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RESUMO

Geraldo MV. Regulacéo da via de sinalizacdo TGF- pelo microRNA miR-146b-5p
no cancer de tirdide. 112 p. Tese (Doutorado em Biologia Celular e Tecidual):
Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2011.

MicroRNAs (miRNA) sdo pequenos RNAs ndo codificadores de proteinas
envolvidos na regulacdo pos-transcricional da expressao génica, envolvidos no
cancer, incluindo o cancer de tirdide. O cancer de tiréide é a neoplasia enddcrina
mais comum, sendo o carcinoma papilifero (PTC), seu subtipo mais prevalente.
No PTC, as alteracbes genéticas caracterizadas até o momento incluem
rearranjos cromossdmicos RET/PTC e a mutacdo BRAFT1799A, que levam a
ativacdo da via estimulatoria da proliferacdo MAPK. Anadlises de expressdo em
larga escala identificaram o miR-146b-5p como um dos miRNAs mais altamente
expressos no PTC, sendo um potente marcador molecular para este tipo de
cancer. Através da ativacdo da via MAPK em linhagem de células foliculares
normais PCCL3 e da inibicdo desta via em linhagens de PTC, demonstramos que
esta via regula positivamente a expressao de miR-146b-5p. No entanto o papel
biolégico de miR-146b-5p permanece ndo esclarecido. Uma andlise
computacional apontou SMAD4, um membro importante da via de sinalizagdo de
TGF-B, como potencial alvo de miR-146b-5p. A via de TGF-B é uma potente via
inibitéria da proliferacdo da célula folicular tiroideana, contudo os mecanismos
envolvidos no escape do sinal inibitério de TGF-B pelas células tumorais
tiroideanas permanencem nao esclarecidos. A expressao condicionada de miR-
146b-5p na linhagem PCCL3 diminuiu os niveis de SMAD4, levando a interrupgdo
da transducdo do sinal de TGF-B. A super-expressdao de miR-146b-5p em
linhagem PCCL3 levou ao aumento da proliferacdo celular, mesmo na auséncia
de estimulagdo com TSH, e conferiu resisténcia a parada no ciclo celular induzida
por TGF-B. A inibicdo de miR-146b-5p com oligonucleotideo LNA aumentou 0s
niveis protéicos de SMAD4 nas linhagens de PTC, TPC-1 e BCPAP, restaurando
a resposta ao sinal antiproliferativo de TGF-3, e diminuindo a proliferagéo celular.
Os dados obtidos neste trabalho revelam um papel oncogénico de miR-146b-5p
como um regulador negativo da via de sinalizagéo de TGF-[3.

Palavras-chave: Glandula tire6ide. Neoplasias da tiredide. RNA. TGF-B.

microRNA. Transducao de sinal celular.



ABSTRACT

Geraldo MV. Regulation of TGF-B signaling pathway by the microRNA miR-146b-
5p in thyroid cancer. 112 p. PhD thesis (Cell and Tissue Biology). Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o Paulo; S&o Paulo, 2011.

MicroRNAs (miRNA) are small non-coding RNAs involved in post-transcriptional
gene regulation that have crucial roles in several types of tumors, including the
thyroid cancer. Thyroid cancer is the most common endocrine malignancy and the
papillary carcinoma (PTC) is its most prevalent form. In PTCs, the genetic
alterations so far characterized include RET/PTC chromosomic rearrangements
and the BRAFT1799A mutation, both leading to the sustained activation of the cell
proliferation pathway MAPK. Large-scale analyses revealed that miR-146b-5p is
overexpressed in PTCs and is regarded as a relevant diagnostic marker for this
type of cancer. By activating MAPK pathway in the normal thyroid follicular cell line
PCCL3 and inhibiting this pathway in PTC cell lines we demonstrated that miR-
146b-5p expression is positively regulated by MAPK pathway. Gene expression
analisys revealed that the MAPK signaling pathway positively regulates miR-146b-
5p levels. However, the biological role of miR-146b-5p in PTCs remains unclear. A
computational search indicated SMAD4, an important member of the TGF-
signaling pathway, as a putative target of miR-146b-5p. The TGF- pathway is a
negative regulator of thyroid follicular cell growth, and the mechanism by which
thyroid cancer cells evade its inhibitory signal is poorly understood. The
conditional overexpression of miR-146b-5p in normal rat follicular PCCL3 cells
decreased SMAD4 levels, disrupting TGF-B signal transduction. MiR-146b-5p
overexpression in the PCCL3 cell line also significantly increased cell proliferation
in the absence of TSH and conferred resistance to TGF-B-mediated cell-cycle
arrest. Specific inhibition of miR-146b-5p with a locked nucleic acid-modified anti-
miR-146b oligonucleotide significantly increased SMAD4 levels in the human
papillary carcinoma cell lines, TPC-1 and BCPAP, restoring the TGF-f signal
transduction and decreasing cell growth. Altogether, our data confirm the
oncogenic role of miR-146b-5p as a negative regulator of TGF-f3 pathway.

Keywords: Thyroid gland. Thyroid neoplasia. RNA. TGF-B. microRNA. Cellular

signal transduction.
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1 INTRODUCAO

Os microRNAs (miRNA) sdo pequenas moléculas de RNA fita simples,
nao codificadores de proteinas, que agem como potentes reguladores pos-
transcricionais da expressédo génica em plantas e animais. Por atuarem em
diversas vias de sinalizacao controlando a diferenciagéo, proliferacdo e morte
celular, os miRNAs foram rapidamente associados a tumorigénese (revisto em
Garzon et al., 2009). A metodologia de andlise da expressédo génica em larga
escala tem sido utilizada para caracterizar o padrao de expressdo de miRNAs
no cancer. Neste contexto, 0o miR-146b-5p mostrou-se um mMIRNA
diferencialmente expresso no carcinoma papilifero de tir6éide (PTC), o histotipo
mais prevalente de cancer de tirdide (He et al., 2005a; Pallante et al., 2010).

As alteracdes genéticas em vias de sinalizagdo envolvidas no processo
de transformacdo neopladsica da célula folicular tiroideana até hoje
caracterizadas incluem rearranjos cromossémicos e mutacdes nos genes que
codificam membros efetores da via MAPK (revisto em Xing, 2005). Por outro
lado, alterac6es em vias de inibicdo da proliferacdo também podem contribuir
de forma significativa na tumorigénese do PTC. De fato, o aumento da
expressdo de TGF-Bl1 e outros membros da via de TGF-f em tumores
tiroideanos sugere a desregulacdo desta via de sinalizacdo e a consequente
insensibilidade da célula tumoral tiroideana ao seu sinal anti-proiferativo
(Matsuo et al., 2010; Matsuo et al., 2006; Siegel e Massague, 2003). Recentes
estudos tém descrito a participagdo de miRNAs na modulacdo desta via,
contudo a contribuicdo da modulacdo desta via por miRNAs no céancer de

tiréide ainda é incerta.

1.1 MicroRNASs

Os microRNAs foram originalmente descritos em 1993 por Lee et al.
(1993) ao caracterizarem a regulacao do desenvolvimento larval de C. elegans
por um pequeno transcrito ndo codificador para proteina, o gene lin-4. Este
gene origina um transcrito de 22 nucleotideos que interage com a regido 3’ ndo
traduzida (3’'UTR) do gene lin-14, reprimindo sua sintese protéica. No entanto,

apenas apos a descoberta do miRNA let-7 (Reinhart et al., 2000), quase uma
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década depois, o numero de miRNAs identificados aumentou
exponencialmente. Desde entdo, de acordo com o miRBase (Griffiths-Jones,
2004), mais de 6000 miRNAs ja foram identificados em mais de 150 espécies
conhecidas, incluindo virus, plantas, fungos e animais. Em humanos o niamero
de miRNAs descritos até o0 momento ultrapassa 1400 (acesso em setembro de
2011).

Os miRNAs sdo RNAs néo codificadores de proteinas, que agem como
potentes reguladores pds-transcricionais da expressao génica em plantas e
animais (Bartel, 2004). No genoma, 0s genes que codificam miRNAs
apresentam peculiaridades. Uma fracdo dos genes que codificam miRNAs
(cerca de 30%) podem se localizar em regides intergénicas, 0s quais geram
transcritos monocistrénicos ndo codificantes, possuindo sua propria unidade de
transcricdo, com regido promotora e sitios de ligacdo para fatores de
transcricdo podendo ser regulados por metilagdo de sua regido promotora
(Garzon et al., 2009; Lujambio e Esteller, 2007). Por outro lado, grande parte
dos genes de miRNAs situa-se em regides intrénicas de genes hospedeiros,
que podem ou nao codificar para proteinas. Estes miRNAs dependem da
unidade transcricional do mRNA hospedeiro, porém, interessantemente, sao
processados pela enzima DROSHA independentemente da realizagcdo do
splicing do mensageiro hospedeiro, sem comprometer a transcricdo deste (Kim
e Kim, 2007). Uma fracdo menor dos miRNAs estdo situados numa mesma
regido genbmica, formando um cluster. Estes clusters sédo transcritos num
anico pri-miRNA, de forma policistrénica, que apresenta na mesma molécula as
estruturas secundarias em forma de grampo correspondentes a cada miRNA
membro do cluster. Cada membro é entdo processado pela enzima DROSHA
para gerar pré-miRNA distintos. Como exemplo, temos o cluster mir-17-mir-92,
composto por sete miRNAs (miR-17-5p, miR-17-3p, miR-18, miR-19a, miR-20a,
miR-19b-1 e miR-92-1) e est& localizado no cromossomo humano 13 (He et al.,
2005b). Outro exemplo de localizagdo genémica de miRNAs em cluster é o
cluster mir-106a-mir-92, paralogo ao cluster mir-17-mir-92 e localizado no
cromossomo X, composto por cinco miRNAs (miR-106a, miR-18b, miR-20b,
miR-19b-2, e miR-92-2).

Na figura 1 encontra-se esquematizada a biogénese dos miRNAs. Os

MiRNAs sdo transcritos a partir do genoma pela RNA polimerase Il, gerando
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um transcrito de aproximadamente 1000 bp contendo cap 5’ e cauda poli(A+),
denominado miRNA primario ou pri-miRNA (Kim, 2005). Este, por sua vez, €
processado ainda no ndcleo pela enzima RNase IIl DROSHA, resultando num
transcrito menor em forma de grampo, o0 miRNA precursor (pre-miRNA), de
aproximadamente 70 nucleotideos. O pre-miRNA é exportado para o
citoplasma pelo complexo Exportina-5/ Ran-GTP, onde é clivado pela enzima
DICER, gerando transcritos de fita dupla, de 19 a 25 nucleotideos,
denominados miRNAs maduros (He e Hannon, 2004). Este produto €
incorporado a um complexo multimérico denominado RISC (RNA-induced
silencing complex), que inclui a proteina Argonauta como um de seus principais

componentes. Apenas uma das fitas do duplex de miRNA permanece no RISC

' nlln},’o
miRNA:miRNA |
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pareamento pareamento
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clivageme 3 UTR
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Figura 1 - A biogénese dos miRNAs. Ap0s sua transcri¢cao pela enzima RNA polimerase Il, 0
transcrito primario do miRNA (pri-miRNA) é clivado pela enzima RNase 1l DROSHA
ainda no nucleo, gerando, assim, um transcrito menor, em forma de grampo (pre-
miRNA), de aproximadamente 70 nucleotideos. O pre-miRNA é exportado ao
citoplasma pelo complexo Exportina-5/ Ran-GTP e processado pela enzima DICER,
gerando transcritos de fita dupla (mMiRNA:miRNA), de 19 a 25 nucleotideos. A
incorporagéo deste duplex miRNA:miRNA ao complexo RISC libera uma das fitas
do transcrito, deixando a outra incorporada ao complexo. Assim, o0 pareamento
perfeito desta seqiiéncia com o0 mRNA alvo provocara a degradacao do mesmo. Ja
0 pareamento imperfeito provocara o impedimento da traducéo.
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para o posterior pareamento com o mRNA-alvo. No entanto, recentes relatos
na literatura indicam que a fita passageira, liberada do RISC pode exercer
papel biolégico (Guo e Lu, 2010).

O pareamento imperfeito dos miRNAs maduros com a 3’'UTR de seus
RNAs mensageiros alvos provoca o0 bloqueio da traducdo e a subsequente
diminuicdo dos niveis da proteina. Por outro lado, o pareamento completo leva
a degradacdo do mRNA através do recrutamento do complexo RISC (Bartel,
2004), fato mais freqientemente observado em plantas. Em alguns casos, a
ligagdo ao complexo RISC parece encaminhar o mRNA alvo a determinadas
regides na célula, denominadas “Corpos-P”, onde ha grande acumulo de
RNases, levando, assim, a diminuicdo dos niveis do mRNA (Eulalio et al.,
2007). Devido ao seu tamanho reduzido, um unico miRNA pode regular
diversos mRNAs diferentes e, da mesma forma, diversos miRNAs podem
regular um anico mRNA alvo (Brennecke et al., 2003). Os miRNAs formam,
assim, uma rede complexa de regulacdo pos-transcricional. Apesar da
existéncia de programas computacionais que possibilitam a realizacdo da
predicdo dos possiveis alvos de qualquer miRNA, o nimero de miRNAs com
funcdo biolégica estabelecida ainda é pequeno. Além disso, alguns estudos
sugerem a regulagéo transcricional de genes alvo dirigida pela interacéo direta

de miRNAs com sua regido promotora no genoma (Suzuki e Kelleher, 2009).

1.2 MicroRNAs e cancer

Os miRNAs estdo envolvidos no controle de muitos processos
fisiol6gicos em diversos organismos, como o desenvolvimento de folhas e
flores em plantas, metabolismo de acidos graxos em D. melanogaster e a
manutencdo da diferenciacdo da linhagem hematopoiética em mamiferos
(Bartel, 2004). De fato, a primeira conexdo de miRNAs com o cancer foi
estabelecida ha quase uma década, quando Calin et al. (2002) demonstraram
que a regiao gendmica 13914, freqientemente deletada em leucemia linfocitica
cronica, contém os loci génicos dos miRNAs miR-15 e miR-16. Neste tipo de
cancer, os niveis de expressdao dos mMIRNAs miR-15 e miR-16 s&o
inversamente correlacionados com os niveis protéicos de seu alvo, BCL-2. Este

estudo deflagrou uma intensa procura por miRNAs com participacdo em
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patologias humanas. Novos estudos demonstraram a desregulagcdo dos
MiRNAs miR-155 e let-7 em linfoma de burkitt e no céancer de pulméao,
respectivamente (Kluiver et al., 2006; Metzler et al., 2004; Takamizawa et al.,
2004). A validacéo experimental da regulacdo das trés isoformas do oncogene
RAS pelo let-7 (Johnson et al., 2005) contribuiu para que este miRNA se
tornasse um dos miRNAs mais estudados no céancer (Gregory e Shiekhattar,
2005; Hammond, 2006).

Em 2005, um estudo envolvendo um painel de 200 tumores humanos,
analisou dados de expressédo de 217 miRNAs, conhecidos naquela ocasido. O
padrao de expressao deste pequeno grupo de miRNAs foi mais eficiente do
gque 16000 mRNAs na classificacdo de malignidade, agressividade e de
diferentes tipos histologicos de tumores (Lu et al., 2005). A partir de entdo, a
intensa busca por miRNAs diferencialmente expressos no cancer fez com que
plataformas de microarray fossem adaptadas para o estudo de mIRNAS,
revelando a desregulacdo de miRNAs em uma larga gama de tumores (Munker
e Calin, 2011), apontando seu padrdo de expressdo como potente ferramenta
diagnostica. Como exemplo, uma andlise do padrdo de expressdo de 228
MiRNAs revelou a alteracdo da expressdo dos miRNAs miR-21, miR-17-5p,
miR-20a, miR-92, miR-106a e mMiR-155 num amplo espectro de tumores
oriundos de diferentes tecidos (Volinia et al., 2006).

Nesse contexto, uma série de miRNAs emergiram como promissores
marcadores moleculares para os diferentes tipos histolégicos de tumores
tiroideanos, predominantemente o PTC. A descricdo do aumento da expressao
de miRNAs em amostras de PTC também foi observada em estudos
subsequentes em larga escala, como por exemplo os miRNAs miR-221, miR-
222, miR-181b e miR-146b-5p (He et al.,, 2005a; Pallante et al., 2006). Na
tabela 1 mostramos uma série de estudos que detectaram a expresséo

aumentada de miRNAs no cancer de tiréide.
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Tabela 1 - MiRNAs altamente expressos no cancer da tiréide.

Neoplasia da

e mMiRNAs com expressdo aumentada Referéncia
Tiréide
PTC
146, 221, 222, 21, 220, 181a, 155 (He et al., 2005a)
222,221, 181b, 220, 213 (Pallante et al., 2006)
34a, 96, 99a, 100, 125b, 128a, 128b, 130b, 139, 141, (Cahill et al., 2006)
142-3p, 146, 148, 185, 200a, 200b, 211, 213, 216, let-
7d
128a, 128b, 135a, 141, 150, 185, 200a, 200b, 200c, (Cahill et al., 2007)
203, 213, 215, 330, 338, 342
187, 221, 222, 146b, 155, 122a, 31, 205, 224 (Nikiforova et al., 2008)
146b, 221, 222 (Chen et al., 2008)
221, 222, 21, 31, 172, 34a, 213, 181b, 223, 224 (Tetzlaff et al., 2007)
FTA
Convencional 339, 224, 205, 210, 190, 328, 342 (Nikiforova et al., 2008)
Variante oncocitica 31, 339, 183, 221, 224, 203 (Nikiforova et al., 2008)
FTC
Convencional 187, 224, 155, 222, 221, 146b (Nikiforova et al., 2008)
Variante oncocitica 187, 221, 339, 183, 222, 197 (Nikiforova et al., 2008)
192, 197, 328, 346 (Weber et al., 2006)
PDTC
187, 221, 129, 222, 146b, 339, 183 (Nikiforova et al., 2008)
ATC
302c, 205, 137, 187, 214, 155, 224, 222, 221 (Nikiforova et al., 2008)
21, 146b, 221, 222 (Mitomo et al., 2008)
17-5p, 17-3p, 18a, 19a, 20a, 19b, 92-1, 106a, 106b (Takakura et al., 2008)
542-5p,146a, 146b, 342,200a (Pacifico et al., 2010)
MTC
183, 182, 375, 551 (Abraham et al., 2011)

FONTE: modificado de Pallante et al. (2010)
PTC: carcinoma papilifero da tiréide;

PDTC: carcinoma pouco diferenciado da tiréide;
FTC: carcinoma folicular da tiréide;

ATC: carcinoma anaplasico da tiréide;

MTC: carcinoma medular da tiréide.

