo de
incubagdo, 500 uL de fenol cloroférmio foram adicionados, homogeneizados no vortex de 30 s
a 1 min e entdo centrifugados por 5 min a 13.000 rpm. Depois deste processo, houve a separacdo
da fase aquosa e da fase organica. A fase aquosa (fase superior) foi transferida cuidadosamente

para um novo tubo eppendorf, sem que houvesse contato com a fase inferior. O volume retirado
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foi anotado. Um terco de etanol 64% deste volume foi adicionado ao novo tubo. 700 uL da

mistura lisado mais etanol foi pipetado na coluna (filtro + tubo de coleta).

Em seguida, a coluna foi centrifugada por 30 s a 13.000 rpm. O filtrado foi descartado.
Caso houvesse mais de 700 puL da mistura lisado + etanol, repetir o processo anterior: pipetar a
mistura na mesma coluna e depois centrifugar por 30 s a 13.000 rpm. Para comecar 0 processo
de lavagem, 700 uL da solugdo de lavagem 1 foi pipetada na coluna e entdo centrifugada por
30 s a 13.000 rpm. O filtrado foi descartado. 500 pL da solucao de lavagem 2/3 foi pipetada na
coluna e centrifugada por 30 s a 13.000 rpm. O filtrado foi descartado. A lavagem foi repetida
com a solugdo de lavagem 2/3. O filtrado foi descartado novamente. Em seguida, a coluna sem
solucédo de lavagem foi centrifugada durante 1 min a 13.000 rpm para remogéo de possiveis
residuos. O filtro foi entdo passado para um novo tubo de coleta. Nesta nova coluna, 50 puL da
solucdo de eluicdo pré-aquecida a 95°C foi pipetada. Esta coluna foi centrifugada por 30 s a
13.000 rpm. A quantificacdo e avaliacdo da pureza do RNA extraido foram realizadas através
do espectrofotdometro Nanodrop ® (ND1000, Wilmington, EUA) (260/280 nM).

3.5 Transcricdo Reversa (RT)

A sintese de DNA complementar (cDNA) foi realizada a partir da amostra contendo o
miRNA ou mRNA alvo, através da enzima transcriptase reversa. Para o cDNA do miRNA, foi
utilizado o TagMan® miRNA Reverse Transcription kit (Applied Biosystems, Foster City, CA).
Primeiramente, as concentracfes das solucdes com as amostras foram padronizadas. Assim,
200 ng/uL de miRNA foi diluido em 20 uL de agua. Deste volume, 3 uL foram submetidos a
transcrigéo reversa, no qual foram adicionados 7 L de mix contendo os reagentes do kit: 0,15
uL de dNTP mix, 0,5 pL da enzima transcriptase reversa, 1,5 uL. do tampao da enzima, 0,19
ulL de inibidor de RNAse, 3,66 uL de agua livre de nuclease ¢ 1 pulL de primer stem-loop
contendo uma sequéncia especifica para os miRNA, totalizando 10 pL. de cDNA. A reagao foi
realizada no equipamento PCR Veriti® (Applied Biosystem, Foster City, CA), passando pelas
seguintes etapas: 30 min a 16 °C, 30 mina 42 °C e 5 min a 85 °C.

A sintese do cDNA de mRNA foi realizada utilizando-se o kit High-Capacity cDNA
Reverse Transcription® (Applied Biosystems) que utiliza a Transcriptase Reversa
Multiscribe™ e primers randomicos. O RNA total foi diluido em &gua livre de nucleases em

um volume final de 20 pL e concentragdo de 500 uL/ng. A este volume foram acrescentados 4
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pL de oligonucleotideos randomicos (10X), 1,6 pL do mix de dNTPs (25X), 4 uL do tampao
da enzima (10X), 2 uL da enzima transcriptase reversa e 8,4 uLL de dgua livre de nuclease. A
solucéo foi submetida a ciclos de temperaturas 25 °C por 10 min, 37 °C por 120 min e 85 °C
por 5 min) no termociclador Veriti® (Applied Biosystems). Ao final das reacGes, ambos 0s

cDNAs foram armazenados a -20 °C até seu uso.