1.3 O microRNA miR-146b-5p

Os primeiros estudos de analise da expressdo de miRNAs em larga escala no
PTC ja apontavam o grande aumento de expressdo de miR-146 (Cahill et al.,
2006; He et al.,, 2005a). A familia génica de mir-146 compreende duas
isoformas, localizadas em diferentes loci génicos: MIR146A na regido 5934, e
MIR146B na regiao 10g24.32. Nos anos que se seguiram foi verificado que a
isoforma miR-146b esta predominantemente expressa no PTC (Chen et al.,
2008; Chou et al.,, 2010; Mazeh et al., 2011; Nikiforova et al., 2008;
Schwertheim et al., 2009; Sheu et al., 2009; 2010a; 2010b), enquanto a
isoforma miR-146a aparentemente associa-se ao ATC (Pacifico et al., 2010).
Mais recentemente foi descrita a desregulacao da expressao da fita passageira
do miR-146b, proveniente do braco 3’ do precursor mir-146b, no entanto com
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papel biolégico ainda ndo caracterizado (Patnaik et al., 2010; Ragusa et al.,
2010). De acordo com o miRBase, a figura 2 ilustra os dois produtos do miRNA
maduro de miR-146b, nomeados miR-146b-5p (produto maduro originado do
braco 5’) e miR-146b-3p (produto maduro originado do brago 3’). Assim, as
formas miR-146 e miR-146b apontados como altamente expressos no PTC
desde 2005 correspondem a sequéncia do produto maduro miR-146b-5p. A
tabela 2 resume uma série de estudos onde o potencial de miR-146b-5p como
marcador molecular para o PTC foi subsequentemente avaliado. O aumento da
expressdo deste miIRNA no PTC foi observado em todos os estudos
subsequentes, apresentando correlagdo positiva com PTCs mais agressivos,
associado a presenca de invasao extra-tiroideana e da mutacdo BRAFT1799A
(Chou et al., 2010; Yip et al., 2011).

miR-146a ugagaacugaauuccauggguu
FEETErrr e el
miR-146b ugagaacugaauuccauaggcu
miR-146b-5p 9 - ugagaacugaauuccauaggcu - 30
u g au cu ga u

cc ggcacu agaacuga uccauagg gJgu Jgc C

mir-146b STEM LoopP || LLLIEL LELEELEEE et e 1|
gg ccgugg ucuugacu aggugucc ua cg u
c - -c cg -a a

miR-146b-3p 45 - ugcccuguggacucaguucugg - 66

Figura 2 - Familia génica mir-146. (A) Alinhamento entre as sequéncias do produto maduro
das isoformas miR-146a e miR-146b. (B) Produtos génicos originados do
processamento de mir-146b. O precursor mir-146b, visualizado em sua estrutura
secundaria em forma de grampo (mir-146b stem loop), origina dois produtos
maduros: miR-146b-5p e miR-146b-3p. Os algarismos representam o nucleotideo
de inicio e término dos miRNAs maduros. As sequéncias dos miRNAs maduros
estdo mostradas na orientagao 5’-3’.
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Correlacao
Grupo de miRNAs testados Subtipos histolégicos testados (n) com Referéncia
BRAFT1799A
187, 221, 222, 146b, 155, PTCC (18), FVPTC (5), FTC (9), FA, ndo (Nikiforova et al.,
197, 224 (8), ATC (4), PDTC (4), MTC (2), HN 2008)
(5)eN(5)
1464a, 146b, 155, 187, 221, PTCC (27), FVPTC (5), FA (24), HN ndo (Chen et al., 2008)
222 (11)e N (2)
146b, 181b, 221, 222, 21, PDTC (15), PTC (9), ATC (9) ndo (Schwertheim et al.,
30d, 125b, 26a, 30a, let-7c 2009)
146b, 181b, 21, 221, 222 PTC (54: 28 BRAFT1799A+, 26 wt) nao (Sheu et al., 2009)
146b, 21, 221, 222, 181b PTCC (10), PTC-TCV (10), PTCFV n.a. (Sheu et al., 2010a)
(30), WDT-UMPs (22), FTC (21), FA
(10) e MNG (10)
146b, 21, 221, 222, 181b HTT (18), PTCs (10), FA (10), MNG nao (Sheu et al., 2010b)
(10), N
146b, 221, 222 PTC (100), N (16) sim (Chou et al., 2010)
146b, 221, 222, 155, 31, 1, PTC (32: 17 PTC agressivo, 15 PTC sim (Yip etal., 2011)
34b, 130b, 138 n&o agressivo)
21, 31, 146b, 187, 221, 222 PTC (20), MNG (5), N (2) n.a. (Mazeh et al., 2011)

(n) numero de amostras analisadas

PTC: carcinoma papilifero da tiréide

PTCC: carcinoma papilifero classico da tiréide

PTCFV: carcinoma papilifero da tir6ide variante folicular
PDTC: carcinoma pouco diferenciado da tiréide

FTC: carcinoma folicular da tiréide

ATC: carcinoma anaplasico da tiréide;

HTT: tumor trabecular hialinizante da tiréide

FA: adenoma folicular

MNG: bécio multinodular

WDT-UMPs: carcinoma bem diferenciado com potencial maligno incerto
HN: nédulo hiperplasico:

wt, negativo para mutacdo BRAFT1799A

+, positivo para mutagdo BRAFT1799A.

n.a.: ndo analizado

Enquanto a desregulacdo da expressdo de miRNAs no cancer foi

amplamente explorada, o papel funcional destas moléculas na célula tumoral

permaneceu pouco esclarecido. Linhagens celulares tumorais tém sido

utilizadas como modelo para a andlise funcional de miRNAs. A descoberta de

mMiRNAs com participagéo relevante n a tumorigénese e progressao tumoral,

com potencial diagnostico e terapéutico, levou ao surgimento do concei

to

‘oncomiR” (Esquela-Kerscher e Slack, 2006). Os oncomiRs podem atuar como

supressores tumorais ou oncogenes, dependendo de seu alvo de regulacéo.

Os miRNAs que regulam negativamente a expressao de genes supressores de

tumor séo classificados como oncomiRs oncogénicos. Por exemplo, os miR-21

e miR-155 tém papel oncogénico, regulando respectivamente 0s genes
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supressores de tumor PDCD4 e c-MAF revisto em (Garzon et al., 2009). Da
mesma forma, o cluster mir-17-mir-92 possui papel oncogénico quando
transfectado em linhagens celulares de pulmé&o, aumentando sua taxa de
proliferacdo (Hayashita et al., 2005). Este cluster de miRNAs esta situado no
cromossomo 13, em uma regido frequentemente amplificada em diversos tipos
de tumores solidos e linfomas (Ota et al., 2004). Os alvos preditos para alguns
MIiRNA situados no cluster mir-17-mir-92 incluem genes supressores de tumor,
como o PTEN e RB2. Por outro lado, miRNAs que tém como alvo proto-
oncogenes podem ser classificados como supressores de tumor. Os miRNAs
miR-15a, miR-16-1 e miR-34 estdo consolidados como oncomiRs supressores,
regulando alvos como os oncogenes BCL2, WT1 e CDK4, respectivamente
(Garzon et al., 2009). O miRNA let-7, como jA mencionado anteriormente, tem
papel supressor tumoral regulando negativamente os niveis do oncogene RAS
em linhagens tumorais colo-retais e de pulmé&o (Akao et al., 2006; Johnson et
al., 2005). Neste contexto, o papel biolégico de alguns miRNAs envolvidos na
transformacdo da célula folicular tiroideana foi caracterizado. Recentemente
nosso grupo demonstrou o papel supressor de let-7 na regulacdo da via MAPK
no PTC, onde a super-expressao de let-7 em linhagem de carcinoma papilifero
diminuiu a fosforilagdo de ERK, efetor final da via de MAPK, levando a
diminuicdo da proliferacdo celular (Ricarte-Filho et al., 2009). Analises
funcionais identificaram hTERT como alvo de regulagdo do miR-138 no
carcinoma anaplasico de tirdide (Mitomo et al., 2008). Em linhagem normal de
tirdide, o supressor tumoral PDCD4 est4 envolvido em uma alca de auto-
regulacdo com o miRNA miR-21 para promover a transformacéo induzida pelo
oncogene RAS (Talotta et al., 2009). No carcinoma papilifero, os miRNAs miR-
221 e miR-222 cooperam para regular os niveis de p27/kipl e promover a
desregulacéo do ciclo celular (Visone et al., 2007). Recentemente, a regulacéo
do receptor de hormonio tiroideano beta (THRB) por miR-21 e a isoforma miR-
146a (Jazdzewski et al., 2011) e a regulacdo dos genes CCND2, CXCR4 e
SDF-1a pelo miR-1 (Leone et al., 2011b) foram demonstradas em carcinomas
tiroideanos. A participacdo do miR-1 foi descrita ainda na fisiologia da célula
folicular tiroideana, em uma al¢ca de regulagcdo envolvida na resposta ao
estimulo de TSH (Leone et al., 2011a).
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1.4 O cancer datirdide

Na dultima década tem-se observado o aumento da incidéncia de
neoplasias da tirdide aumenta em todo o mundo (Jemal et al.,, 2010). Nos
Estados Unidos, cerca de 5-10% dos adultos apresentam nodulos palpaveis na
tirdide e, aproximadamente, 50% da populacdo idosa apresenta nodulos
detectados por ultra-sonografia (Hegedus, 2004). A grande maioria dos nédulos
€ benigna, mas 5-7% correspondem a tumores malignos. Estimativas indicam
cerca de 45000 novos casos de cancer de tiréide nos EUA em 2011, levando a
Obito cerca de 1690 pessoas, principalmente devido a ocorréncia freqlente de
extensas metastases a distancia (Jemal et al., 2010). Somente na cidade de
Séo Paulo, a Secretaria da Saude registrou 1992 casos de cancer de tirdide no
ano de 2008, sendo mais incidente em mulheres, com 1591 casos (Secretaria
da Saude, 2011).

A glandula tiréide apresenta baixo indice de proliferacdo de células
foliculares. No entanto, a ocorréncia de tumores de tirdide indica que estas
células possuem potencial para proliferar mediante a um estimulo mitogénico.
A célula folicular da tiréide pode dar origem a tipos distintos de céncer: (i) o
carcinoma papilifero (PTC) e (ii) o carcinoma folicular (FTC), exemplos de
carcinomas bem diferenciados da tiréide; (iii) o carcinoma anaplasico (ATC),
exemplo de carcinoma pouco diferenciado ou indiferenciado. O PTC € o tipo
histo-patoldgico mais frequiente dos tumores tiroideanos, contabilizando 80%
dos casos e apresenta frequentemente metdstases na cadeia linfatica do
pescoco. Apesar de ter origem a partir do mesmo tipo celular, o FTC tem
morfologia e comportamento biolégico diferentes do PTC. O FTC é mais
comum em idosos e pode disseminar-se através da corrente sanglinea,
originando metastases nos pulmdes e o0ssos. O ATC é o subtipo menos
freqiente e, no entanto, mais agressivo, onde a sobrevida média apés o
diagnéstico ndo ultrapassa 6 meses.

A proliferacdo celular folicular na tiréide é regulada principalmente pela
acao da tirotrofina hipofisaria (TSH), o iodo e fatores de crescimento (Riesco-
Eizaguirre e Santisteban, 2006). Dentre estes fatores de crescimento
destacam-se os de acdo mitogénica, como os fatores de crescimento insulin-

like I e Il (IGF-1 e IGF-II), o fator de crescimento epidermal (EGF), o fator de
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crescimento de fibroblasto (FGF) e o fator de crescimento de hepatécito (HGF),
e os de acdo anti-mitogénica, entre eles o fator beta de transformacéo do
crescimento (TGF-B) (Dremier et al., 1994; Kimura et al., 1999; Maciel et al.,
1995; Matsuo et al., 2004).

Os eventos genéticos mais frequentes na transformacdo maligna do
tecido tireoideano estdo bem caracterizados e envolvem a ativacéo de vias de
sinalizacdo que estimulam a proliferacdo, principalmente a via MAPK (Figura
3). Rearranjos cromossomicos do tipo RET/PTC estdo presentes em 30-40%
dos casos de carcinoma papilifero nos EUA (Santoro et al., 1992). RET, uma
proteina do tipo tirosina-kinase, é um receptor transmembrana geralmente
ativado apéds a ligagdo de um de seus ligantes. A fusdo da extremidade 3’ do
proto-oncogene RET com a extremidade 5’ de diversos genes expressos na
célula folicular, codificam para uma proteina citoplasmética, com habilidade de
dimerizagcdo e resulta em sua autofosforilacdo independente da ativacéo por
seus ligantes, levando a constante ativacdo dos membros a jusante na cadeia.
Outra alteragdo genética, uma mutacao pontual no gene BRAF, é considerada
a alteracdo genética mais freqiente no carcinoma papilifero (Kimura et al.,
2003; Sobrinho-Simoes et al., 2005; Xing, 2007). Esta alteracdo consiste de
uma troca de Timina por Adenina na posicao 1799 do gene de BRAF, levando
a substituicdo do aminoacido 600 valina por acido glutamico. Kimura et al.
(2003) relataram a presenca da mutagdo BRAFT1799A no gene em 36% dos
casos de PTC e estudos subseqiientes mostraram que esta mutacdo esta
presente em 35-70% dos casos (Fukushima et al., 2003). A mutacéo
BRAFT1799A causa sua ativagcao constitutiva nas células foliculares. Tanto os
rearranjos RET/PTC quanto a mutacdo BRAFT1799A resultam na sustentacao
da ativacdo da via de sinalizacdo de MAPK (Mitsutake et al., 2005; Santoro et
al., 1996), promovendo maior capacidade de proliferagcdo tumoral. No entanto,
estes dois eventos moleculares raramente estdo presentes num mesmo tumor
(Namba et al., 2003; Soares et al., 2003).
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Figura 3 - A via de sinalizagdo de MAPK no céancer de tirdide. Rearranjos cromossémicos
do tipo RET/PTC codificam para uma proteina de fus@o citoplasmética com
capacidade de autofosforilacdo e ativacdo de outras proteinas citoplasmaticas (PC).
Estas proteinas levam a ativacdo de RAS, promovendo a fosforilacdo da proteina
BRAF, que, por sua vez, promove a fosforilagdo em cadeia de MEK e ERK. ERK se
dirige ao nucleo para promover a fosforilagdo de diversos fatores de transcrigdo
(FT), os quais dirigem a transcricdo de genes-alvo, promovendo maior potencial
replicativo, levando & maior proliferacao celular e sobrevivéncia a sinais indutores
de morte celular.

AlteracBes em vias de inibicdo da proliferacdo também podem contribuir
de forma significativa para a tumorigénese do PTC. O aumento da expressao
de TGF-B1 em tumores tiroideanos (Kimura et al., 1999) sugere a desregulacéo
desta via de sinalizacdo e a consequente insensibilidade da célula tumoral
tiroideana ao seu sinal anti-proliferativo. Sabe-se que, em condi¢des
fisiologicas, a via de sinalizacdo de TGF-B exerce forte estimulo inibitério da
proliferacdo em células epiteliais (Heldin et al., 2009). De fato, a célula folicular
tiroideana tem sua proliferacédo e diferenciacdo celular fortemente controlados
pela via de TGF-B (Taton et al., 1993). TGF-B € membro da superfamilia de
TGF-B, que inclui activinas, BMP (proteina morfogenética de osso) e GDNF
(fator neurotréfico derivado de célula glial), entre outros (Massague, 1998).
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Como esquematizado na figura 4, a ativacao da transducgéo do sinal de TGF-
em células epiteliais tem inicio apés a ligagcdo do peptideo TGF-f ao seu
receptor tipo Il (TBRIl) e a sua subsequente ligacdo com o receptor tipo |
(TBRI). Esta dimerizacdo leva a fosforilacdo de proteinas citoplasmaticas
denomidadas R-SMADs (SMADs reguladas por receptor). Dois tipos de
proteinas R-SMADs participam da transducéo de sinal de TGF-B, SMAD2 e
SMADZ3, e sua fosforilacdo promove a formacdo de homodimeros (pSMAD2/2
ou pSMAD3/3) ou heterodimeros (pSMAD2/3). A transducédo do sinal é entédo
mediada por uma proteina SMAD co-estimulatéria (C-SMAD), comum a
transducdo de outros membros da super-familia de TGF-B, SMAD4. O dimero
pSMAD liga-se a SMAD4 translocando-se para o nucleo e controlando a
transcricdo de diversos genes alvo (Heldin et al., 1997; Kretzschmar e
Massague, 1998). Como mecanismo de autorregulacao, a dimerizacao entre R-
SMADs pode ser inibida por proteinas SMAD inibitérias (I-SMAD),

representadas pela proteina SMAD7 em células epiteliais.
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Figura 4 - A transducéo do sinal de TGF-B. A ativacdo da transducédo do sinal de TGF- tem
inicio com a ligacao de uma das isoformas de TGF- ao seu receptor tipo Il (TRR-I1),
recrutando seu receptor tipo I, levando a fosforilacdo das SMADs 2 e 3. Este
complexo se associa a proteina SMAD4 e transloca-se para o ndcleo, onde dirigira a
transcricéo de diversos genes-alvo.
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Alteracbes genéticas envolvendo o gene que codifica SMAD4 (Smad
family member 4/ Mothers against decapentaplegic homolog 4), um importante
membro efetor na via de TGF-B, ja foram descritas em adenocarcinomas
pancreaticos e tumores gastro-intestinais metastaticos (revisto em Yang e
Yang, 2010). No entanto estes eventos sdo raramente observados em tumores
de tiréide. Mutacdes pontuais e splicing alternativo no gene que codifica para
SMAD4 ja foram descritas, contudo em um pequeno grupo de tumores
tiroideanos (Lazzereschi et al., 2005). A regulacdo da via de TGF-B por
miRNAs ja foi observada em outros tipos de tumores (revisto em Heldin et al.,
2009), no entanto, no cancer de tirdide os eventos moleculares envolvidos no
escape do sinal inibitoério de TGF-B ainda sao pouco conhecidos. Considerando
miR-146b-5p um dos miIRNAs mais expressos no PTC, realizamos uma analise
bioinformatica e observamos SMAD4 como um potencial alvo deste miRNA.
Desta forma, o objetivo deste trabalho foi entender como o envolvimento do
miR-146b-5p na modulacdo da transducao do sinal de TGF- pode contribuir

para a transformacéo maligna da tirdide.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Entender o papel de miR-146b-5p no carcnoma papilifero de tiréide.

2.2 Objetivos especificos
1) Analisar a influéncia da ativacdo dos oncogenes RET/PTC e
BRAFT1799A na expressao de miR-146b-5p em células foliculares

tiroideanas normais e tumorais;

2) Analisar o papel do miRNA miR-146b-5p na modulacédo da via

de TGF-B e sua implicagao na tumorigénese da tirdide in vitro.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Anélise da regido promotora de MIR146B

Para a andlise da regido promotora de MIR146B, a sequéncia do
precursor de miR-146b-5p (mir-146b), de acordo com miRBase (Griffiths-Jones,
2004), foi alinhada contra o genoma humano utilizando o programa BLAT
(www.genome.ucsc.edu). A regido gendmica de 1000 kb a montante do
primeiro nucleotideo de mir-146b foi selecionada. A analise in silico desta
sequéncia foi realizada pelo programa Transcription Element Search System
(TESS, University of Pennsylvania, http://www.cbil.upenn.edu/cgi-bin/tess/tess).

3.2 Busca on-line por alvos preditos de miR-146b-5p

A busca por alvos preditos computacionalmente de miR-146b-5p foi
realizada on-line utilizando os programas: TargetScan (Lewis et al., 2005) e
PICTAR (Krek et al., 2005).

3.3 Cultura celular

As linhagens celulares de tiréide normal de rato, PCCL3, PC-rtTA, de
carcinoma papilifero de tir6éide, TPC-1, e de carcinoma anaplasico de tirdide
FRO e ARO, foram gentilmente cedidas pelo Dr James A. Fagin (Memorial
Sloan-Kettering Cancer Center from the University of Cincinnati College of
Medicine, New York, NY, USA). A linhagem de carcinoma papilifero de tiréide
BCPAP foi gentilmente cedida pelo Dr. Massimo Santoro (Universita Federico Il
di Napoli, Napoli, Italia). A linhagem de carcinoma colorretal HT29 foi
gentiimente cedida pela Dra. Alison Colquhoun (Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Brasil).

A linhagem PCCL3 mantém, em cultura, a expressdo da maioria dos
marcadores tipicos da diferenciacao tiroideana, como dependéncia de TSH,
sintese e secrecdo de tiroglobulina e habilidade de capturar iodo do meio
(Fusco et al., 1987). A linhagem PCCL3 foi cultivada em meio HAMF-12,

contendo 5% soro fetal bovino (SFB) e suplementado com TSH (1 muU/mL),



34

insulina (10 pg/mL), apotransferrina (5 pg/mL), hidrocortisona (10 ng/mL),
antibioticos penicilina (100 U/mL), estreptomicina (100 pg/mL) e anfoterecina (1
pg/mL). A linhagem PC-rtTA é derivada da linhagem PCCL3 e expressa o
complexo repressor da tetraciclina, parte integrante do sistema de expresséo
condicionada por doxiciclina (Saavedra et al., 2000). As linhagens PTC3-5 e
PC-BRAF sao derivadas da linhagem parental PC-rtTA e expressam o
rearranjo cromossomico RET/PTC3 e o0 oncogene BRAFT1799A,
respectivamente de forma induzivel por doxiciclina (Ricarte-Filho et al., 2009;
Wang et al., 2003). A linhagem TPC-1 possui espontaneamente o rearranjo
cromossémico RET/PTC-1 e foi cultivada em meio DMEM, suplementado com
soro fetal bovino 5% (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). A linhagem BCPAP
possui espontaneamente o oncogene BRAFT1799A e foi cultivada em meio
DMEM suplementado com soro fetal bovino 10% (Invitrogen). As linhagens
ARO, FRO e HT29 possuem espontaneamente a mutacdo BRAFT1799A e
foram cultivadas em meio RPMI suplementado com soro fetal bovino 5%.
Todas as linhagens foram mantidas em estufa sob condi¢cdes de 5% de CO,, a
37 °C. A tabela 3 resume as caracteristicas de cada linhagem utilizada nesse
estudo.



Tabela 3 - Linhagens celulares utilizadas.
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Linhagem Celular Caracteristicas Linhagem Alteracdo genética Referéncia
Parental

PCCL3 Derivada de glandula - (Fusco et al., 1987)
tiréide normal de rato

PC-rtTA Derivada de glandula PCCL3 rtTA (Saavedra et al.,
tirdide normal de rato 2000)

PC-146b Derivada de glandula PC-rtTA miR-146b (induzivel (Geraldo et al.,
tirdide normal de rato por doxiciclina) 2011)

PC-CMV-@ Derivada de glandula PCCL3 pcDNAS3.1 vazio (Geraldo et al.,
tirdide normal de rato 2011)

PC-CMV-146b Derivada de glandula PCCL3 miR-146b (estavel) (Geraldo et al.,
tiréide normal de rato 2011)

PTC3-5 Derivada de glandula PC-rtTA RET/PTC3 (induzivel (Wang et al., 2003)
tiréide normal de rato por doxiciclina)

PC-BRAF Derivada de glandula PC-rtTA BRAFT1799A (Ricarte-Filho et al.,
tirdide normal de rato (induzivel por 2009)

doxiciclina)

TPC-1 Derivada de carcinoma - RET/PTC1 (Tanaka et al.,
papilifero de tirdide (espontéaneo) 1987)

BCPAP Derivada de carcinoma - BRAFT1799A (Fabien et al., 1994)
papilifero de tirdide (espontéaneo)

FRO Derivada de carcinoma - BRAFT1799A (Nishihara et al.,
anaplésico de tirdide (espontéaneo) 1997)

ARO Derivada de carcinoma - BRAFT1799A (Lahat et al., 1992)
anaplésico de tirdide (espontéaneo)

HT29 Derivada de carcinoma - BRAFT1799A (von Kleist et al.,
colorretal (espontéaneo) 1975)

3.4 Construcdes

3.4.1 Construcéo do vetor pUHG-146b para expressao condicionada de miR-
146b-5p

O plasmideo pcDNA3.1 contendo a regido gendmica do miRNA miR-
146b-5p (pcDNA3-mirl46) foi gentilmente cedido pelo Dr. Konstantin D.
Taganov (Division of Biology, California Institute of Technology, Pasadena, CA,
USA). O inserto foi removido do plasmideo pcDNA3 ap0s digestao-dupla com
as enzimas de restricdo Hindlll (10U) e Xbal (10U) (New England Biolabs,
Ipswich, MA, USA), na presenca de 1X NEB Buffer 2 em volume final de 50 pyL
(Figura 5A). Em seguida, o inserto foi purificado utilizando o kit GFX™ PCR
DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare, Waukesha, WI, USA) de
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acordo com instrucdes do fabricante. As extremidades coesivas foram
preenchidas utilizando a enzima Klenow Large Fragment (Fermentas, Glen
Burnie, MD, USA) nas seguintes condi¢des: 0,1 mM dNTP Mix, 1X Klenow
Buffer e enzima Klenow (2U) em volume final de 40 pL, durante 15 min a 37 °C.
O fragmento foi novamente purificado e clonado no vetor de expresséo
induzivel pUHG10-3 previamente digerido em extremidades blunt na presenca
de DNA Ligase (20U, New England Biolabs), 1X Ligase Buffer e 50 ng de vetor,
em volume final 20 pL. O produto resultante da ligacdo foi purificado
novamente e 2 uL foram transformados por eletroporacdo em bactérias E. coli
XL1-Blue, sendo estas plaqueadas em L.B. Agar contendo ampicilina (100
mg/mL). 10 clones originados da transformacéo foram escolhidos e 0 DNA
plasmidial de cada clone foi extraido utilizando o kit Wizard®Plus SV Minipreps
(Promega, Madison, WI, USA) de acordo com instru¢cdes do fabricante. Os
clones foram entéo digeridos com enzima Xhol (2U, Fermentas) na presenca
de 1X R+ Buffer, em volume final de 30 uL, para a confirmacgéo da presencga do
inserto no vetor e de sua orientacdo correta (Figura 5B). Um dos clones que
apresentaram o padrao de digestdo compativel com a presenca do inserto em
sua orientacdo correta foi sequenciado utilizando o primer especifico para o
vetor pUHG10-3 (pUHG10-3 Fw 5-ATCCACGCTGTTTTGACCTC-3) (Figura
5C). Este plasmideo foi nomeado pUHG-146b.
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miR-146b

F 12 13 14 15 16

<«— ~1,0kb
<«—~450bp

C

> zef|NT_030
LengTh=44617392

1211510 30314 I Homo sapiens chromosome 10 genomic contig, reference assembly

Features flanking this part of subject sequence:
11242 bp at 5' side: CUE domain containing 2
13862 bp at 3' sid hypothetical protein

Score = 283 bits (153), Expect = 3s-74
Identities = 166/171 (97%), Gaps = 5/171 (2%)
Strand=Plus/Flus

Query 1 AACTTACTCATCCTGGGAACGGGAGACGATTCACAGACAGARAAGCCATGCANAGAGCAGE 60
PRLLTRERRE R e e e e e e e e et
Sbjct 22944713 AACTTACTCATCCIGGGAACGGGAGACGATTCACAGA-AGARAG-CATGCA-AGAGCAGC 22944789

PRLLTEERRE e e e e e e et
Sbjct 22944770 GICCAGGCTGAAAGAACTTTGGCCACCTGGCACTGAGAACTGAATTCC-ATAGGCTGTGA| 22944828

Query 121 GCTCTAGACAATGCCCTGTGGACTCAGT L\.L\J\JL\J\.\.\.\J\JI[AGTGCTRCRA 171
|

Query 61 GTCCAGGCTGmGAACTTTGGCCtCCTGGCRCTGRGRACTGRATTCCCRTRGGCTGTGR 120

CELLERE LER R e e e e ernnel
Sbjct 22944829 |GCTCTAG-CAATGCCCTGTGGACTCAGTTCTGGTGCCCGGEAGTGCTACAR 22944878

D

AGACGGGACGATCACCTCCGTNGACCCGAATTCGAGCTCGGTACCGGGGATCT
CTAGAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCGGAACTCCTGTCCATTTCCTTAGCTG
TGGGCCCCCATTATTCAGTCCAAGCTCAGAACCTACCCTGGAATAGGAGTTCT
CTTGGTATCACAAGTTCCTTATGTGACCCATCCTGGGCCTCAACTTACTCATC
CTGGGAACGGGAGACGATTCACAGACAGAAAGCCATGCANAGAGCAGCGTCCA
GGCTGAAAGAACTTTGGCCACCTGGCACTGAGAACTGAATTCCCATAGGCTGT
GAGCTCTAGACAATGCCCTGTGGACTCAGTTCTGGTGCCCGGCAGTGCTACAA
CATCAATGCCAAGGCCGTGGGGCAGCTGATGGTTTGGGCTCCCAACTTCCTCG
AGCATGGCATCTAGCTAGAGCTGAGAACTTCAGGGGTGAGTTTGGGGACCCTT
GATTGTTCTTTCTTTTTCGCTATTGGTAAAATTCATGTTATATGGAGGGGGCN
AAAGTTTNTCAGGGTGTCAGTTAGAACTGGGAAGATGTCCCTTGGTATCACCA
TGGAACCTCATGATAATTTGTTTCTTTCACTTTCTACTCTGTTTGACAACCAC
TTGTCTCCTCTTATTTCTTTTCATTTTTCTGTAACTTTTTCGTTAAANTT

Figura 5 - Contrucdo do vetor pUHG-146b. (A) Eletroforese em gel de agarose 1% para a
purificagdo do inserto contendo a regido gendmica do gene miR-146b, de
aproximadamente 450 bp, a partir da digestdo dupla do plasmideo pcDNA3.1 com
as enzimas Hindlll e Xbal (H/X). (B) Eletroforese em gel de agarose 1% mostrando
a confirmacéo da orientacdo do inserto miR-146b-5p clonado no vetor pUHG10-3
através de digestao com Xhol. A digestdo do plasmideo contendo o inserto clonado
em sua orientacdo correta deve gerar um fragmento de aproximadamente 1,0kb
(canaletas 13, 14 e 16) e na orientacdo contraria, de aproximadamente 450 bp
(canaleta 15) (C) Correto alinhamento de parte da seqiiéncia do clone 13 a regiao
genbmica de miR-146b-5p (10924.32), evidenciando, no quadro em vermelho, a
seqguéncia do pre-miRNA miR-146b-5p (BLAST -
http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast/Blast.cgi). (D) Sequencia completa do Clone 13.
Em azul sequencia do vetor pUHG10-3. Em preto, inserto contendo a regido
gendmica de miR-146b. Em vermelho, o precursor mir-146b.
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3.4.2 Construcédo dos vetores pmiRGlo-SMAD4 3’UTR-wt e -Mut para ensaio

de gene reporter

O sitio predito de ligacdo de miR-146b-5p na regiao 3'UTR de SMAD4 foi
obtido utilizando o programa TargetScan. Um par de oligonucleotideos
contendo a regidao 3'UTR de SMAD4 correspondente ao sitio predito de miR-
146b-5p foi sintetizado: Smad4-3'UTR-Fw-wt5 -TCGAGTAGCGGCC
GCTAGTTTTAAAGGCAGAGAAGTTCTCAAT -3, Smad4-
JUTR-Rev-wt5 -CTAGATTGAGAACTTCTCTGCCTTTAAA
ACTAGCGGCCGCTAC-Z3 (Figura 5A). Estes dois oligonucleotideos
possuem sequUéncias complementares entre si, de forma que, ao serem
anelados, compdem um segmento de DNA de fita dupla correspondente ao
sitio de ligacdo de miR-146b-5p a regido 3'UTR de SMAD4. O segmento
formado possui extremidade coesivas aos sitios de restricdo correspondentes
as enzimas Xhol e Xbal. Da mesma forma, outro par de oligonucleotideos foi
sintetizado: Smad4-3’UTR-FW-Mut-TCGAGTAGCGGCCGCTAGT
TTTAAAcCcCAGAGAAcaagaCAAT-3, Smad4-3UTR-Rev-Mut 5’
—CTAGATTGtcttgTTCTCTGggTTTAAAACTAGCGGCC
G CTAC - 3 (Figura 6A e B). Este par de oligonucleotideos contém mutacdes
misense, inviabilizando a ligagdo de miR-146b-5p a seu sitio predito. Para a
confirmacdo de clonagem destes fragmentos no vetor, foi inserido sitio de
restricdo para a enzima Notl nos dois conjuntos de oligonucleotideos. Os
oligonucleotideos foram diluidos a concentragdo de 1 ug/pL e anelados em
Tampado de Anelamento incluido no kit pmiRGLO Dual-Luciferase miRNA
Target Expression Vector (Promega), nas seguintes condi¢cdes: aquecimento a
90 °C por 3 min, seguido de incubac&do em banho-maria a 37 °C por 15 min. Os
segmentos resultantes do anelamento foram novamente diluidos a
concentracao final de 4 ng/pL. Assim, apds dupla digestdo do plasmideo
pmiRGLO (Promega) com as enzimas Xhol e Xbal, foi realizada ligacéo de 4
ng de oligonucleotideos anelados a 50 ng de vetor pmiRGlo linearizado, em
presenca de DNA Ligase (20U, New England Biolabs), 1X Tampéao de Ligase,
em volume final 20 pL. O produto resultante da ligacdo foi purificado
novamente e 2 uL foram transformados por eletroporacdo em bactérias E. coli

XL1-Blue, sendo estas plagueadas em L.B. agar-agar contendo ampicilina
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(100 mg/mL). DNA plasmidial de 10 clones originados da transformacé&o foram
extraidos utilizando o kit Wizard®Plus SV Minipreps (Promega) de acordo com
instrugdes do fabricante. Os clones foram entdo digeridos com enzima Notl
(2U, Fermentas) na presenca de 1X O+ Buffer, em volume final de 30 uL, para

a confirmacéo da presenca do inserto no vetor (Figura 6C).

Posigdo 390-397 SMAD4 3' UTR .. .UUUUAAAGGCAGAGAAGUUCUCA. ..
[ FETEEETd
hsa-miR-146b UCGGAUACCUUAAG-UCAAGAGU
SMAD4 3UTR WT
1) Smad4-3’'UTR-Fw-wt TCGAGTAGCGGCCGCTAGTTTTAAAGGCAGAGAAGTTCTCAAT
2) Smad4-3’'UTR-Rev-wt CTAGATTGAGAACTTCTCTGCCTTTAAAACTAGCGGCCGCTAC
57 TCGAG TA GCGGCCGC TAG TTTTAAAGGCAGAGAAGTTCTCAA T 37
b et rer e e
37 C AT CGCCGGCG ATC AAAATTTCCGTCTCTTCAAGAGTT AGATC 57
Xhol Notl sitio de ligagdo de miR-146b-5p Xbal

SMAD4 3'UTR Mut

3) Smad4-3’'UTR-Fw-Mut TCGAGTAGCGGCCGCTAGTTTTAAAccCAGAGAAcaagaCAAT
4) Smad4-3’'UTR-Rev-Mut CTAGATTGtcttgTTCTCTGggTTTAAAACTAGCGGCCGCTAC

57 TCGAG TA GCGGCCGC TAG TTTTAAAccCAGAGAAcaagaCAA T 37
Forr et rer e e e e
37 C AT CGCCGGCG ATC AAAATTTggGTCTCTTgttctGTT AGATC 57
Xhol Notl sitio de ligagdo de miR-146b-5p Xbal
C wt mut
dnddnd @

Figura 6 - Construcéo dos vetores pmiRGlo-SMAD4-3’UTR-wt e -Mut para ensaio de gene
reporter. (A) Sitio predito de ligacdo de miR-146b-5p na 3'UTR de SMADA4,
segundo o programa TargetScan (www.targetscan.org). (B) Um par de
oligonucleotideos (Smad4-3'UTR-Fw-wt e Smad4-3'UTR-Rev-wt) sintetizados para
compor um segmento de DNA contendo o sitio predito de ligacdo de miR-146b-5p
na 3’'UTR de SMAD4. Um segundo par de oligonucleotideos (Smad4-3'UTR-Fw-Mut
e Smad4-3'UTR-Rev-Mut) contendo mutagdes na regido seed do sitio de ligacao de
miR-146b-5p foi utilizado como controle. Os oligonucleotideos foram desenhados de
forma que, ao serem anelados, contenham, além do sitio de ligacdo de miR-146b,
os sitios de restricdo para as enzimas Xbal e Xhol, nas extremidades, e Notl na
regido central do inserto. (C) Eletroforese em gel de agarose 1% mostrando a
confirmacédo da clonagem dos insertos contendo o sitio de de ligacdo de miR-146b,
por meio da digestdo dos plasmideos pmiRGlo-SMAD4-wt e —Mut com Notl. (wt)
pmiRGlo-SMAD4-wt, (mut) pmiRGlo-SMAD4-mut, (d) digerido com enzima Notl,
(nd) nao digerido, (&) plasmideo pmiRGlo vazio digerido com enzima Notl.
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3.5 Expressado condicionada de miR-146b regulada pela tetraciclina em
linhagem PCCL3

O modelo de expressdo do miR-146b-5p na linhagem PCCL3 utiliza o
sistema de expressao induzivel por doxiciclina, um derivado intracelular da
tetraciclina (Gossen e Bujard, 1992). A linhagem PC-rtTA, conforme
mencionado anteriormente, deriva da linhagem PCCL3 e contém vetor que
expressa um mutante do complexo repressor de tetraciclina (rtetR), parte da
maquinaria de expressdo condicionada pela doxiciclina. Esta linhagem foi
transfectada com o plasmideo construido pUHG-146b, o qual possui mir-146b
clonado sob o controle de um promotor responsivo ao complexo repressor da
tertaciclina. Assim, a medida que doxiciclina é adicionada ao meio de cultura,
esta se liga ao complexo repressor da tetraciclina, promovendo a transcricdo
de miR-146b. Um esquema ilustrativo do mecanimo de inducdo condicionada

de miR-146b-5p esta representado na Figura 7.

HTA

Proteina
de interesse

Doxiciclina

TRE  Princuy @

Figura 7 - Modelo de expressdo génica condicionada pela doxiciclina. (A) O elemento
repressor (tetR) é transcrito em fus@o ao dominio ativador VP16 (AD) formando o
complexo denominado rtTA. (B) A medida que doxiciclina é adicionada ao meio,
este complexo liga-se ao Elemento Responsivo A Tetraciclina (TRE) e ativa a
transcricdo do gene de interesse (GOI).
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3.5.1 Transfeccédo do plasmideo pUHG-146b em linhagem PC-rtTA

Para a transfeccdo do plasmideo pUHG-146b, a linhagem celular PC-
rtTA foi cultivada em placas de 6 pocos até atingir 80 a 90% de confluéncia.
Como o plasmideo pUHG10-3 apresenta gene resisténcia apenas a ampicilina,
foi realizada uma co-transfec¢do com plasmideo pTK-Hyg, que possui gene de
resisténcia a Higromicina, na proporcéo de 1 molécula deste para 10 moléculas
de pUHG-146b. Assim, supde-se que as ceélulas que receberam o plasmideo
pTK-Hyg e apresentaram resisténcia a higromicina tenham chances 10 vezes
maiores de incorporarem pUHG-146b. A transfeccgéo foi realizada em duplicata,
utilizando como carreador lipidio catidnico Lipofectamine 2000® (Invitrogen),
segundo instru¢gdes do fabricante. Desta forma, 2,5 ug do plasmideo pUHG-
146b e 0,25 ug do plasmideo pTK-Hyg foram incubados em meio Optimen®
(Invitrogen) a temperatura ambiente por 30 min na presenca de 15 pL de
Lipofectamine em meio de cultura. Em seguida a mistura foi adicionada a
cultura. ApGs 24 h da transfeccéo, iniciamos a selecao de células transfectadas
pela adigdo de Higromicina. As linhagens resistentes foram entdo expandidas,
tripsinizadas e congeladas em freezer -70 °C na presenca de 10% DMSO.

3.5.2 Inducao da expressado de miR-146b-5p

5 x 10° células foram semeadas em 2 placas de 60 mm. Apés 48 h, uma
das placas recebeu doxiciclina (1 pg/mL) enquanto a outra ndo a recebeu.
Apo6s 72 h de tratamento, o meio foi aspirado, as culturas foram lavadas 2 X
com tampao fostafo salino (PBS) e 1 mL de reagente TRIzol® foi adicionado a
cada placa para a lise celular e extracdo do RNA total. A confirmacdo da
inducdo da expressao de miR-146b-5p foi realizada por PCR Quantitativo em
Tempo Real (qQPCR), como descrito a seguir. Foi considerada como indugéo de
expressdo o aumento de pelo menos 2 X nos niveis transcricionais de miR-
146b-5p na linhagem induzida quando comparados a linhagem né&o induzida. A
morfologia das linhagens transfectadas foi observada constantemente durante

o0 cultivo em microscopio invertido (Olympus CK2, Jap&o).
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3.6 Expressao condicionada dos oncogenes RET/PTC3 e BRAFT1799A em
linhagem PCCL3

As linhagens PTC3/5 e PC-BRAF expressam respectivamente o0s
oncogenes RET/PTC3 e BRAFT1799A de maneira induzida por doxiciclina.
Para a avaliacdo da influéncia da via MAPK sobre a expressdo de miR-146b,
0s oncogenes foram induzidos por meio da adicdo de doxiciclina ao meio de
cultura por 72 h. Para tanto, 5 x 10° células foram semeadas em placas de 60
mm. Apos 48 h, as placas receberam doxiciclina (1 ug/ mL). A linhagem néo
tratada com doxiciclina foi utilizada como controle. Ap6s 72 h de tratamento, o
meio foi aspirado, as culturas foram lavadas 2 X com Solucéo Salina (PBS) e 1
mL de reagente TRIzol® foi adicionado a cada placa para a lise celular e
extracdo do RNA total. A confirmacdo da inducdo da expressao de miR-146b-
5p foi realizada por PCR Quantitativo em Tempo Real (QPCR), como descrito a

seqguir.