3.6 Analise de expressao génica e do miRNA por PCR em tempo real
quantitativo

As expressdes dos RNAs alvo foram avaliadas a partir do cDNA sintetizado pela
transcricdo reversa, através da reacdo em cadeia da polimerase quantitativa (qPCR). Foi
utilizado o sistema ABI 7500 Fast RT-PCR no modo standard e o Master Mix PCR TagMan
Universal (Applied Biosystems, Foster City, CA).

Para a amplificacdo dos fragmentos desejados, as rea¢Ges foram realizadas com 0,5 pL
de uma solugdo contendo um par de primer e a sonda (com a marcacdo), 5 pL. do TagMan
Master Mix, 3,5 uL de dgua nuclease free e 1 L. de cDNA, somando um total de 10 uL para
cada reagdo. As condicdes das reacdes foram: 2 min a 50 °C, 10 min a 95 °C e 45 ciclos de 15
sa95°Cel1mina60°C.

O protocolo TagMan® utiliza dois iniciadores nao fluorescentes e uma sonda com dupla
marcacdo, a qual se anela a regido localizada entre os iniciadores. Esta dupla marcagdo €
formada por um fluoréforo que emite luz quando excitado e um quencher que absorve a luz
emitida pelo fluoroforo. No decorrer dos ciclos da PCR, em especifico na etapa de elongacao
do DNA, a sonda é quebrada pela Taq polimerase. A quebra da sonda faz com que o quencher
se afaste do fluoréforo, ndo mais absorvendo sua luz. A luz emitida pelo fluoréforo pode ser
quantificada através de uma camera situada na parte superior do equipamento. As condicdes
das reagdes foram: 2min a 50°C, 10min a 95°C e 45 ciclos de 15 s a 95°C e 1 min a 60°C. Todas
as reacoes foram realizadas em duplicata, em que o0 RNU48 foi usado como controle enddgeno
para mMiRNA e a B2M para 0s mRNA.

A quantificagéo de luz emitida pelo fluoréforo permite a quantificacdo indireta do RNA
alvo apds cada ciclo da PCR. Os niveis de expressao dos genes-alvos foram obtidos pela

quantificacio relativa e pelos niveis de expressio em vezes determinado pelo método 2-24CT,
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As expressdes dos RNAs foram analisadas com o auxilio de sondas de sequéncias especificas,

as quais estao contidas na Tabela 2.

Tabela 2. Sondas e ensaios utilizados no estudo.

Genes e mMiIRNAs Ensaios Marca
SRC-1 Hs00186661 m1 Applied Biosystems
SRC-2 Hs00896109 m1 Applied Biosystems
SRC-3 Hs00180722_m1 Applied Biosystems

miR-137 001129 Applied Biosystems
RNU48 HS00984230 Applied Biosystems
B2M 1006 Applied Biosystems

3.7 Ensaio de migracéo

Em um pogo de uma placa de 24 pogos contendo confluéncia celular de 80%, um risco
foi feito com a ajuda de uma ponteira de 200 pL. Os pogos foram entdo fotografados em Oh e
24h. A andlise dos resultados foi realizada com o auxilio do software (Image J — opcéo
Freehand selections), a partir da medida de distancia do risco, utilizando a féormula: (Dinicial —
Dfinal) / (Dinicial) x 100 = %, sendo "D” a medida da distancia entre as bordas do risco.

3.8 Analise Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism 9.0. O
teste Shapiro-Wilk foi usado para avaliar a normalidade dos dados. O teste One-way ANOVA
foi utilizado para a comparacgéo entre mais de dois grupos. O teste t de Student e o teste Mann-
Whitney foram utilizados para comparar o perfil de expressdo dos miRNAs e dos genes, entre
duas variaveis. Para todas as analises estatisticas, consideramos o nivel de significancia de 5%

(p <0.05). Os dados foram apresentados como média + desvio padréo.
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3.9 Delineamento experimental

A figura 4 esquematiza o delineamento experimental deste trabalho.

Células Caki-1

v

Transfec¢do

v

v

Extracado

Quantificacio Ensaio
i de migracao

Sintese de cDNA

v

qPCR

!

Analise dos resultados

Figura 4. Delineamento experimental do trabalho.