3.7 Modelo de expresséo estavel de miR-146b-5p em linhagem PCCI3

Para a transfec¢do do plasmideo pcDNAS3.1 contendo a regido genémica
de miR-146b, a linhagem celular PCCI3 foi cultivada em placas de 6 pocos até
atingir 80 a 90% de confluéncia. A transfeccdo foi realizada em triplicata,
utilizando como carreador lipidio catiénico Lipofectamine 2000® (Invitrogen),
segundo instrucdes do fabricante. Desta forma, 2,5 ug do plasmideo pcDNA3.1
vazio ou pcDNA3.1-miR-146b foram incubados em meio Optimen® a
temperatura ambiente por 30 min na presenca de 15 uL de Lipofectamine em
meio de cultura. Em seguida a mistura foi adicionada a cultura. Apos 24 h da
transfeccédo, iniciamos a selecdo de células transfectadas pela adicdo de
Neomicina (Invitrogen). As linhagens foram nomeadas: PC-CMV-@, para as
células transfectadas com o vetor vazio, e PC-CMV-146b-1, -2 e -3, para as
trés transfeccdes de pcDNA3.1-miR-146b. As linhagens resistentes foram
entdo expandidas, tripsinizadas e congeladas em freezer -70 °C na presenca
de 10% DMSO. Para cada uma das transfeccdes 5 x 10> células foram
semeadas em placas de 60 mm. Ap6s 72 h o meio foi aspirado, as culturas

foram lavadas 2 X com PBS e 1mL de reagente TRIzol® foi adicionado a cada



43

placa para a lise celular e extracdo do RNA total. A confirmagédo da super-
expressao de miR-146b-5p foi realizada por PCR Quantitativo em Tempo Real
(gPCR), como descrito a seguir. A morfologia das linhagens transfectadas foi
observada constantemente durante o cultivo em microscépio invertido
(Olympus CK2, Japao). A linhagem PC-CMV-146b-2 foi escolhida para os

experimentos subsequentes.

3.8 Tratamento das linhagens celulares de carcinoma papilifero TPC-1 e
BCPAP com inibidores da via MAPK

Os inibidores quimicos da via MAPK foram obtidos comercialmente:
inibidor especifico do efetor da via MAPK, MEK1 PD98059 (2’-Amino-3’-
methoxyflavone) e o inibidor de MEK1/2 U0126 (Promega). Ambos os
inibidores foram reconstituidos em DMSO. As linhagens TPC-1 e BCPAP foram
semeadas em placas de 60 mm na densidade de 5 x 10° células. Apés 24 h, as
linhagens foram tratadas com os inibidores, nas concentracbes 20 yM para
PD98059 e 10 uM para U0126. As linhagens tratadas apenas com a solucao
veiculo, DMSO, foram utilizadas como controle. Apés 72 h de tratamento, o
meio foi aspirado, as culturas foram lavadas 2 X com PBS e 1 mL de reagente
TRIzol® foi adicionado a cada placa para a lise celular e extracdo do RNA total.
A confirmacéo da inducéo da expressédo de miR-146b-5p foi realizada por PCR

Quantitativo em Tempo Real (qPCR), como descrito a seguir.

3.9 Supressédo transiente de miR-146b-5p enddégeno nas linhagens

celulares de carcinoma papilifero de tiréide TPC-1 e BCPAP

O inibidor sintético especifico anti-miR-146b, obtido comercialmente
(anti-miR-146b-5p, AM10105, Applied Biosystems, Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA) foi utilizado para realizar a supressdo do miR-146b-5p
endogeno. O inibidor anti-miR-146b é composto pela seqiéncia complementar
do miR-146b-5p e possui alguns de seus ribonucleotideos com a ribose
modificada do tipo LNA (Locked Nucleic Acid), o que confere maior

especificidade.
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Para a transfecgao das linhagens TPC-1 e BCPAP com anti-miR-146b: 5
x 10* células foram semeadas em placas de 24 pocos (para experimentos de
contagem de células); 1 x 10* células foram semeadas em placas de 96 pocos
(para andlise de MTT); 1 x 10° células foram semeadas em placas de 60 mm
(para extracdo de RNA) e 5 x 10° foram semeadas emplacas de 100 mm (para
extragdo de proteinas). Apds 24 h a transfeccdo foi realizada em triplicatas,
utilizando duas concentracdes diferentes de anti-miR-146b, 10 e 25 nM, e
Lipofectamine 2000® (Invitrogen), segundo instrucbes do fabricante. Outro
grupo das linhagens TPC-1 e BCPAP foi submetido a transfec¢do, porém nao
recebeu anti-miR-146b (grupo Mock) enquanto outro grupo sofreu transfeccao
de um Controle Negativo, (anti-miR-1, AM17010, Applied Biosystems), para a

avaliacdo da especificidade do silenciamento.

3.10 Ensaio de gene reporter Luciferase

Para a validacao da regulacdo pdés-transcricional de SMAD4 por miR-
146b-5p, a linhagem de carcinoma anaplasico de tiréide foi semeada em placas
de 12 pocos na densidade de 5 x 10* células por poco. Apés 24 h do
plaqueamento, as células foram transfectadas com 2,5 ug do vetor reporter
(pmiRGlo-SMAD4-3'UTR-wt ou -Mut) na presenca ou auséncia de 3,0 ug do
plasmideo que expressa miR-146b-5p (pcDNA3.1-miR146b) e 25 nM do
inibidor de miR-146b-5p (anti-miR-146b). Como controle foi realizada
transfeccdo com plasmideo que expressa outro miRNA, miR-21 (pcDNA3.1-
miR-21). Um esquema representativo da estratégia utilizada para a validagcéo
da regulacao pos-transcricional de SMAD4 por miR-146b-5p utilizando o ensaio
de gene reporter luciferase estd mostrado na figura 8. Quarenta e oito horas
apos a transfeccéo células foram lavadas 2 vezes com PBS. A lise celular e a
reacdo de luminescéncia foram realizadas utilizando o kit Dual-Glo Luciferase
Assay (Promega) conforme instrucées do fabricante. A leitura do sinal de
luminescéncia foi realizada em placa opaca de 96 pogos, em lumindmetro
SpectraMax L (Molecular Devices, Sunnyvale, USA). Para a avaliacdo da
modulacao da via de TGF-B por miR-146b-5p na linhagem TPC-1, utilizamos o
plasmideo p3TP-Lux, que possui o gene da luciferase clonado sob o controle

de um promotor com elementos responsivos para a via de TGF- (Wrana et al.,
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1992). Para tanto, 5 x 10* células por poco foram semeadas em placas de 12
pocos. Apds 24 h do plagueamento, as células foram transfectadas ou ndo com
anti-miR-146b (25 nM) e 2,5 pg do vetor repérter p3TP-Lux, gentilmente doado
pelo Dr. Joan Massagué (Cancer Biology and Genetics Program, Memorial
Sloan-Kettering Cancer Center, New York, NY, USA). Apos 24 h de transfeccéo
as células receberam ou ndo rTGF-B1 (1 ng/mL) por 48 h. As células foram
entdo lavadas 2 vezes com PBS, lisadas e a reacdo de luminescéncia foi

realizada conforme mencionado.

SMAD4 wt SMAD4 Mut
/ 7/
7 4
ya /

Vi /l 7/ P
wt Luciferase Mut
+miR-146b +miR-146b +miR-146b
+ Anti-146b
RMNA ‘k
m — mRNA —_—— mRMNA — mMRNA _\&_
Traducdo l l Tradugéo l T~ Tradugéol P
Luciferina o Luc Luc
' i Luciferina i Luciferina

: Inibig&oda Tradugéo

Figura 8 - Ensaio de Gene Reporter Luciferase para a validac&o funcional de alvos de
miRNAs. O segmento contendo o potencial sitio de ligagdo de miR-146b-5p na
3UTR de SMAD4 é clonado em plasmideo pmiRGlo, em fusdo ao gene da
luciferase, genrando o plasmideo pmiRGlo-SMAD4-3'UTR-wt. A transfecgdo de
pmiRGlo-SMAD4-3'UTR-wt é realizada concomitantemente com pcDNA-miIR-
146b. Se miR-146b-5p se liga diretamente a 3'UTR de SMAD4, havera repressao
pos-transcricional do mRNA da luciferase, que resultard em diminuicdo dos niveis
de luminescéncia. Como controle, a co-transfec¢cdo com Anti-miR-146b (Anti-146b)
ou a transfeccdo de um plasmideo pmiRGlo-SMAD4 contendo muta¢des no sitio
de ligacdo de miR-146b-5p impedirdo a ligacdo de miR-146b-5p na 3’'UTR de
SMADA4, restaurando os niveis de luminescéncia.
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3.11 Tratamento das linhagens celulares com TGF-B1 recombinante

Para andlise da influéncia de miR-146b-5p na sinalizacdo TGF-(, as
linhagens PC-146b, PC-CMV-@, PC-CMV-146b e TPC-1 foram submetidas ao
tratamento com TGF-B1 recombinante (rTGF-B1, Peprotech, Rocky Hill, NJ,
USA) na concentragdo de 1 ng/mL. A linhagem PC-146b foi semeada em
densidade de 5 x 10* células, em placas de 60 mm de diametro e cultivadas na
presenca ou auséncia de doxiciclina por 72 h, quando foi adicionado rTGF-B1 a
cultura. Apos 24 h RNA total foi extraido como descrito no item 3.12.1. A
linhagem TPC-1 foi semeada em placas de 96 pocos, na densidade de 1 x 10*
células por poco, transfectadas com inibidor anti-miR-146b, conforme descrito
no item 3.9. Apdés 24 h da transfeccdo, rTGF-p1 foi adicionado a cultura,
seguido de mais 24 h de incubagdo e andlise de proliferacdo celular pelo
método de MTT, como descrito no item 3.15.2. Para analise em microscopia
confocal a laser, a linhagem TPC-1 foi semeada sobre laminulas em placas de
6 pocos, inibidor anti-miR-146b foi transfectado e apds 72 h de transfeccéo,

rTGF-B1 foi adicionado a cultura seguido de incubagéao por 1 h.

3.12 Andlise da expressao génica por PCR quantitativo em tempo real

3.12.1 Extracdo de RNA total

RNA total foi extraido das linhagens celulares em questdo (PC-146b
CTR e DOX, PTC3-5, PC-BRAF, PC-CMV-@ e -146b, TPC-1, BCPAP) baseado
em Chomczynski e Sacchi (1987), utilizando-se reagente Trizol (Invitrogen),

conforme instru¢cdes do fabricante.

3.12.2 Sintese de DNA complementar

A expressao do miR-146b-5p foi analisada através de ensaios de PCR
em Tempo Real utilizando o kit de quantificagdo de miRNAs Tagman® MIRNA
Assays especifico para este miRNA (Part Number 4373178, Applied
Biosystems). Este sistema utiliza sintese dirigida de cDNA para miR-146b-5p

pelo método Stem-Loop onde o primer especifico para 0 miRNA provoca a
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formacdo de um grampo sobre si mesmo, gerando maior estabilidade para a
transcricdo reversa (Chen et al.,, 2005), como mostrado na figura 9. Para
maximizar a sintese de cDNA deste miRNA, foi utilizado o kit TagMan®
MicroRNA Reverse Transcription (Applied Biosystems). Assim, de acordo com
instrucbes do fabricante, 10 ng de RNA total foram utilizados para a sintese, na
presenca de 1,5 yL de tampéo 10X, 0,15 yL de mix de dNTP (100 mM), 0,19
ML 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-146b-5p e 4 uL de
H.,O destilada e deionizada (ddH»0). A reacéo 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 Cyclogene (Thecne,
Inglaterra). A sintese de cDNA utilizada para a quantificacdo do controle
enddgeno e dos demais genes analisados foi realizada utilizando 1 ug de RNA
total, 1 yL de DTT (100 mM), 1 uL de inibidor de RNase (20 U/uL), 1 yL de mix
de dNTP (10 mM) e 1 pL de transcriptase reversa M-MLV (Murine-Moloney
Leukemia Virus, Invitrogen). A reacao foi mantida a 21 °C por 10 min, a 42 °C
por 30 min, seguida de inativacdo da transcriptase a 99 °C por 10 min, em
termociclador Cyclogene (Thecne, Inglaterra). A expressdo do miR-146b-3p,
miRNA maduro proveniente do braco 3’ de mir-146b, nédo foi analizada durante

este estudo.
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miRNA maduro RT primer
TITTTIrIT + TTTITTTITIITIT
;‘_J
regido complementar ao
miRNA de interesse

Sintese de cDNA dirigida

7/ Stem loop

D

.

PCR guantitativo 1

-

Desnaturacéo e
demais ciclos é

-

Rev primer

Fw primer TagMan probe

Figura 9 - Método Stem Loop para deteccdo da expressdo de miRNAs por PCR
gquantitativo. O RT-primer, que contém regido complementar ao miRNA de
interesse, é adicionado a sintese de cDNA. O RT-primer forma uma estrutura
secundéria em forma de grampo, formando um segmento dupla-fita, o qual servira
de molde para a transcrigdo reversa do cDNA dirigida para 0 miRNA de interesse.
Na reacdo de PCR, a estrutura secundaria é desnaturada e serve de template
para o primer reverso (Rev primer) e a sonda Tagman (TagMan probe). O primer
Forward (Fw primer) é especifico para o0 miRNA de interesse. (FAM) fluoréforo
reporter; (MGB) quencher néo fluorescente (Chen et al., 2005).

3.12.3 PCR quantitativo em tempo real

Para a quantificacdo do produto formado durante a reacdo de PCR para
MiRNA foi utilizado o kit Tagman® MIRNA Assay Tagman® (Applied
Biosystems). Assim, foram usados 1,33 uL da sintese de cDNA, 10 uL de
TagMan® MicroRNA Master Mix, No AmpErase (Applied Biosystems), 1 uL do
mix contendo sonda e primers especificos para miR-146b-5p e 7,67 uL de
ddH,0. Para a quantificacdo do produto formado durante a reacao de PCR para
MRNA foi utilizado o reagente SYBR® Green Dye (Applied Biosystems). As
reacoes foram realizadas em volume final de 20 pL, utilizando 5 yL de cDNA

diluido 10 vezes a partir do volume final da sintese de cDNA (~5 ng), 5 uL de
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primers especificos, e 10 yL do reagente 2X Master Mix SYBR® Green
(Applied Biosystems). As reacgdes foram realizadas em termociclador ABI 7300
Sequence Detection System® (Applied Biosystems) nas seguintes condi¢des:
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 gPCR utilizando SYBR® Green Dye, a especificidade
da reacdo foi avaliada, apdés o término da reacdo, através da andlise da
dissociacdo do produto amplificado. O programa 7300 SDS Software foi
utiizado para a analise dos dados obtidos. Uma lista com os primers
especificos sintetizados para a deteccdo da expressao de genes relacionados
com a diferenciacéo tiroideana, o ciclo celular e a via de TGF-3, assim como os

controles enddgenos utilizados, estd demonstrada na Tabela 4.

Tabela 4 - Oligonucleotideos usados para analise da expressédo génica.

Gene (espécie) Nome oficial N° de acesso Sequéncia (5'-3")

Smad4 (r) SMAD family member 4 NM_019275 Fw - CCCGAGTGCGTATATAAAGGTCTTT
Rev — CGCCTGCTGCTGCATCT
Myec (r) Myelocytomatosis oncogene  NM_012603.2 Fw — AAGAGCTCCTCGCGTTATTTGA
Rev — TCGTGACTGTCGGGTTTTCC
Taf-B1 (r) Transforming growth factor, NM_021578.2 Fw — AAGAAGTCACCCGCGTGCTA
beta 1 Rev — TGTGTGATGTCTTTGGTTTTGTCA
Nis (r) Solute carrier family 5 NM_052983.2 Fw — GATCCCCAGTTCTGGAATGGA
(sodium iodide symporter) Rev - AGAGATAGGAGATGGCGTAAAAGG
Tshr (1) Thyroid stimulating hormone NM_012888.1 Fw — TCGAGACTCACCTGAAGACCATT
receptor Rev — TCGCTGCAGAGTGGCATCTAT
Tpo (1) Thyroid peroxidase NM_019353.1 Fw — ACAGTTCTCCACGGATGCACTA
Rev — GGCAAGAAGCATCCTGACAGGTT
Tg (n) Thyroglobulin NM_030988.1 Fw — CTCAGGACGATGGGCTTATC
Rev - GTTCGGCCTTGGCTTTCTTC
Rpl19 (r) Ribosomal protein L19 NM_031103.1 Fw — CCAATGAAACCAACGAAATCG
Rev — TCAGGCCATCTTTGATCAGCTT
SMAD4 (h) SMAD family member 4 NM_005359 Fw — CAGGTGGCTGGTCGGAAA
Rev — AGATCAGGCCACCTCCAGAGA
CDKNZ1A (h) Cyclin-dependent kinase NM_000389.4 Fw — CTGGAGACTCTCAGGGTCGAA
inhibitor 1A (p21, Cip1) Rev — GGCGTTTGGAGTGGTAGAAATCT
TGF-B1 (h) Transforming growth factor, NM_000660 Fw — CGCGTGCTAATGGTGGAAA
beta 1 Rev -CGGAGCTCTGATGTTGTTGAA
NIS (h) Solute carrier family 5 NM_000453.2 Fw — AGTACATTGTAGCCACG
(sodium iodide symporter) Rev — CGGTCACTTGGTTCAGGAT
TSHR (h) Thyroid stimulating hormone ~ NM_000369.2 Fw — CCTTCACCTCACACGGGCT
receptor Rev -TGCTCTCATTACACATCAAGGACTC
TPO (h) Thyroid peroxidase NM_175719.3 Fw — ACGCCTCTGCGAGGTGC
Rev — TGCAAATCACCGTCGAGGT
TG (h) Thyroglobulin NM_003235.4 Fw — CCTGCTGGCTCCACCTTGTTT
Rev — CCTTGTTCTGAGCCTCCCATCGTT
RPL19 (h) Ribosomal protein L19 NM_000981.3 Fw — TCTCATGGAACACATCCACAA

Rev - TGGTCAGCCAGGAGCTTCTT

Nomes oficiais para Rattus norvegicus (r) e Homo sapiens (h) estdo grafados de acordo com
RGD - Rat Genome Database (http://rgd.mcw.edu/) e HGNC - HUGO Gene, respectivamente.
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3.12.4 Calculo da expressao génica diferencial

Primeiramente, para a quantificacdo da expressdao génica, a
concentracdo dos primers utilizados na reagdo de qPCR foi padronizada. A
concentracdo ideal de primers foi obtida realizando-se reacgdes utilizando
diferentes concentracdes de primers (entre 200 nM e 800 nM) e concentracdo
fixa de cDNA. Foi escolhida a menor concentracdo, sem formacao de dimeros,
que ndo comprometesse a curva de amplificacdo (Figura 10A). J& para miR-
146b-5p, visto que o ensaio € otimizado pelo fabricante, ndo foi realizada etapa
de padronizacéo. Pelo fato de ter sido escolhida a quantificacao relativa entre
as amostras, a eficiéncia de amplificacdo do produto teve de ser calculada.
Desta forma, foram realizadas cinco diluicbes seriadas do cDNA template e
uma curva-padréo foi construida, onde a média dos Cts obtidos em cada
diluicdo variava em fungao do logaritmo da concentragédo de cDNA (Figura 10B
e C). O coeficiente angular da reta obtida foi utilizado para o calculo da
eficiéncia de amplificagdo do produto, segundo a férmula: ef = 102 (sendo ef =
eficiéncia, a= coeficiente angular da reta). Foram aceitos valores de eficiéncia
entre 1,80 e 2,10. Para os ensaios de quantificacdo da expressdo génica
utilizando SYBR Green® foi realizada curva de dissociagdo para avaliacdo da
especificidade da reacgéo (Figura 10D). O calculo da expresséo relativa entre as
amostras foi realizado de acordo com a férmula descrita por Pfaffl (2001),
representada na figura 11. O gene RPL19, que codifica uma proteina
ribossomal, foi utilizado como normalizador (controle end6geno) nas reacdes
de gPCR para a analise de mRNA. Para a anéalise de miR-146b-5p foram
utilizados os normalizadores comerciais snoRNA e RNU6B (Applied
Biosystems) para a quantificacdo da expressao génica de rato e humano,

respectivamente.
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Figura 10 - Padronizacdo da reacdo de PCR quantitativo. (A) Diferentes concentracbes de
primers testadas em concentracdo fixa de cDNA. Por se tratarem de Kits
comerciais, esta etapa nado foi realizada para a deteccdo de miRNAs. (B)
Diferentes diluicdes seriadas de cDNA template (1:1, 1:10, 1:100, 1:1000). (C)
Curva-padrao obtida a partir das reacfes realizadas em B. (D) Curva de
dissociacdo utilizada para avaliar a especificidade da reagcdo e a possivel
formagédo de dimeros de primers. Por se tratarem de ensaio TagMan®, esta etapa
nao foi realizada para a deteccdo de miRNAs.
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Ef AIVO(Ct Controle - Ct Tratada)

Ef Endo (Ct Controle - Ct Tratada)

Figura 11 - Célculo da expressdo génica relativa. Formula utilizada para célculo da
expressdo génica relativa (Pfaffl, 2001). R, Raz&o da expressdo Tratada /
Controle; Ef alvo, eficiéncia do gene alvo; Ef Endo, Eficiéncia do gene endégeno.

3.13 Anédlise da expressao protéica por Western blot

3.13.1 Extracdo de proteinas

Para andlise da influéncia de miR-146b-5p sobre a expresséo protéica
de SMAD4, tanto nas linhagens PC-146b CTR e DOX, quanto na linhagem
TPC-1 e BCPAP, extrato total protéico foi extraido 72 h apds a indugdo com
DOX (descrito no item 3.5.2) ou transfeccéo de anti-miR-146b (descrito no item
3.9). Para tanto, as placas foram lavadas 2 vezes com PBS, e raspadas com
auxilio de “raspador” na presenga de 1 mL de PBS. O raspado foi coletado em
tubos de 1,5 mL e submetidos a centrifugacdo a 420 x g por 5 min a 4 °C. Apos
a remocao do sobrenadante, foram adicionados 100 uL de Tampéo RIPA (20
mM de Tris-HCI, pH 7,5, 150 mM de NaCl, 1% de Nonidet P-40, 0,5% de
desoxicolato de sédio, 1 mM de EDTA e 0,1% de SDS) e 10 yL de cocktail de
inibidores de proteases (Sigma, St. Louis, MO, USA). Apds incubacdo em gelo
por 10min, foi realizada nova centrifugacdo a 20800 x g por 5 min a 4 °C.
Finalmente, o sobrenadante contendo o extrato protéico total foi coletado em
novo tubo, quantificado segundo Bradford (1976) e armazenado em freezer -70
°C. O extrato protéico proveniente das fracdes nuclear e citoplasmatica de
células TPC-1 foi obtido utilizando o kit ProteoJET™ Cytoplasmic and Nuclear

Protein Extraction Kit (Fermentas) de acordo com instru¢oes do fabricante.
3.13.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE)
O equivalente a 40 ug de extrato protéico total, ou a 15 uyg dos extratos

protéicos nuclear ou citoplasmatico, adicionados de 1X Loading Buffer (0,5 M
de Tris-HCI, pH 6,8; 192 uL/mL de glicerol, 10% de SDS, 1% de azul de
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bromofenol e 10 pL/mL de B—mercaptoetanol) foram submetidos a incubacgéo a
99 °C por 10 min, e em seguida aplicados em cada canaleta do gel de
poliacrilamida. As amostras de proteina foram submetidas a eletroforese em
gel de poliacrilamida 10% em equipamento de eletroforese vertical Mini-
Protean® (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) usando tamp&o de corrida (25 mM de
Tris-HCI, 192 mM de glicina, 0,1% de SDS; pH=8,Laboratories). Em seguida,
as proteinas foram transferidas do gel para uma membrana de nitrocelulose
Hybond™ECL™ (GE Healthcare) em tampao de transferéncia de proteina
Towbin (25 mM de Tris-HCI, 192 mM de glicina e 20% de metanol; pH 8,3), por
16-18 h usando o equipamento de transferéncia Umida Mini-Protean® a

voltagem de 15 V.

3.13.3 Imunodeteccao

Apods a lavagem com solucdo PBS, as membranas foram incubadas com
solucéo de bloqueio (3% BSA em TBS) por 1 h. A membrana foi incubada com
anticorpo primario monoclonal especifico anti-SMAD4 (sc-7966), anti-Ciclina D1
(sc-753) e anti-Tubulina (sc-5286) e anti-Lamina A (sc-20680) (Santa Cruz
Biotechnology, Inc, Santa Cruz, CA, USA) e anti-Nis em diluicdo de 1:500, em 4
mL de solucdo PBS contendo 0,5% de leite desnatado (Molico, Nestlé, Sao
Paulo, Brasil) a 4 °C sob agitacdo constante por 16h. Apés 3 lavagens de 10
min com solugdo PBS-T (PBS contendo 0,1% de Tween 20), a membrana foi
incubada com anticorpo secundario anti-camundongo, conjugado a peroxidase
(GE Healthcare, NXA931), em diluicdo 1:1000, por 2 h a temperatura ambiente.
O complexo proteina-anticorpo foi detectado apds incubacdo da membrana
com solucao reveladora contendo 5,5 yL/mL de 50 mM p-cumarico, 25 uL/mL
de 50 mM luminol, 2,5 yL/mL de 3,6% H,O, em 1 mL de Tris-HCI (100 mM; pH
8,8) por 1 minuto e exposicdo da membrana em filme de Raios X (Kodak,
Rochester, NY, USA). A subunidade a da tubulina foi utilizada para a

normalizacédo da expressao protéica.
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3.14 Ensaio de imunofluorescéncia

A linhagem TPC-1 foi semeada sobre laminulas em placas de 6 pocos.
Inibidor anti-miR-146b foi transfectado conforme descrito no item 2.4. Apds 72
h de transfec¢do TGF-B foi adicionado a cultura. Apés 1h de tratamento com
TGF-B, as células foram lavadas 3 vezes com PBS, fixadas em 4%
Paraformaldeido, novamente lavadas 3 vezes com PBS e permeabilizadas com
Triton 0,5%. Apds bloqueio com BSA 1% por 30 min em PBS/Triton 0,5%, as
células foram lavadas com PBS por 3 vezes e incubadas por 2 h com anticorpo
especifico Anti-SMAD4 em diluicdo de 1:100. Apés 3 lavagens com PBS, as
células foram incubadas com anticorpo secundario anti-lgG de camundongo
conjugado a FITC na diluicdo de 1:300 por mais 2 h. Apds nova lavagem com
PBS, as células foram tratadas com 20 yg/mL RNase por 20min e coradas com
10 pg/mL iodeto de propideo (PI) por 2 min. Apos nova lavagem com PBS, as
laminulas foram destacadas de seus pocos e montadas em laminas para
microscopia. A aquisicdo das imagens foi realizada em Microscépio Confocal a
Laser Nikon Eclipse TE300 (Nikon).

3.15 Ensaios de proliferacao celular

3.15.1 Curva de crescimento

As linhagens PC-CMV-@ e -146b foram semeadas na densidade de 5 x
10* células/poco em placas de 6 pocos. Nos dias 0, +1, +3, +5, +7 e +9, as
células foram tripsinizadas e coletadas em tubos de 1,5 mL. Ja as linhagens
TPC-1 e BCPAP, por ser produto de transfeccéo transiente, foram semeadas
na densidade 5 x 10*células/poco em placas de 24 pocos. Nos periodos 24, 48
e 72 h, as células foram tripsinizadas e coletadas em tubos de 1,5 mL. Em
todos os casos, as ceélulas foram fixadas em 3,7% formaldeido e mantidas a 4
°C até o momento da contagem, a qual foi realizada utilizando-se uma camara

de Neubauer.
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3.15.2 Ensaio de MTT

O MTT é um ensaio colorimétrico quantitativo baseado na clivagem do
sal amarelo brometo de difenil tetrazolio (MTT) pela enzima mitocondrial
dehidrogenase e a subsequente formacdo do cristal azul escuro insoltvel, que
se acumula somente no interior das células viaveis. A absorbancia detectada
em espectrofotdmetro € diretamente proporcional ao numero de células viaveis.
As células foram semeadas em placa de 96 pocos na densidade de 1 x 10*
células por pogco. MTT (Amresco, Solon, OH, EUA) foi adicionado 24 h apés a
transfeccdo com antimir-146b, seguido de incubacdo por 3 h. Apds este
periodo, as células foram solubilizadas com uma solucéo de isopropanol/ HCL
0,4 M e a leitura do sinal foi realizada em espectrofotbmetro SpectraMax Plus

(Molecular Devices, Sunnyvale, EUA).

3.16 Analise do ciclo celular

Para anélise do ciclo de celular de PC-CMV-@ e -146b, 5 x 10° células
foram semeadas em placas de 6 poc¢os. No dia seguinte, o0 meio de cultura foi
substituido por meio de cultura sem SFB e sem horménio TSH para a
sincronizacdo das células em fase GO/G1l. ApGs 24 h o meio foi hovamente
substituido por meio contendo SFB, contendo ou ndo TSH, e contendo ou néo
1 ng/mL TGF-, dependendo do grupo a ser estudado. Nos periodos 0, 6 e 12
h, as células foram lavadas com PBS, tripsinizadas e centrifugadas a 500 x g
por 10 min. As células foram entdo ressuspendidas em 1 mL de Tampéo (6,1
mM Glicose, 137 mM NaCl, 4,4 mM KCI, 1,5 mM Na;HPOy4, 0,9 mM KH,PO, e
0,5 mM EDTA) seguido de adicdo de 3 mL de 100% etanol, para a fixacéo, e
incubacédo por 30 min. Apds nova centrifugacdo a 500 x g por 10 min e lavagem
com PBS, as células foram ressuspendidas em 1 mL de PBS contendo 5 mM
EDTA, 50 uyg/mL Pl e 0,3 uyg/mL RNaseA, e finalmente incubada por 1 h a
temperatura ambiente. As leituras do conteudo de DNA celular, corado com
iodeto de propideo, foram realizadas em Citdbmetro de Fluxo Guava EasyCyte
Mini (Guava Technologies, CA, USA). Para a correta normalizacdo dos dados,
foram captados os dados de fluorescéncia de 10000 eventos para cada

amostra.
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3.17 Anédlise de morte celular

Os indices de morte celular, necorse e apoptose, foram medidos nas
linhagens PC-CMV-@ e -146b. Para tanto, as linhagens foram semeadas em
densidade de 5 x 10° células em placas de 6 pocos. Apés 48 h, 1 ng/mL TGF-B
foi adicionado ao meio de cultura aos grupos correspondentes. Apds 24 h, o
meio de cultura foi coletado para a preservacao 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 2-3 x 10°
células foram ressuspendidas em 1X Annexin-V Binding Buffer, parte do Kit
ApoTarget Annexin-V FITC Apoptosis (Invitrogen), seguindo instrucdes do
fabricante para a incubacdo com Annexin-V FITC e iodeto de propideo. As
leituras de morte celular foram realizadas em citdbmetro de fluxo Guava
EasyCyte Mini (Guava Technologies). Foram consideradas células viaveis
aguelas com baixa marcacdo para FITC e PIl. Células em apoptose foram
consideradas aqueles com alta marcacdo para FITC e células em necrose
aguelas com baixa marcagcdo para FITC e alta marcacdo para Pl. Para a
correta normalizacdo dos dados, foram captados os dados de fluorescéncia de
10000 eventos para cada amostra.

3.18 Analise estatistica

Os resultados obtidos nas andlises por PCR em Tempo Real, curva de
crescimento e MTT foram submetidos a andlise 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 padrao. Foi utilizado o teste t de Student para analises de apenas duas
populac6es de dados e o teste Two-Way ANOVA para comparacdes entre trés
ou mais grupos de dados. As diferencas foram consideradas estatisticamente

significativas quando p<0,05.



57

4 RESULTADOS

4.1 Influéncia da via MAPK sobre a expressdo de miR-146b-5p em célula

folicular normal e tumoral de tiréide

MiR-146b-5p é um dos miRNAs mais expressos em PTCs (Cabhill et al.,
2006; He et al., 2005a). Dado que alteracdes genéticas na via MAPK séo
encontradas em aproximadamente 70% dos PTCs, verificamos a influéncia da
ativacdo ou inibicdo da via MAPK sobre a expressdo de miR-146b-5p. Para
tanto, realizamos a analise do perfil de expressdo de miR-146b-5p em
linhagens celulares PTC-3/5 e PC-BRAF, derivadas da linhagem de célula
folicular normal PCCL3, que expressam, respectivamente, 0S oncogenes
RET/PTC3 e BRAFT1799A de maneira induzida por doxiciclina (Ricarte-Filho et
al.,, 2009; Wang et al., 2003). A inducdo do oncogene RET/PTC3 com
doxiciclina por 72 h amentou a expressdo de miR-146b-5p em 2,5 vezes,
enquanto a indugdo do oncogene BRAFT1799A aumentou a expressao de
miR-146b-5p em cerca de 10 vezes (Figura 12A).

Para verificar se a influéncia da via MAPK sobre a expressdo de miR-
146b-5p ocorre em modelo tumoral, utilizamos as linhagens TPC-1 e BCPAP,
as quais possuem espontaneamente 0s oncogenes RET/PTCl e
BRAFT1799A, respectivamente. Para inibicdo da via MAPK, utilizamos os
compostos PD98059 e U0126, inibidores especificos de MEK1 e MEK1/2,
respectivamente. O tratamento das linhagens com os inibidores da via MAPK
promoveu diminuicdo da expressdao de miR-146b-5p em ambas as linhagens
(Figura 12B). Estes dados sugerem a regulacdo do miR-146b-5p pela via
MAPK no cancer de tiréide.

Ao realizarmos uma analise computacional da regido promotora do gene
MIR146B, encontramos sequéncias de sitios de ligacdo para fatores de
transcricdo comumente ativados por ERK1/2. Dentre eles estédo, por exemplo,
AP1, STAT, EGR2, ELK1, c-ETS e C/EBP2 (Cargnello e Roux, 2011; Schafer e
Sers, 2011). Uma lista contendo uma amostra representativa dos fatores de
transcricdo que potencialmente se ligam a regido promotora de miR-146b-5p
esta mostrada na tabela 2. Estes sitios de ligacédo foram identificados até 1000
bp & montante do sitio de inicio detranscricdo de mir-146b, distribuindo-se em
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trés regides distintas: entre -1000 e -800bp, entre -660 e -200bp e entre -130 e
+1bp (Figura 13). Nenhuma ilha de CpG foi encontrada, descartando, assim, a
possivel regulacdo da expressdo de MIR146B por metilacdo de sua regido

promotora.

PTC/3-5 BRAF

154
101

T

miR-146b-5p/snoRNA (u.a.)
N
miR-146b-5p/snoRNA (u.a.)

C'i'R RET/PTC3 CTR BRAF
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1.0 1.0

0.54

miR-146b-5p/RNU6B (u.a.)
o
g
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T 0.0 T
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Figura 12 - A regulacdo da expressdo de miR-146b-5p pela via MAPK. (A) As linhagens
celulares PTC3-5 e PC-BRAF, que super-expressam respectivamente o0s
oncogenes RET/PTC3 e BRAFT1799A de maneira induzivel por doxiclina, foram
semeadas em placas de 60 mm na densidade de 5 x 10° células. Doxiciclina (1
pg/mL) foi adicionada ao meio para a indugdo dos oncogenes. Apos 72 h de
inducdo, RNA total foi extraido para a sintese de cDNA dirigida para miR-146b-5p.
O gene snoRNA foi utilizado como normalizador da reacdo. (B) As linhagens
celulares TPC-1 e BCPAP, as quais expressam espontaneamente 0s oncogenes
RET/PTC1 e BRAFT1799A, respectivamente, foram semeadas em placas de 60
mm na densidade de 5 x 10° células. Os inibidores PD09859 (20 uM) e U0O126 (10
puM) foram adicionados a cultura. Apds 72 h RNA total foi extraido para a sintese
de cDNA dirigida para miR-146b-5p. O gene RNU6B foi utilizado como
normalizador da reacdo. Os valores no eixo Y estdo mostrados em unidades
arbitrarias (u.a.). Barras representam desvio-padrao. Amostra representativa de
trés experimentos independentes.
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Figura 13 - Analise in silico da regido promotora do gene MIR146B. (A) Visualizagdo da
regido promotora de MIR146B, de acordo com a interface grafica gerada pelo
programa BLAT. O segmento correspondente a sequéncia do precursor mir-146b
foi submetido a alinhamento contra a sequéncia do genoma humano utilizando o
programa BLAT (www.genome.ucsc.edu/blat). Foi obtida sequencia de 1 kb &
montante da sequencia de mir-146b (representada na figura como ‘YourSeq)). A
seta vermelha sugere probabilidade de ocorréncia de elementos regulatérios,
segundo andlise bioinformética de acetilagdo da lisina 27 da histona H3 em
linhagens celulares (segundo o Encyclopedia of DNA Elements, ENCODE,
http://genome.ucsc.edu/ENCODE/). As linhas tracejadas indicam a regido
escolhida para posterior andlise pelo programa Transcription Element Search
System (TESS, University of Pennsylvania, http://www.cbil.upenn.edu/cgi-
bin/tess/tess). (B) Sitios putativos de ligagdo para fatores de transcricdo na regido
promotora de mir-146b segundo o programa TESS.



Tabela 5 - Andlise in silico da regido promotora de MIR146B.
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Fator de Namero Relacionado
transcricio de sitios Posigédo (a partir do nucleotideo +1) avia Referéncia
¢ preditos MAPK?
AP1 3 -593, -488, -78 v (Morel e Berenbaum,
2004)
AP2 2 -730, -336
ARP1 1 -565
ATBP 1 -413
BSAP 1 -747
C/EBPq, B 2 -340, -69 v (Cargnello e Roux,
2011)
c-Etsl 1 -281 v (Cargnello e Roux,
2011)
c-Ets2 3 -964, -185, -108 v (Cargnello e Roux,
2011)
c-Jun 1 -100 v (Schafer e Sers, 2011)
c-Myb 4 -11, -954, -940, -84 v (Cargnello e Roux,
2011)
c-Myc 1 -1 v (Cargnello e Roux,
2011)
E2A 1 -271
EGR2 2 -809, -912 v (Schafer e Sers, 2011)
Elf1 2 -217, -839 v (Schafer e Sers, 2011)
Elk1 4 -280, -937, -395, -296 v (Janknecht et al.,
1993)
ER 1 -99
Era 5 -788, -913, -810, -907, -804
GAGA 7 -999, -995, -357, -592, -997, -993, -718
GATA 6 -661, -617, -419, -434, -472, -556 v (Yu et al., 2005)
HOXA5 1 -309
MyoD 1 -1
NF1 17 -894, -868, -856, -821, -680, -634, - v (Zheng et al., 2010)
629, -619, -602, -447, -442, -347, -340,
-285, -90, -69, -7
NF-kap 1 -413 v (Cargnello e Roux,
2011)
OctR 1 -381
PU1 6 -217, -839, -858, -338, -937, -364 v (Schafer e Sers, 2011)
RARa, B, Y 2 -565, -99 v (Schafer e Sers, 2011)
Spl 19 -968, -932, -909, -867, -812, -806, - v (Benasciutti et al.,
801, -798, -790, -785, -782, -778, -713, 2004)
-446, -336, -323, -283, -242, -131
SRY 4 -14, -45, -551, -923 v (Schafer e Sers, 2011)
STAT 1 -831 v (Ihle, 1996)
T3Ra 4 -99, -651, -690, -368
TTF1 1 -976
USF1 1 -598

4.2 Busca por potenciais alvos de miR-146b-5p

Para

identificar

potenciais alvos de miR-146b-5p,

utiizamos os

programas computacionais disponiveis online TargetScan (Lewis et al., 2005)
e PICTAR (Krek et al., 2005). Pelo fato dos miRNAs ndo necessitarem de

pareamento perfeito com seus alvos, os algoritmos computacionais geram
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listas extensas, muitas vezes atribuindo centenas de alvos preditos (Tabela 6).
Dentre o0s potenciais alvos preditos, encontram-se alvos ja validados
funcionalmente, como, por exemplo, os genes IRAK1l, TRAF6 e MMP16
(Taganov et al., 2006; Xia et al., 2009). Entre os alvos preditos de miR-146b-5p
ainda ndo validados funcionalmente destaca-se SMAD4 (Smad family member
4/ mothers against DPP homolog 4 (Drosophila)), um importante membro efetor
da via de TGF-B (Figura 14).

Tabela 6 - Amostra representativa de alvos preditos para miR-146b-5p, de acordo com os
programas TargetScan e Pictar.