4 Resultados

4.1 A superexpressao do miR-137 modula negativamente a expressao dos genes
que compdem a familia p160

O aumento da expressao do miR-137 modulou negativamente a expressdo dos genes
SRC-1, SRC-2 e SRC-3. Apos a transfeccdo com miR-137 nas celulas Caki-1, a expresséo deste
miRNA estava aproximadamente 4 mil vezes maior quando comparado ao Scramble (p =
0.0265, Fig. 5a). Os niveis de expressdo dos genes da familia p160 (SRC-1, SRC-2 e SRC-3)
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foram analisados apds a transfeccdo com o miR-137. Todos 0s membros da familia p160
apresentaram sua expressao reduzida significativamente nas células Caki-1. SRC-1 (p = 0,0253;
Fig. 5b), SRC-2 (p = 0,0119; Fig. 5c), SRC-3 (p = 0,0004; Fig. 5d).
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Figura 5. Niveis de expressdo do miR-137 e dos genes da familia p160 nas células Caki-1. a)
Nivel de expressao de miR-137 nas células transfectadas com mimic-137. b) Nivel de expresséo
do gene SRC-1 pos transfeccdo com miR-137. ¢) Nivel de expressdao do gene SRC-2 pds
transfeccdo com miR-137. d) Nivel de expressdo do gene SRC-3 poés transfeccdo com miR-
137. Os genes da familia p160 tiveram sua expressdo reduzida significativamente com a
inducdo da expressdo do miR-137.
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4.2 A inducdo da expressdo do miR-137 retém a migracdo celular em linhagem
metastatica de CRCC

Apos 0 aumento da expressdo do miR-137 e da consequente reducdo dos genes que
compde a familia p160, observamos, no ensaio de migracdo, que as células transfectadas com
miR-137 obtiveram uma taxa de migragéo significativamente menor quando comparadas com
o Scramble (p = 0,0021; Fig. 6).
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Figura 6. Resultados do ensaio de migracdo realizado com a linhagem Caki-1 ap6s o tratamento com miR-137. a) Riscos realizados no grupo
Scramble e nas células transfectadas com mimic-137 apos Oh e 24h. b) Grafico da taxa média de migracdo das células no grupo Scramble e nas
celulas transfectadas com o mimic-137. A taxa de migracao foi reduzida significativamente apds o tratamento com miR-137 (p = 0,0021).
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5 Discussao

O CRCC é o tipo mais comum e agressivo de CCR, podendo ter origem hereditaria (3%)
ou esporadica (97%) (2). Resistente a quimioterapia e radioterapia, o carcinoma necessita de
terapias adjuvantes mais efetivas, uma vez que 30% dos pacientes apresentam recidiva no pos-
operatério (9). Na tentativa de melhor compreender os mecanismos envolvidos na patogénese
de diversos canceres, os miRNAs ganharam amplo interesse por apresentarem papéis
importantes no desenvolvimento tumoral, possuindo potencial para sua utilizagdo como
biomarcadores moleculares e por seus possiveis papéis terapéuticos (10, 11). Neste trabalho,
demonstramos que a inducdo da expressdo do miR-137 foi capaz de modular negativamente

a expressdo da familia p160 e conter a migragao celular.

Alguns estudos ja investigaram os mecanismos de a¢do do miR-137 no contexto do
CRCC. Segundo Zhang e Li, 0 miR-137 esta subexpresso em tecidos com CCR e em linhagens
de CCR e atua como supressor tumoral inibindo a ativacdo de fosfatidil-inositol 3-quinase
(PI3K) (9). Zhao et al. mostraram que o INcCRNA SNHGL1 regula a ativacdo do miR-137
através do mecanismo de ceRNA (RNA enddgeno competitivo), sequestrando-o. A inducao
do miR-137, nesse estudo, mostrou ser eficiente na reversao do efeito tumoral do SNHG1
(48). Zhou et al. demonstram que, de forma similar, o INCRNA NNT-AS1 atua como um
ceRNA, agindo como uma esponja para 0 miR-137 e modulando sua expressao. O miR-137
tem como alvo direto 0 oncogene YBX-1. Quando 0 miR-137 ¢ induzido, a expressao deste
oncogene é reduzida significativamente (25). Corroborando com os dados apresentados na
literatura (9, 25, 48), apds a indugdo da expressdo do miR-137 e a consequente subexpressao
da familia p160, observamos outro possivel mecanismo de acdo alinhado com tais dados, no

qual também ha supresséo da progressdo tumoral.