Simbolo Descrigao Banco
ABC ATP-binding cassette, sub-family C, Resisténcia a droga Pictar
member 6 isoform 2
TRAF6 TNF receptor-associated factor 6 Transdugéo de sinal TargetScan, Pictar
IRAK1 Interleukin-1 receptor-associated kinase 1 Transdug&o de sinal TargetScan, Pictar
SMAD4 Smad family member 4/ mothers against Transdugéo de sinal TargetScan, Pictar
DPP homolog 4
MAP3K8 Mitogen-activated protein kinase kinase Transdugéo de sinal Pictar
kinase 8
MMP16 Matrix metallopeptidase 16 (membrane- Remodelamento da TargetScan
inserted) matrix extra-celular
ERBB4 v-erb-a erythroblastic leukemia viral Transdugéo de sinal TargetScan

oncogene homolog 4

TargetScanHuman

Prediction of microRNA targets Release 5.1: April 2009

Human | miR-146
130 conserved targets, with a total of 135 conserved sites and 39 poorly conserved sites.
Table sorted by total context score [Sort table by aggregate P]

Genes with only poorly conserved sites are not shown [View top predicted targets, irespective of site consen

Target
e Gene name Tmer-|7mer-
m8 | 1A

ZNF826 zinc finger protein 826 1 1 0 0
TRAFG TNF receptor-associated factor 6 2 2 0 0
IRAK1 interleukin-1 receptor-associated kinase 1 2 2 0 0
ZBTB2 zinc finger and BTB domain containing 2 1 1 0 0
EIF4G2 eukaryotic franslation initiation factor 4 gamma, 2 1 1 0 0
heterogeneous nuclear ribonucleoprotein D (AU-rich element RNA
FANRNPD i ding protein 1, 37kDa) IR
SORT1 sortilin 1 1 1 0 0
KLF7 Kruppel-like factor 7 (ubiquitous) 1 1 0 0
| smAD4  SMAD family member 4 1 1 0 o |
v-abl Abelson murine leukemia viral oncogene homolog 2 (arg, Abelson-
AL related gene) l ; L v
ZNF532 zinc finger protein 532 1 0 1 0
USP3 ubiquitin specific peptidase 3 1 1 0 0
FBXW2 F-box and WD repeat domain containing 2 1 1 0 0
DNAL1 dynein, axonemal, light chain 1 1 1 0 0
GOSR1 golgi SNAP receptor complex member 1 1 0 0 1
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TargetScanHuman

Prediction of microRNA targets Release 5.1: April 2009
[

Human SMAD4 3'UTR

4 ! L ! !
+ t + t t

k 1k 2k 3k A4k
Gene
Human SHADG WM_005359 37 UTR length:5593

Conserved sites for niRMA fanilies broadly conserved among vertebrates

niR-205 miR-144  miR-130/301 miR-135  miR-204/211
1 1 | 1 1
miR-26ah/1297 miR-3da/34b-Gp/ 340/ 340-5p,449,/449abc,/699
1 1
miR-14 :1 g ImiR—lQ iniR—124f506
niR-1/206 miR-22
1 1
miR-190
1
[Show conserved sites for miRNA families conserved only among mammals] K_”" o - . 3
[Show poorly conserved sites and sites for poorly conserved miRMA families] Sites wilh higher probability of preferential mrrs?walm-n
[View SVG image of miRNA sites] M Smer [ 7mer-ms [ 7mer-1A [ 3" comp
[V?ew table of miRNA sites] Sites with lower probability of preferential conservation
[View human genome browser (Mar 06])] W 8mer W 7mer-m& [l mer-1A |l 3 comp®

Niew himan nennmea hrmwear (Fah 0191

Conserved

predicted consequential pairing of target

region (top) and miRNA (bottom)

Position 390-396 of SMAD4 3' UTR 5" .. .UUUUARRGGCAGRGRAGUUCUCA. ..
e 8mer

hsa-miR-146a 3! UUGGGUACCUURAGUCARGRAGT

Position 390-396 of SMAD4 3' UTR 5" .. .UUUUARRGGCAGAGRAGUUCUCA. . .
e B8mer

hsa-miR-146b-5p 3 UCGGAUACCUUAAGUCRARGAGT

Context score and features that contribute to the context score are evaluated as in Grimson et al., 2007.

Conserved branch lengths and PCT are evaluated as in Friedman et al., 2008.
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Figura 14 - SMAD4 como um potencial alvo de miR-146b-5p. (A) Identificacdo de alvos
potenciais de miR-146b-5p no programa TargetScan (www.targetscan.org). (B)
Visualizagédo da regiao 3'UTR do gene SMAD4 e do sitio predito de ligacdo de
miR-146b-5p. (C) Visualizag&o do sitio predito de ligagdo de miR-146b-5p a regido
3 UTR de SMADA4. (D) ldentificacdo de alvos potenciais de miR-146b-5p no
programa PICTAR (http://pictar.mdc-berlin.de/). (E) Visualizacdo do contexto
gendmico do gene SMAD4, evidenciando o potencial sitio de ligacdo de miR-146b-
5p a sua 3’'UTR (no retangulo vermelho), segundo o programa PICTAR.

4.3 Validacdo de SMAD4 como alvo de regulacédo pés-transcricional de
miR-146b-5p

Para verificar se miR-146b-5p é capaz de interagir com a 3’UTR de SMAD4
e promover sua repressao pos-transcricional, dois vetores para ensaio de gene
repérter (Luciferase) foram construidos: pmiRGlo-SMAD4-3'UTR-wt, que
contém o potencial sitio de ligacdo de miR-146b-5p na 3’'UTR de SMAD4 a
jusante do gene reporter Luciferase; pmiRGlo-SMAD4-3'UTR-Mut, no qual o
potencial sitio de ligagdo de miR-146b-5p na 3'UTR de SMAD4 contém
mutacBes que inviabilizam a ligacdo entre o0 miRNA e o transcrito-alvo (Figura
15A). Para minimizar a interferéncia do mRNA enddgeno de SMAD4 utilizamos
a linhagem de células de carcinoma anaplasico de tir6ide ARO, a qual possui
baixos niveis transcricionais de SMAD4 e niveis ndo detectaveis de sua
proteina resultante (Figura 15B). Foram realizadas transfec¢des de plasmideo
reporter (pmiRGlo-SMAD4-3'UTR-wt ou Mut) com e sem co-transfecgdo com
pcDNA-146b, que expressa miR-146b-5p de forma estavel. Como controle, foi
realizada co-transfeccdo com anti-miR-146b. Como mostrada na Figura 15C,
a expressdao de miR-146b-5p reduziu a atividade da luciferase. No entanto, a
co-transfeccdo com anti-miR-146b, assim como a utilizacdo de plasmideo
reporter mutante (pmiRGlo-SMAD4-3’'UTR-Mut) ou ainda a expressao de outro

mMiRNA, o miR-21, ndo produziram alteragcdes nos niveis de luminescéncia,
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demonstrando, assim, a efetiva ligacdo de miR-146b-5p no sitio predito e a

consequente repressao pos-transcricional de SMADA4.
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Figura 15 - Validacéo da ligacdo de miR-146b-5p a 3’'UTR de SMAD4. (A) Sitio predito de

ligagdo de miR-146b-5p a 3’'UTR de SMAD4 e plasmideos usados para o ensaio
de gene reporter. O sitio predito de ligagdo de miR-146b-5p a 3’'UTR de SMAD4 foi
clonado em plasmideo pmiR-Glo, gerando o plasmideo pmiRGlo-SMAD4-3'UTR-
wt. O plasmideo pmiRGlo-SMAD4-3'UTR-Mut, que contém muta¢des na 3'UTR de
SMAD4, que inviabilizam a ligacdo entre miR-146b-5p e SMAD4, foi utilizado
como controle. (B) Ensaios de Western blot e qPCR evidenciando baixos niveis
génicos e niveis protéicos indetectaveis de SMAD4. Para ensaio de Western blot,
1 x 10° foram semeadas em placas de 100 mm. Apés 72 h o extrato protéico total
foi extraido, 40 pg foram por separados em eletroforese em gel de poliacrilamida
(PAGE) e utilizados para ensaios de Western blot. A proteina a-Tubulina foi
utilizada como normalizador. (C) Os respectivos plasmideos para gene reporter
foram transfectados sozinhos (SMAD4-wt, SMAD4-Mut); co-transfectados em
combina¢cdo com pcDNA3.1-miR146b (SMAD4-wt + miR146b, SMAD4-Mut +
miR146b); com anti-miR-146b (SMAD4-wt + miR146b + Anti-146b), ou com
pcDNA3.1-miR-21 (SMAD4-wt + miR-21). Amostra representativa de trés ensaios
independentes. Barras representam desvio-padrdo. (***) p<0,001.
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4.4 Regulacdo pos-transcricional de SMAD4 por miR-146b-5p em

linhagens de células foliculares normal e tumoral de tiréide

Para investigar o papel de miR-146b-5p em células foliculares,
utiizamos a linhagem de célula folicular normal de rato PCCL3, a qual foi
transfectada com plasmideo pUHG-146b, gerando a linhagem PC-146b. Este
plasmideo contém a regido genémica de miR-146b-5p sob o controle de um
promotor responsivo a doxiciclina. Ensaios de qPCR confirmaram a inducéo da
expressdo de miR-146b-5p em mais de 80 vezes apds 96 h de inducdo com
doxiciclina (Figura 16A). Os niveis transcricionais e protéicos de SMADA4
apresentaram-se reduzidos na linhagem PC-146b apo6s a indugdo de miR-
146b-5p (DOX, Figura 16B e C).
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Figura 16 - Regulagado poOs-transcricional de SMAD4 por miR-146b-5p na célula folicular.
(A) Confirmacédo da inducdo da expressdo de miR-146b-5p na linhagem PC-146b
apo6s indugdo com doxiciclina. 5 x 10° células foram semeadas em placas de 60
mm e submetidas (DOX) ou ndo (CTR) ao tratamento com doxiciclina por até 96h.
RNA total extraido nos periodos 0, 24, 48, 72 e 96 horas foi utilizado para sintese
de cDNA e para a subseqiiente quantificacdo da expressdo de miR-146b-5p. (B)
Regulacdo dos niveis transcrcionais de SMAD4 por miR-146b-5p. 5 x 10° células
foram semeadas em placas de 60 mm e submetidas (DOX) ou ndo (CTR) ao



66

tratamento com com doxiciclina nas concentragdes 0,1 pyg/mL e 1 pyg/mL por 72 h.
RNA total foi extraido e utilizado para a deteccdo de miR-146b-5p e SMAD4. Os
valores no eixo Y a esquerda representam a quantificacdo relativa dos niveis
transcricionais de miR-146b. Os valores no eixo Y a direita representam a
quantificacdo relativa dos niveis transcricionais de SMAD4. (A,B) Os genes
snoRNA e Rpl19 foram utilizados como normalizadores das reag¢fes para miR-
146b-5p e SMAD4, respectivamente. Os valores no eixo Y estdo mostrados em
unidades arbitrarias (u.a.). (C) Regulagéo dos niveis protéicos de SMAD4 por miR-
146b-5p. 1 x 10° células foram semeadas em placas de 100 mm e submetidas
(DOX) ou ndo (CTR) ao tratamento com com doxiciclina por 72 h. Para cada
amostra, 40ug do extrato protéico total extraido foram por separados em
eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) e utilizados para ensaios de Western
blot utilizando anticorpo monoclonal especifico para SMAD4. A proteina a-
Tubulina foi utilizada como normalizador. Amostra representiva de trés
experimentos independentes. Barras representam desvio-padrao.

Para avaliar o papel de miR-146b-5p no céncer de tirdide, utilizamos o
oligonucleotideo modificado anti-miR-146b para inibir especificamente o0 miRNA
miR-146b-5p maduro na linhagem de carcinoma papilifero de tir6ide TPC-1, a
qual expressa altos niveis de miR-146b-5p (Cahill et al.,, 2006), e possui
espontaneamente o rearranjo cromossémico RET/PTC1. A inibicdo especifica
de miR-146b-5p foi confirmada por qPCR (Figura 17A). Ensaios de Western
blot mostraram aumento dos niveis protéicos de SMAD4 apGs a supressao da
expressdo de miR-146b-5p (Figura 17B). Resultados semelhantes foram

obtidos utilizando outra linhagem de carcinoma papilifero, BCPAP, a qual

expressa espontaneamente a mutacdo BRAFT1799A.
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Figura 17 - Regulacdo pos-transcricional de SMAD4 por miR-146b-5p no cancer de
tirdide. (A) Confirmacgéo da inibicdo da expressdao de miR-146b-5p nas linhagens
TPC-1 e BCPAP. 5 x 10° células foram semeadas em placas de 60 mm e
transfectadas com oligonucleotideo inibidor de miR-146b-5p (Anti-146b) em duas
diferentes concentracdes: 10 nM e 25 nM. As linhagens TPC-1 e BCPAP
submetida apenas a transfeccdo com o reagente de transfeccao (Mock) foram
utilizadas como referéncia. O miRNA miR-1 foi utilizado como controle negativo
do silenciamento de miR-146b-5p. RNA total foi extraido ap6s 72 h de transfeccao
transiente foi utilizado para sintese de cDNA e para a subseqiiente quantificacao
da expressdo de miR-146b. A expressdo de RNUG6B foi utilizada para normalizar a
reacdo. Os valores no eixo Y estdo mostrados em unidades arbitrérias (u.a.). (*)
p<0,05; (**) p<0,01. (B) Regulacdo dos niveis transcricionais de SMAD4 por miR-
146b-5p. 5 x 10° células foram semeadas em placas de 60 mm e transfectadas
com oligonucleotideo inibidor de miR-146b-5p (Anti-146b) nas concentragbes 10
nM e 25 nM por 72 h para a subsequente extracdo de RNA. Os valores no eixo Y
a esquerda representam a quantificagdo relativa dos niveis transcricionais de
miR-146b-5p. Os valores no eixo Y a direita representam a quantificacéo relativa
dos niveis transcricionais de SMAD4. Os genes RNU6B e RPL19 foram utilizados
como normalizadores das reacfes para miR-146b-5p e SMAD4, respectivamente.
(C) Regulacio dos niveis protéicos de SMAD4 por miR-146b-5p. 1 x 10° células
foram semeadas em placas de 100 mm e submetidas (Anti-146b) ou ndo (Mock) a
transfeccdo com anti-miR-146b por 72 h. Para cada amostra, 40 ug do extrato
protéico total extraido foram por separados em eletroforese em gel de
poliacrilamida (PAGE) e utilizados para ensaios de Western blot. A proteina a-
Tubulina foi utilizada como normalizador. Amostra representativa de trés
experimentos diferentes. Barras representam desvio-padréo.
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4.5 Modulacao da via de sinalizacéo de TGF- por miR-146b-5p

Para verificar qual a influéncia de miR-146b-5p sobre a via de TGF-B, a
expresséo de miR-146b-5p foi induzida com doxiciclina na linhagem PC-146b e
0 nivel da expressdo génica de Myc, um alvo conhecido de represséo
transcricional da via de TGF-B, foi quantificado. A inducdo da expressédo de
miR-146b-5p resultou em aumento dos niveis transcricionais de Myc.
Interessantemente, a inducdo da expressdo de miR-146b-5p também
aumentou a expressao génica de TGF-B71 (Figura 18A). Para verificar a
influéncia de miR-146b-5p na transducdo do sinal de TGF-B, induzimos a
expressdo de miR-146b-5p na linhagem PC-146b com doxiciclina e
subsequentemente adicionamos TGF-B1 recombinante (rTGF-B1) a cultura.
Dado que os niveis transcricionais de SMAD4 sdo modulados pela via de TGF-
B (D'Inzeo et al., 2010; Matsuo et al., 2006) utilizamos a expressao génica de
SMAD4 como reporter para o status funcional da via de TGF- (Figura 18B). A
inducdo de miR-146b-5p reduziu a ativacdo da expressdo de Smad4 pelo
tratamento com rTGF-B1, em relagdo ao grupo tratado com rTGF-f sem
inducdo de miR-146b-5p. Na linhagem tumoral TPC-1, a inibicdo de miR-146b-
5p aumentou a expressdo génica do inibidor de kinase dependente de ciclina
1A, CDKNZ1A, gene-alvo ativado transcricionalmente pela via de TGF-B (Figura
19A). A supressdo de miR-146b-5p também diminuiu 0s niveis génicos de
TGF-B1. O tratamento da linhagem celular TPC-1 com rTGF-B1 ndo modula os
niveis transcricionais de SMAD4. No entanto, a supressao de miR-146b,
combinada a estimulacdo com rTGF-B1, aumentou o0s niveis transcricionais de
SMAD4 (Figura 19B).
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Figura 18 - Modulacéo de genes-alvo da via de TGF-B por miR-146b-5p na célula folicular.

TGFAL/RPLI9 (u.a.)

Figura 19 -

(A) Influéncia de miR-146b-5p na expressdo de genes-alvo da via de TGF-B. 5 x
10° células foram semeadas em placas de 60 mm e submetidas (DOX) ou nao
(CTR) ao tratamento com doxiciclina por 72 h. RNA total extraido foi utilizado para
sintese de cDNA para a subseqiiente quantificacdo da expressao génica de c-Myc
e TGF-B1. Os valores no eixo Y estdo mostrados em unidades arbitrarias (u.a.).
(B) Influéncia de miR-146b-5p na transducéo do sinal de TGF-f. 5 x 10° células
foram semeadas em placas de 60 mm e submetidas (DOX) ou ndo (CTR) ao
tratamento com doxiciclina. Apds 72 h de indug¢éo de miR-146b-5p com doxiciclina,
TGF-B1 recombinante (rTGF-B1, 10 ng/mL) foi adicionado ao meio de cultura.
RNA total foi extraido 24 h depois para a subsequliente quantificacdo da expressao
génica de SMADA4. (A,B) O gene Rpl19 foi utilizado como normalizador da reacao.
Os valores no eixo Y estdo mostrados em unidades arbitrarias (u.a.). Barras
representam desvio-padrdo. Dados representivos de trés experimentos
independentes. (*) p < 0,05. (**) p < 0,01, (***) p<0,001.
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Modulacdo de genes-alvo da via de TGF-B por miR-146b-5p no cancer de
tirdide. (A) Influéncia de miR-146b-5p na expressdo de genes-alvo da via de
TGF-B. 5 x 10° células foram semeadas em placas de 60 mm e transfectadas
(Anti-146b) ou ndo (Mock) com anti-miR-146b por 72 h. RNA total extraido foi
utilizado para sintese de cDNA para a subsequiente quantificacdo da expresséo
génica de TGF-B1 e CDKN1A/p21. Os valores no eixo Y estdo mostrados em
unidades arbitrarias (u.a.). (B) Influéncia de miR-146b-5p na transducao do sinal
de TGF-B. 5 x 10° células foram semeadas em placas de 60 mm e transfectadas
(Anti-146b) ou ndo (Mock) com anti-miR-146b por 72 h. Apés 72 h da
transfeccéo, TGF-B1 recombinante (rTGF-B1, 10 ng/mL) foi adicionado ao meio
de cultura. RNA total foi extraido 24 h para a subseqlente quantificagdo da
expressdo génica de SMAD4. (A,B) O gene Rpll9 foi utilizado como
normalizador da reacdo. Os valores no eixo Y estdo mostrados em unidades
arbitrarias (u.a.). Barras representam desvio-padrao. Dados representivos de trés
experimentos independentes. (*) p < 0,05.
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Na auséncia do sinal de TGF-B, SMAD4 encontra-se distribuido entre o
citoplasma e o nucleo, participando de translocacdo dinamica entre os dois
compartimentos celulares (Hill, 2009). Para avaliar o potencial da inibicdo de
miR-146b-5p na restauracdo da transducéo do sinal de TGF-B, realizamos a
deteccdo da localizacdo subcelular de SMAD4 em células TPC-1 por
imunofluorescéncia em microscopia confocal a laser. Células TPC-1 foram
transfectadas ou ndo com anti-miR-146b, e subsequentemente tratadas ou nao
com TGF-B1 recombinante. Ap6s o tratamento com rTGF-B1, houve pequeno
acumulo de SMAD4 nuclear (Figura 20). A supressdo de miR-146b-5p, restaura
a translocacdo de SMAD4 em resposta ao estimulo de TGF-, promovendo
acumulo macico desta proteina no ndcleo. Analisando os niveis protéicos de
SMAD4 em ensaio de Western blot utilizando extratos protéicos das fracfes
nuclear e citoplasmética, obtidos dos mesmos grupos, observamos maior
acumulo nuclear de SMAD4 apos transfeccdo de anti-miR-146b e tratamento
com rTGF-B1 (Figura 21A). O ensaio de gene reporter utilizando o plasmideo
p3TP-Lux, o qual permite a quantificacdo da atividade da via de TGF-f3, revelou
aumento da atividade desta via apos a transfeccdo com anti-miR-146b (Figura
21B). Além disso, em ensaio de viabilidade celular (MTT) células TPC-1
transfectadas com anti-miR-146b e submetidas ao tratamento com rTGF-1
apresentaram maior resposta ao sinal de TGF-f3, reduzindo a viabilidade celular

24 h apés o tratamento (Figura 21C).
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Figura 20 - Modula¢ado da transducao do sinal de TGF-f por miR-146b-5p no cancer de
tirdide. 1 x 10" células foram semeadas sobre laminulas em placas de 6 pocos e
transfectadas (Anti-146b) ou ndo (Mock) com inibidor Anti-miR-146b. As células
foram tratadas ou ndo com rTGF-B1 por 1 h e incubadas com anticorpo especifico
anti-SMAD4 por 2 h, seguido de incubacdo com anticorpo secundario conjugado a
FITC (em verde). As células foram incubadas com iodeto de propideo (PI) para
visualizagdo dos nucleos (em vermelho). A sobreposicdo das imagens revela a
translocacdo de SMAD4 para o nlcleo (em amarelo). Imagem representativa de
trés experimentos independentes.
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Figura 21 - Modulagéo da transducéo do sinal de TGF-B por miR-146b-5p no céancer de
tirdide. (A) Acimulo nuclear de SMAD4 em células TPC-1. 1 x 10° células foram
semeadas em placas de 100 mm e submetidas (Anti-146b) ou ndo (Mock) a
transfec¢cdo com anti-miR-146b por 72 h. Para cada amostra, 15 pg do extrato
protéico fracionado extraido foram por separados em eletroforese em gel de
poliacrilamida (PAGE) e utilizados para ensaios de Western blot. As proteinas a-
TUBULINA e LAMINA-A foram utilizadas como controle para a separacéo entre as
fracBes. Figura representativa de trés ensaios independentes. (B) Restauracédo da
resposta ao sinal de TGF- em células TPC-1. A linhagem TPC-1 foi semeada em
placas de 12 pocos na densidade de 5 x 10" células por poco. As células foram
transfectadas com plasmideo reporter p3TP-Lux, na presenca (Anti-146b) ou
auséncia (Mock) de Anti-miR-146b. Cinco horas apés a transfeccdo os grupos
rITGF-B1 e Anti-146b + rTGF-B1 foram submetidos ao tratamento com TGF--1
recombinante (1 ng/mL) por 48 h. Amostra representativa de trés ensaios
independentes. (C) Restauracdo da resposta ao sinal antiproliferativo de TGF-8
em células TPC-1. 1 x 10" células foram semeadas em placas de 96 pocgos e
submetidas (Anti-146b) ou ndo (Mock) a transfeccdo com anti-miR-146b. Cinco
horas apos a transfeccdo os grupos rTGF-1 e Anti-146b + rTGF-B1 foram
submetidos ao tratamento com TGF-B-1 recombinante (1 ng/mL). Apds 24 h as
células foram submetidas ao ensaio de MTT. Barras representam desvio-padrao.
Amostra representativa de trés ensaios independentes, realizados em
quintuplicatas. (*) p<0,05. (**) p<0,01. (***) p<0,001.
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4.6 Influéncia de miR-146-5p na expressdo dos marcadores da

diferenciacéao tiroideana

Em cultura a linhagem PCCL3 mantém a expressdo de marcadores
moleculares classicos da diferenciacdo tiroideana, como o0 simporter de
iodo/sodio (Nis), Tiroglobulina (Tg), Tiroperoxidase (Tpo) e o receptor de
hormonio tireotréfico (TSHr). A inducdo de miR-146b-5p na linhagem PC-146b
provocou aumento dos niveis trancricionais de Nis, Tg, Tpo e TshR em
comparacao a linhagem néo tratada (Figura 22A). Por outro lado, a inibicdo de
miR-146b-5p na linhagem TPC-1 provocou diminuicdo dos niveis
transcricionais de Tg (Figura 22B). Niveis transcricionais dos outros
marcadores de diferenciacao tiroideana NIS, TPO, e TSHR nao foram
detectados nas células TPC-1 transfectadas ou ndo com anti-miR-146b. N&o
foram detectadas alteracées nos niveis protéicos de NIS apos a inducédo de
miR-146b-5p na linhagem PC-146b (Figura 22C). Além disso, a proteina NIS
nao foi detectada na linhagem BCPAP antes ou depois da transfegccdo com
anti-miR-146b.
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Figura 22 - Influéncia de miR-146b-5p sobre os marcadores classicos da diferenciagdo da
célula folicular tiroideana. (A) Influéncia de miR-146b-5p sobre os niveis
transcricionais de Nis, Tg, Tpo e Tshr em linhagem PC-146b. 5 x 10° células foram
semeadas em placas de 60 mm e submetidas (DOX) ou ndo (CTR) ao tratamento
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com doxiciclina por 72 h. RNA total extraido foi utilizado para sintese de cDNA
para a subsequente quantificacdo da expresséo génica de Nis, Tg, Tpo e Tshr. Os
valores no eixo Y estdo mostrados em unidades arbitrarias (u.a.). O gene Rpl19 foi
utilizado como normalizador da reacéo. (B) Influéncia de miR-146b-5p sobre a
express&o génica de TG em linhagem TPC-1. 5 x 10° células foram semeadas em
placas de 60 mm e transfectadas (Anti-146b) ou ndo (Mock) com anti-miR-146b.
RNA total extraido 72 h depois foi utilizado para sintese de cDNA, para a
subsequente quantificacdo da expressdo génica de TG. Os valores no eixo Y
estdo mostrados em unidades arbitrarias (u.a.). O gene RPL19 foi utilizado como
normalizador da reacdo. (*) p<0,05; (**) p<0,01. (C) Influéncia de miR-146b-5p
sobre os niveis protéicos de Nis. As linhagens PC-146b e BCPAP foram
semeadas em placas de 100 mm na densidade de 1 x 10° células por placa.
Células PC-146b foram submetidas (DOX) ou ndo (CTR) ao tratamento com
doxiciclina para inducdo de miR-146b-5p, e células BCPAP foram submetidas
(Anti-146b) ou ndo (Mock) a transfeccdo com anti-miR-146b por 72 h. Para cada
amostra, 40 ug do extrato protéico total extraido foram por separados em PAGE e
utilizados para ensaios de Western blot. A proteina a-Tubulina foi utilizada como
normalizador. Amostra representativa de trés experimentos independentes. As
barras representam desvio-padréo.

4.7 MiR-146b-5p e sua influéncia na proliferacdo e morte celular

Para avaliar a influéncia de miR-146b-5p sobre o potencial replicativo da
linhagem folicular PCCL3, desenvolvemos um sistema de super-expressao
estavel de miR-146b-5p. O plasmideo pcDNA3.1 contendo a regidao gendmica
de miR-146b-5p clonado sob o controle de um promotor de citomegalovirus
(CMV), foi transfectado em células PCCL3. A analise por gPCR confirmou o
aumento de expressdo de miR-146b-5p nas trés transfeccbes realizadas. A
linhagem PC-CMV-146b-2, com expressdo de miR-146b-5p aproximadamente
150 vezes superior quando comparada a PCCL3 transfectada com plasmideo
vazio (PC-CMV-@), foi selecionada para os experimentos subsequentes (Figura
23A) e denominada PC-CMV-146b. As células PC-CMV-@ e -146b foram
sincronizadas em Gy/G; através do carenciamento de soro fetal bovino (SFB) e
hormdnio TSH por 24 h. Ap6s 6 h da reintroducdo de TSH e SFB, a linhagem
PC-CMV-146b apresentava maior numero de células em G,/M, quando
comparado a linhagem PC-CMV-@, que se manteve apos 12 h. A linhagem PC-
CMV-@ apresentava em 6 h 83% de células em Go/G1, 3% em S e 14% em
G2/M. Em 12 h, a mesma linhagem apresentava 84% de células em Go/G;, 2%
em S e 14% em G,/M. A linhagem PC-CMV-146b apresentava em 6 h 76% de
células em Go/G1, 4% em S e 20% em G,/M e, ap0s um intervalo de 12 h
apresentava 80% de células em Go/G1, 3% em S e 17% em G,/M. Ensaios de
Western blot foram realizados utilizando extratos protéicos totais das linhagens
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PC-CMV-@ e -146b sincronizadas em Go/G; por 24 h e re-estimuladas por até
12 h. A linhagem PC-CMV-146b apresentou maiores niveis expressao de
ciclina D1, proteina-chave na progressdo do ciclo clelular, em relacdo a
linhagem PC-CMV-@ (Figura 23C), corroborando os dados obtidos pela
citometria de fluxo.
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Figura 23 - MiR-146b-5p e sua influéncia sobre o ciclo celular. (A) Super-expressao estavel
de miR-146b-5p. 5 x 10° células foram semeadas em placas de 60 mm por 48 h e

RNA total extraido foi utilizado para sintese de cDNA. A transfeccao foi realizada
em triplicata (1, 2 e 3). A quantificacdo da expressdo de miR-146b-5p foi realizada
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por PCR em tempo real. A linhagem PCCL3 transfectada com vetor pcDNA3.1
vazio (@) foi utilizada como referéncia. O gene Rpl19 foi usado como normalizador
da reacdo de gPCR. Barras representam desvio-padréo. (B) 5 x 10° células foram
semeadas em placas de 6 pocos e um dia apés o plagueamento foram deprivadas
de SFB e hormdnio TSH. Ap6s 24 h o meio de cultura foi substituido por novo
meio contendo SFB e TSH. Nos tempos 0, 6 e 12h as células foram coletadas por
tripsinizacéo, lavadas em PBS e fixadas em etanol 75%. As células foram tratadas
com Rnase e coradas com iodeto de propideo. A leitura do contelldo de DNA para
a andlise do ciclo celular foi realizada em Citdbmetro de Fluxo Guava EasyCyte Mini
(Guava Technologies). (C) As linhagens PC-CMV-146b e @ foram semeadas em
placas de 100 mm na densidade de 1 x 10° células por placa e um dia apés o
plagueamento foram deprivadas de soro fetal bovino e horménio TSH. Apos 24 h o
meio de cultura foi substituido por novo meio contendo SFB e TSH. O extrato
protéico total foi coletado nos tempos 0, 3, 6 e 12 h. Para cada amostra, 40 ug do
extrato protéico total extraido foram por separados em PAGE e utilizados para
ensaios de Western blot. A proteina a-Tubulina foi utilizada como normalizador.
Amostra representativa de dois experimentos independentes.

Para avaliar a influéncia de miR-146b-5p no ciclo celular na auséncia de
TSH, o principal fator de crescimento para a célula folicular, as células PC-
CMV-g e -146b foram submetidas a deprivagcdo do horménio por 72 h. A
linhagem PC-CMV-@ cultivada na auséncia de TSH apresentou parada no ciclo
celular, com menor numero de células na fase G,/M do ciclo celular (Figura 24).
A super-expressdo de miR-146b-5p na linhagem PC-CMV-146b restaurou o
ciclo celular, mesmo na auséncia de TSH, a niveis semelhantes a cultura na
presenca de TSH.

Para observar a influéncia de miR-146b-5p no controle do ciclo celular
pela via de TGF-f3, as linhagens PC-CMV-@ e -146b células foram submetidas
a sincronizacdo pelo carenciamento de SFB e TSH. Apés 24 h SFB e TSH
foram adicionados ao meio de cultura e as células foram submetidas ou ndo ao
tratamento com rTGF-B1. Apo6s 12 h, as células PC-CMV-@ tratadas com rTGF-
B1 responderam ao sinal inibitério de proliferacdo de TGF- e néo
apresentaram alteracdes significativas em seu ciclo celular (Figura 25A-B).
Diferentemente, a linhagem PC-CMV-146b apresentou resisténcia ao sinal anti-
proliferativo de TGF-f3, mostrando a progressao da fase Gy/G; para as fases S
e G,/M apo6s 12 h. Ensaios de Western blot revelaram que a linhagem PC-
CMV-@ apresenta menores niveis de ciclina D1 apds 24 h de tratamento com
rTGF-B1(Figura 25C). A linhagem PC-CMV-146b, no entanto, mantém os niveis

de ciclina D1 mesmo sob estimulagdo com rTGF-1.
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Figura 24 - MiR-146b-5p e progressdo do ciclo celular na auséncia de estimulagéo

hormonal. Células PC-CMV-@ e -146b foram semeada em placas de 6 pogos na
densidade de 5 x 10° células por poco e um dia apdés o plagueamento foram
deprivadas de soro fetal bovino e horménio TSH. Apds 24 h o meio de cultura foi
substituido por novo meio contendo soro fetal bovino com TSH (TSH(+)) e sem
TSH (TSH(-)). As células foram coletadas por tripsinizacdo 72 h depois, lavadas
em PBS, fixadas em etanol 75%, tratadas com Rnase e coradas com iodeto de
propideo. A leitura do conteddo de DNA para a analise do ciclo celular foi
realizada em Citdmetro de Fluxo Guava EasyCyte Mini (Guava Technologies).
Amostra representativa de trés experimentos independentes.
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Figura 25 - MiR-146b-5p e a progresséao do ciclo celular sob o estimulo anti-proliferativo
de TGF-B. (A) Células PC-CMV-@ e -146b foram semeada em placas de 6 pocos
na densidade de 5 x 10° células por poco e um dia apés o plaqueamento foram
deprivadas de SFB e hormdnio TSH. Apds 24 h o meio de cultura foi substituido
por novo meio contendo SFB, TSH e TGF-B (1 ng/mL). Ap6s 12 h as células foram
coletadas por tripsinizacdo, lavadas em PBS, fixadas em etanol 75%, tratadas com
Rnase e coradas com PI. A leitura do conteldo de DNA para a analise do ciclo
celular foi realizada em Citdbmetro de Fluxo Guava EasyCyte Mini (Guava
Technologies). (B) Representacdo grafica dos dados mostrados em (A). Os
valores correspondentes as fases S e G,M foram agrupados. () PC-CMV-d, (& +
rTGF-B1) PC-CMV-@ + rTGF-B, (miR-146b) PC-CMV-146b, (miR-146b + rTGF-B1)
PC-CMV-146b + rTGF-B1. As barras representam desvio-padrao. (C) As linhagens
PC-CMV-146b e @ foram semeadas em placas de 100 mm na densidade de 1 x
10° células por placa e um dia apés o plaqueamento foram deprivadas de SFB e
horménio TSH. Apés 24 h o meio de cultura foi substituido por novo meio
contendo SFB, TSH contendo ou ndo TGF-f (1 ng/mL). Apés 24 h o extrato
protéico total foi coletado. Para cada amostra, 40 ug do extrato protéico total
extraido foram separados em PAGE e utilizados para ensaios de Western blot. A
proteina a-Tubulina foi utilizada como normalizador. (A-C) Amostra representativa
de trés experimentos independentes.

Para avaliar o papel da morte celular no numero de células que super-
expressam miR-146b-5p, o numero de células em apoptose e necrose foi
quantificado utilizando citometria de fluxo. N&do houve diferengas significativas
nos indices de apotose e necrose de células PC-CMV-146b em relacdo as
células PC-CMV-@, mesmo sob estimulacdo com TGF-B (Figura 26A). Da
mesma forma, ndo houve diferenga nos indices de apoptose e necrose apos o
tratamento com rTGF-B1 e a supressdo de miR-146b-5p na linhagem TPC-1
(Figura 26B).
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Figura 26 - MiR-146b-5p e sua influéncia sobre a morte celular. (A) As linhagens PC-CMV-
@ e -146b foram semeadas em placas de 6 pocos na densidade de 5 x 10° células
por poco e um dia apds o plagueamento foram deprivadas de SFB e horménio
TSH. (B) A linhagem TPC-1 foi semeada em placas de 6 pocos na densidade de 5
x 10° células por poco e um dia ap6s o plaqueamento foram transfectadas (Anti-
146b) ou ndo (Mock) com anti-miR-146b. (A-B) ApOs 24 h o meio de cultura foi
substituido por novo meio contendo SFB e TSH. As células foram submetidas ou
nao ao tratamento com rTGF-31 e coletadas 48 h depois por tripsinizagao, lavadas
em PBS, ressuspendidas em Tampao Annexin-V-FITC e o nimero de células em
apoptose e necrose foram medidos de acordo com as instru¢gdes do fabricante. A
leitura da fluorescéncia total de FITC e iodeto de propideo para analise de morte
celular foi realizada em Citdbmetro de Fluxo Guava EasyCyte Mini (Guava
Technologies).O grafico apresenta os valores da intensidade de fluorescéncia de
Pl no eixo Y e de FITC no eixo X. A porcentagem de células em apoptose esta
mostrada nos quadrantes superior e inferior direitos. Amostra representativa de
dois experimentos independentes.
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Em ensaio de curva de crescimento, a linhagem PC-CMV-146b
apresentou maior taxa de proliferacao (P<0,05), quando comparada a linhagem
PC-CMV-@ (Figura 27A). Além disso, miR-146b-5p promove a proliferagéo
celular de forma independente de estimulacdo hormonal com TSH. Na
linhagem tumoral TPC-1, a supressdo de miR-146b-5p promoveu uma
diminuicdo da proliferacdo celular a partir de 48 h apds a transfeccdo, em
comparacao com o grupo nao transfectado (Figura 27B). A inibicdo de miR-
146b-5p na linhagem tumoral BCPAP apresentou resultados semelhantes, com
diminuicdo da taxa de proliferacdo apos 48 h de supressdo de miR-146b-5p
(Figura 27C).
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Figura 27 - MiR-146b-5p e sua influéncia sobre a proliferacéo celular. (A) As linhagens PC-
CMV-@ e -146b foram semeadas em placas de 6 pocos, na densidade de 5 x 10*
células por pogo. As linhagens foram cultivadas por até 9 dias, na presenca ou
auséncia de TSH (sem TSH). Nos dias +1, +3, +5 +7 e +9, as células foram
tripsinizadas, fixadas e contadas com auxilio de hemacitbmetro modificado
(Neubauer). PC-CMV-146b versus PC-CMV-@ (*) p<0,05; PC-CMV-146b (sem TSH)
versus PC-CMV-@ (sem TSH) (**) p<0,01. As linhagens TPC-1 (B) e BCPAP (C)
foram semeadas em placas de 12 pocos, na densidade de 1 x 10" células por poco.
As linhagens foram submetidas (Anti-146b) ou ndo (Mock) a transfeccdo com anti-
miR-146b. Nos tempos 0, 24, 48 e 72 horas, as células foram tripsinizadas, fixadas
e contadas com auxilio de hemacitbmetro modificado (Neubauer). Amostras
representativas de dois experimentos independentes. (*) p<0,05; (**) p<0,01.
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5 DISCUSSAO

O aumento da expressdo da isoforma miR-146b-5p é frequentemente
descrito no carcinoma papilifero humano (Pallante et al., 2010). No entanto, o
papel de miR-146b-5p no carcinoma papilifero ainda ndo foi estabelecido.
Neste trabalho investigamos a influéncia da via MAPK na expressao de miR-
146b-5p e o papel deste miRNA na regulagdo da via de TGF-B e sua
contribuicdo na transformacdo maligna da tirdide. Para tanto, observamos a
expressdo de miR-146b-5p em sistema de expressdo dos oncogenes
tiroideanos RET/PTC e BRAFT1799A na linhagem de célula folicular normal de
tiréide de rato PCCL3 e de inibicdo da via MAPK nas linhagens de carcinoma
papilifero de tirdide, TPC-1 e BCPAP. Além disto, realizamos a analise
funcional da modulacédo da via de TGF- por miR-146b-5p utilizando sistema
de expressao condicionada de miR-146b-5p miRNA na linhagem PCCL3 e a
inibicdo deste miRNA nas linhagens de PTC TPC-1 e BCPAP.