Inoue e Inazawa, Zhang e Li e Zhao et al. mostraram que 0 miR-137 tem sua expressao
reduzida no CRCC (9, 48, 49). Quando um miRNA esta subexpresso no cancer, o método de
inducdo ou restauracdo do miRNA em questdo € bem documentado, como podemos observar
nos trabalhos de Inoue e Inazawa, Abd-Aziz et al., Zhang e Li e Jansson e Lund (9, 49-51). Em
nosso trabalho, o miR-137 foi induzido com eficiéncia na linhagem Caki-1 através da
transfeccdo pelo método da lipofeccdo. Nossos resultados mostraram que o gene SRC-3 foi
aquele que apresentou maior significancia estatistica com o tratamento do miR-137, comparado
aos genes SRC-1 e SRC-2. Este dado corrobora com resultados obtidos por Eedunuri et al., 0s
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quais demostraram o potente poder de reducdo da expressdo de SRC-3 pelo miR-137
comparado aos outros genes da familia p160, contudo, em um contexto do cancer de prostata
(41). Os pesquisadores explicam este dado atraves da presenca de 3 regiGes de reconhecimento
do miR-137 na regido 3’UTR do gene SRC-3. Assim, é possivel que este mecanismo também
ocorra no contexto do CRCC. Também no cancer de prostata, nosso grupo de pesquisa obteve
uma reducdo significativa dos genes da familia p160 ap6s a inducdo do miR-137, in vitro e in
vivo (52).

Nossos resultados mostraram uma taxa média de migragéo reduzida apos o tratamento
com 0 miR-137. Esses dados sdo consistentes com os estudos de Zhang e Li e Sang et al., 0s
quais também mostraram reducao da taxa média de migracdo apds o tratamento com miR-137
em células de CRCC (9, 42). O ensaio de migragdo torna possivel, de forma simples, o estudo
do potencial metastatico da linhagem celular em questdo, avaliando, assim, uma das

importantes marcas registradas dos canceres, segundo Hanahan (53, 54).

Em nosso trabalho, os experimentos de expressdo génica e o ensaio de migracgao celular
foram realizados na linhagem Caki-1, pertencente a um sitio metastatico de pele. Leite et al.,
do nosso grupo de pesquisa, ja& demonstrou que miRNAs, como o miR-100, podem ter sua
funcdo dependente de seu contexto, isto €, 0 miRNA pode atuar como um supressor tumoral
ou oncomir, dependendo do estagio de progressdo do tumor (55). E importante, portanto, a

realizacdo de estudos experimentais que envolvam linhagens celulares com diferentes perfis.

Diante de diversos mecanismos do miR-137, este trabalho demonstra outra possivel via
de acdo do miR através da inibicdo da familia p160, a qual corrobora com o papel supressor
tumoral no CRCC. Com a superexpressdo do miR-137, os genes SRC-1, SRC-2 e SRC-3
obtiveram a sua expressdo reduzida significativamente. Além disso, a migracdo celular da
linhagem Caki-1 foi retida com o tratamento do miRNA, igualmente demonstrado por outros
pesquisadores (9, 42). Este trabalho traz uma investigacéo inicial sobre o papel do miR-137 nos
genes da familia p160. Entretanto, mais estudos devem ser conduzidos para analisar se a atuagéo
do miR-137 é contexto dependente. Nossos resultados podem indicar um potencial terapéutico
para 0 miR-137, o qual poderia ser combinado com outras terapias que inibem a proliferacéo e

o crescimento de células malignas.
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6 Conclusao

O aumento da expressdo do miR-137 resultou na reducéo da expressao dos genes SRC-
1, SRC-2 e SRC-3, além de reduzir a taxa média de migracdo celular das células Caki-1. Este
trabalho traz uma investigagéo inicial sobre a agdo do miR-137 no contexto do carcinoma,
oferecendo perspectivas de novas terapias alvo-moleculares para 0 CRCC. Todavia, mais
estudos acerca do papel do miR-137 no CRCC devem ser conduzidos para melhor compreenséo

de seu mecanismo de acdo na doenca metastatica.
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