A isoforma miR-146b é regulada por NFKB em resposta imune inata e
adquirida (Taganov et al., 2006). No cancer de tirdide, a ativacdo da via MAPK
pelo oncogene BRAFT1799A ativa a via de NFkB, aumentando os niveis
transcricionais de miR-146a, promovendo, assim, maior crescimento tumoral,
invasividade e resisténcia a quimioterapia (Pacifico et al., 2010; Palona et al.,
2006). No entanto, a via MAPK parece ter maior influéncia na regulacdo da
isoforma miR-146b-5p do que na isoforma miR-146a (Perry et al., 2009). De
fato, a ativacdo desta via por meio de dois eventos oncogénicos diferentes,
RET/PTC3 e BRAFT1799A, frequentemente observados em aproximadamente
70% dos PTCs (Adeniran et al., 2006), levou a super-expressao de miR-146b-
5p em células PCCL3. Por outro lado, a inibicdo da via MAPK nas linhagens
TPC-1 e BCPAP levou a diminuicdo dos niveis de miR-146b-5p, indicando a
necessidade da ativacdo desta via no cancer para a sustentacdo da expressao
aumentada de miR-146b-5p. A analise da regido promotora de miR-146b-5p
revelou a presenca de potenciais sitios de ligacdo para diversos fatores de
transcricéo regulados pela via MAPK. Entre eles estédo, além do jA mencionado
NFkB, fatores como AP1, c-ETS, STAT, ELK1, c-Jun, c-fos e ¢c/EBP, sugerindo
uma possivel regulacdo direta e indireta da expressado de miR-146b-5p pela via

MAPK em células foliculares tiroideanas.
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O controle da proliferagcdo da célula folicular tiroideana é realizado
principalmente pelo TSH, por intermédio de seu receptor, TSHR, envolvendo a
sinalizacdo de cAMP e a subsequente ativacdo da via de PKA (Garcia-Jimenez
e Santisteban, 2007). A super-expressdo de miR-146b-5p promoveu maior
proliferacdo da célula folicular tiroideana normal, inclusive na auséncia de
estimulacdo com TSH. Além disso, a super-expressao de miR-146b-5p na
linhagem PC-CMV-146b promoveu ainda o escape do sinal inibitério de TGF-(.
A regulacdo de membros da via de TGF-f por miRNAs foi descrita
recentemente (revisto em Heldin et al., 2009). No cancer de tirdide, Braun et al.
(2010) descreveram recentemente o papel dos miRNAs miR-200 e miR-30 na
regulacdo de SMAD2 e TBRI no ATC, promovendo transicdo epitélio-
mesénquima (EMT) e aumentando seu potencial invasivo. No PTC a regulacao
desta via por miRNAs permanece pouco esclarecida. Assim, a ativagdo da via
MAPK no PTC pode conferir maior potencial replicativo do tumor ndo apenas
aumentando as taxas de proliferacdo celular, mas também inativando
indiretamente o sinal anti-proliferativo de TGF-B por intermédio da super-
expressao de miR-146b-5p.

A via de TGF-B inibe a proliferacdo em células epiteliais por meio da
parada no ciclo celular mediada principalmente pela regulacdo negative do
proto-oncogene Myc, e positiva de CDKN1A (Pei e Xiong, 2005; Siegel e
Massague, 2003). O potencial proliferativo de células tumorais depende de sua
habilidade de evaséo a parada no ciclo celular mediada pelo sinal de TGF-B. A
super-expressdo de miR-146b-5p nas células PC-146b promoveu aumento de
c-Myc, enquanto que a inibicdo de miR-146b-5p nas células TPC-1 induziu o
aumento de CDKNI1A. Além disso, a super-expressdao de miR-146b-5p nas
células PC-CMV-146b reverteu a parada no ciclo cellular mediada por TGF-f3,
indicando a interrupc¢do de seu sinal anti-proliferativo.

A sinalizagdo de TGF-B pode controlar o potencial replicativo de uma
populacdo celular ndo s6 agindo sobre o controle do ciclo celular, mas também
por intermédio da inducdo de morte celular programada (revisto em Padua e
Massague, 2009). TGF-B pode induzir apoptose de maneira dependente ou
independente de proteinas SMADs. A transcricdo de genes pro-apoptoticos,
como TIEG1 (TGF-B-inducible early-response gene), DAPK (Death associated
protein kinase) e SHIP (SH2-domaincontaining inositol-5-phosphatase), é
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ativada pela cascata de SMADs, promovendo maior sensibilizagdo a morte
celular por apoptose (Siegel e Massague, 2003). Nossos dados mostram que
tanto a super-expressao de miR-146b-5p em linhagem PC-CMV-146b, quanto
a inibicdo de miR-146b-5p na linhagem TPC-1 ndo promoveu alteragbes
significativas na morte celular mediada por TGF-B. Portanto, o papel
oncogénico de miR-146b-5p no cancer de tirdide parece ser preferencialmente
sobre a regulacéo do ciclo celular do que sobre a apoptose.

A funcéo e diferenciacdo tiroideana séo controladas pela via de TGF-
através da regulacdo negativa dos genes que codificam NIS, TSHR, TPO e TG
(Franzen et al., 1999; Kawaguchi et al., 1997; Morris et al., 1988; Nicolussi et
al., 2003; Taton et al., 1993). Este controle é realizado pela via de TGF-
através da inibicdo transcricional dos genes que codificam os fatores de
transcricdo PAX-8 e TITF-1 de forma dependente de SMADs (Costamagna et
al., 2004; Nicolussi et al., 2003). Os genes TG e TPO possuem sitios de ligacéo
para TITF-1 e PAX-8 em suas regibfes promotoras proximais e enhancers,
enquanto NIS e TSHR possuem enhancers que contém sitios de ligacdo para
TITF-1. A expressdao dos genes NIS, TPO, TG e TSHR foi aumentada em
resposta a super-expressao de miR-146b-5p nas células PC-146b. No entanto,
ndo houve alteracdes detectaveis nos niveis protéicos de NIS, provavelmente
devido a meia-vida desta proteina, estimada em 5 dias (Paire et al., 1997).
Conforme experado, a supressdo de miR-146b-5p na linhagem TPC-1 levou a
diminuicdo de TG, enquanto os niveis de NIS, TPO e TSHR permaneceram
indetectaveis. Interessantemente, a indu¢cdo da mutacdo BRAFT1799A na
linhagem PCCL3 reprime também NIS de forma dependente de TGF-3 (Riesco-
Eizaguirre et al., 2009), sugerindo que a via de TGF-B pode ter papel ambiguo
na regulacéo da diferenciacao tiroideana.

Mutacbes germinativas no gene que codifica SMAD4 estdo associadas
com Polipose Juvenil Familial (Howe et al., 1998). Alteracbes genéticas neste
gene também foram descritas em carcinomas pancreaticos e gastro-intestinais
(Yang e Yang, 2010). Em carcinomas tiroideanos, mutagbes pontuais, em
associagdo com splicing alternativo, levam ao decréscimo da expressdo de
SMAD4 (Lazzereschi et al., 2005). Apesar da perda de SMAD4 nao parecer ser
um passo critico para a tumorigénese, tumores que possuem outras alteracdes

genéticas desenvolvem um fendtipo mais agressivo na sua auséncia. Em
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modelo de linhagem celular de leucemia promielocitica aguda, a isoforma miR-
146a regula poés-transcricionalmente SMAD4 (Zhong et al., 2010). No entanto,
em PTCs, a isoforma miR-146b-5p encontra-se predominantemente des-
regulada sobre a isoforma miR-146a. Nossos dados mostram que a inibicao de
miR-146b-5p nas linhagens TPC-1 e BCPAP levou ao aumento dos niveis de
SMAD4, seguido de diminuicdo da proliferacéo e viabilidade celular, indicando
a restauracdo da responsividade ao sinal anti-proliferativo de TGF-f.
Recentemente, D'Inzeo et al. (2010) descreveram a interrupcao da via de TGF-
B pela ablacdo de SMADA4 nas linhagens TPC-1 e BCPAP. A restauragédo da
expressao de SMAD4 aumentou a responsividade da via de TGF-f3, diminuindo
a migracao e proliferacdo celular. Neste contexto, a expressao aumentada de
miR-146b-5p poderia ser um fator importante na progressdo do cancer de
tiréide, anulando o sinal de TGF-3 pela supressao dos niveis de SMAD4.

Recentemente, mostramos que a expressdo de SMAD4 pode ser
observada em tumores de tirdide, sugerindo que outros fatores podem estar
envolvidos na tumorigénese da tiréide. Por exemplo, a expressdo aumentada
da SMAD inibitéria (SMAD7) em linhagens celulares e amostras teciduais de
cancer de tiréide (Cerutti et al., 2003; Matsuo et al., 2010), sugere que a
regulacéo da via de TGF-B por SMAD7 e outras proteinas regulatérias pode
contribuir para a interrupcdo do sinal de TGF-B. Além disso, sabe-se que o
cross-talk entre a via de TGF-B e outras vias de sinalizacdo importantes para a
progressdo tumoral pode contribuir para a interrupcdo do sinal de TGF-B
(Ellenrieder, 2008) e que a transducao do sinal de TGF- pode ser dirigida de
forma independente de SMADs (Moustakas e Heldin, 2005).

Entre os outros alvos preditos de miR-146b-5p apontados pela busca
computacional, IRAK1 e TRAF6 estdo presente nas listas geradas pelos
programas utilizados. IRAK1 (Interleukin-1 receptor-associated kinase 1) e
TRAF6 (TNF receptor-associated factor 6), mediadores da transducéo de sinais
da resposta imune inata mediada por receptor do tipo Toll-like (TLR) (Gottipati
et al., 2008), sao regulados por ambas as isoformas miR-146a e b (Taganov et
al., 2006). Em carcinomas papiliferos, um polimorfismo na isoforma miR-146a
pode levar ao subseqiiente aumento dos niveis de IRAK1 e TRAF6. TRAF6 é
um mediador importante da transducdo ndo canénica de TGF-B, levando a

ativacao final de JNK e p38 para promover diferenciacao celular, parada no
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ciclo celular e apoptose (Heldin et al., 2009). Desta forma miR-146b-5p
influenciaria a tumorigénese inativando simultaneamente duas vias importantes
no controle da proliferacdo celular, a via inibitoria da proliferacdo TGF-/SMAD
e a via indutora de apoptose TGF-3/p38.

O aumento da expressdo de miR-146b-5p ndo € observado em outros
tipos de tumores. MiR-146b-5p tem sido descrito como um gene supressor de
tumor em linhagens celulares de glioma e linhagens de cancer de mama com
alto potencial metastatico. Estas diferencas podem ser explicadas pelos
diferentes genes-alvo de miR-146b-5p em cada tipo de tecido. Nas linhagens
de adenocarcinoma de mama MDA-MB-231 e MDA-MB-435, a perda de miR-
146a e miR-146b promove maior potencial migratorio, invasivo e metastatico
(Hurst et al., 2009). Na linhagem celular de glioma U373, miR-146b-5p modula
migracdo e invasao na linhagem celular de glioma regulacdo de MMP16 (Xia et
al., 2009). Desta forma, miR-146b-5p pode estar envolvido em uma complexa
rede de regulacéo, que pode depender do tecido de origem ou estagio do tumor
de origem, tendo como alvo diferentes transcritos em cada contexto. Estas
diferencas poderiam ainda ser resultante da multiplicidade de papéis da via de
TGF-B. TGF-B pode suprimir os tumores de origem epitelial e estimular aqueles
de origem mesenquimal e epiteliais em processo de transicdo mesenquimal
(revisto em Massague, 2008). A inativacdo das alcas de regulacédo autécrina e
paracrina de TGF-B nos estagios iniciais leva a perda de controle do ciclo
celular e aumento do potencial proliferativo. Ja a estimulacdo da via em
estagios avancados resulta em maior potencial invasivo e metastatico. No
entanto, a modulagcédo da via de TGF-B por miR-146b-5p poderia ser, contudo,
um evento singular ao tecido tiroideano.

A interrupcdo da via de TGF-B pela super-expressdo de miR-146b-5p
pode ser, portanto, um evento relevante para células tumorais da tiréide, uma
vez que miR-146b-5p diminui os niveis de SMAD4 no citoplasma, dificultando
sua transducao de sinal. Na figura 28 idealizamos um modelo de atuacao de
miR-146b-5p na célula folicular tiroideana, onde mostramos um papel
oncogénico de miR-146b-5p como um importante regulador negativo da via de
sinalizacdo de TGF-B. Além disso, mostramos que a inibigdo de um unico
MIiRNA foi capaz de restaurar o sinal anti-proliferativo de TGF-f3, diminuindo a

proliferacéo celular no carcinoma papilifero. Os dados obtidos neste trabalho
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contribuem para o entendimento do papel dos miRNAs na biologia da célula

folicular  tiroideana, fornecendo informacdes importantes para o0

desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas.

D —m

A B

Figura 28 - Modelo de atuacdo de miR-146b na regulacdo da via de TGF-B. Esquema
ilustrativo da modulagéo da via de TGF-B mediada por miR-146b-5p em células
foliculares torideanas normais em (A) e neoplasicas em (B), com base nos dados
obtidos até o momento. (A) A baixa expressao de miR-146b-5p em células
foliculares normais permite maior conjugacdo de SMADs em resposta ao
estimulo de TGF-B. SMADs 2 e 3 fosforiladas (pSMAD2/3) se conjugam a
SMAD4 e dirijem-se ao nucleo, promovendo a repressdo de c-Myc e a
transcri¢céo de p21, levando a um estado de menor potencial replicativo, inibindo
consequentemente a proliferacédo celular. (B) A ativacdo da via MAPK induz o
aumento da expressdo de miR-146b-5p na célula folicular em processo de
tumorigénese, diminuindo os nivels de SMAD4 no citoplasma, resultando em
menor acimulo nuclear da mesma. O menor acumulo nuclear de SMAD4 leva a
maior resisténcia ao sinal anti-proliferativo de TGF-, aumentando os niveis de c-
Myc e diminuindo a transcricdo de p21, resultando em menor controle do ciclo
celular e maior estimulo proliferativo.



6 CONCLUSOES

- O sistema de ativacdo in vitro dos oncogenes RET/PTC e
BRAFT1799A mostrou aumento da expressdo de miR-146b-5p

em células foliculares normais de tirdide;

- O modelo de inibicdo da via MAPK mostrou a diminuicdo da

expressao de miR-146b-5p nas linhagens de carcinoma papilifero;

- MiR-146b-5p regula negativamente a expressdo SMAD4 de

forma pds-transcricional interagindo diretamente com sua 3’'UTR;

- MiR-146b-5p exerce papel oncogénico em células foliculares
tiroideanas através da modulacdo negativa da via de TGF-,
promovendo maior progressdo do ciclo celular e levando ao
aumento da proliferacdo, inclusive na auséncia de estimulacéo

hormonal com TSH;

- A inibicdo da expressdo de miR-146b-5p em linhagens de
carcinoma papilifero de tirdide, promoveu melhor resposta ao

sinal de TGF-B, diminuindo a proliferacdo celular;

- O aumento da expressdo de miR-146b-5p, regulado pela via
MAPK, promove o escape do efeito inibitério de TGF- na célula
folicular tiroideana, exercendo papel oncogénico no carcinoma

papilifero de tiroide.
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MicroRNA miR-146b-5p regulates signal transduction of TGF-J
by repressing SMAD4 in thyroid cancer

MV Geraldo, AS Yamashita and ET Kimura
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MicroRNAs (miRNA) are small non-coding RNAs
involved in post-transcriptional gene regulation that have
crucial roles in several types of tumors, including papillary
thyroid carcinoma (PTC). miR-146b-5p is overexpressed
in PTCs and is regarded as a relevant diagnostic marker
for this type of cancer. A computational search revealed
that miR-146b-5p putatively binds to the 3’ untranslated
region (UTR) of SMAD4, an important member of the
transforming growth factor B (TGF-P) signaling pathway.
The TGF-f pathway is a negative regulator of thyroid
follicular cell growth, and the mechanism by which thyroid
cancer cells evade its inhibitory signal remains unclear.
We questioned whether the modulation of the TGF-§
pathway by miR-146h-5p can contribute to thyroid
tumorigenesis. Luciferase reporter assay confirmed the
direct binding of miR-146b-5p on the SMAD4 3 UTR.
Specific inhibition of miR-146b-5p with a locked nucleic
acid-modified anti-miR-146b oligonucleotide significantly
increased SMAD4 levels in the human papillary carcino-
ma cell lines, TPC-1 and BCPAP. Moreover, suppression
of miR-146b-5p increased the cellular response to the
TGF-B anti-proliferative signal, significantly decreasing
the proliferation rate. The overexpression of miR-146b-5p
in normal rat follicular PCCL3 cells decreased SMAD4
levels and disrupted TGF-p signal transduction. MiR-
146b-5p overexpression in PCCL3 cells also significantly
increased cell proliferation in the absence of thyroid-
stimulating hormone and conferred resistance to TGF-B-
mediated cell-cycle arrest. Additionally, the activation of
thyroid most common oncogenes RET/PTC3 and BRAF
in PCCL3 cells upregulated mi R-146b-5p expression. Qur
results confirm the oncogenic role of miR-146b-5p in
thyroid follicular cells and contribute to knowledge
regarding the modulation of TGF-B signal transduction
by miRNAs in PTCs.
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Introduction

MicroRNAs (miRNAs) are a class of small non-coding
RNAs that are involved in post-transcriptional gene
regulation via imperfect pairing with the 3’ untranslated
region (UTR) of target mRNAs. In mammalian cells,
miRNAs drive repression of gene expression by inhibiting
protein translation and, less frequently, by mRNA
degradation. MiRNAs mediate several biological pro-
cesses including cell growth, apoptosis, cell differentiation,
and development (Bartel, 2004). In addition, miRNAs
participate in cancer initiation, progression, and metastasis
(Calin and Croce, 2006; Dykxhoorn, 2010). The regulation
of classical oncogenes and tumor suppressor genes by
miRNAs was rapidly identified as a cancer hallmark,
transforming this class of small RNAs into potential
targets for cancer therapy, diagnosis, and prognosis.

Thyroid cancer is the most common endocrine
malignancy and accounts for >5% of cancers in
women. In the United States, ~ 1690 deaths are
estimated to result from thyroid cancer in 2010 (Jemal
et al., 2010). Papillary thyroid carcinoma (PTC) is the
most prevalent type of tumor among thyroid malig-
nancies, accounting for ~80% of cases. The most
common genetic alterations involved in PTC develop-
ment preferentially lead to the constitutive activation of
the RET-RAS-BRAF-MAPK signaling pathway. These
alterations include RET/PTC rearrangements (Santoro
et al., 2002), the BRAF* point mutation (Kimura
et al., 2003), and, less frequently, RAS mutations
(Fagin, 2002). Although these genetic alterations lead
to the activation of the same signaling pathway, they are
mutually exclusive and rarely overlap.

Large-scale analyses have described the deregulation
of several miRNAs in thyroid tumor samples (He et al.,
2005; Nikiforova et al., 2009; Pallante et al., 2010),
revealing that the 5’ strand of miR-146b, miR-146b-5p, is
upregulated in PTCs and can be used as a diagnostic
tool for this type of cancer. However, it has not been
confirmed whether upregulation of this miRNA in PTC
exerts a causative effect on thyroid malignant transfor-
mation. Using programs available online, we deter-
mined that both isoforms of miR-146, a and b,
potentially regulate the SMAD4 gene. The regulation
of SMAD4 by miR-146a has been described previously
in a promyelocytic leukemia cell line (Zhong et al.,
2010). SMAD4 (SMAD family member 4/Mothers
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against decapentaplegic homolog 4) is an important
effector of the transforming growth factor p (TGF-p)
signaling pathway. TGF-p is a member of the homonymous
TGF-P superfamily, which includes activins (ACT) and
bone morphogenetic protein, among others (Massague,
1998). The activation of TGF-J signal transduction in
epithelial cells begins when TGF- binds to its type II
receptor (TBRII), which then recruits the type I receptor
(TBRI). leading to the phosphorylation of receptor-
regulated SMADs 2 and 3 (R-SMADs). TGF-J3 signal
transduction is mostly mediated by SMAD4, which
associates with the phosphorylated R-SMADs (pSMADs)
and translocates to the nucleus to drive the transcriptional
regulation of several target genes.

Under normal physiological conditions, TGF-p is a
potent inhibitory factor of epithelial cells, including
thyroid follicular cells (Heldin et al., 2009). Despite its
anti-proliferative activity, expression of TGF-Bl is
elevated in thyroid carcinomas, suggesting that tumor
cells become unresponsive to the TGF-p inhibitory
signal (Kimura et al, 1999). Although chromosomal
deletions involving the SMAD4 locus are frequently
found in pancreatic adenocarcinomas, metastatic color-
ectal cancers, and small intestinal carcinomas (Yang and
Yang, 2010), these deletions are rarely observed in
thyroid tumors. In a subset of thyroid tumors, inacti-
vating mutations and alternative splicing are observed
in the SMAD4 gene, resulting in decreased gene expres-
sion levels (Lazzereschi et al., 2005). Thus, the molecular
events that cause thyroid tumor cells to lose responsive-
ness to the TGF-B anti-proliferative signal are not fully
understood.

The aim of the present study was to analyze the
influence of miR-146b-5p on the regulation of TGF-B
signal transduction and to determine its contribution
to thyroid tumorigenesis. We overexpressed the miR-
146b-5p in the normal rat thyroid follicular cell line,
PCCL3, and used a locked nucleic acid-modified anti-
miR-146b oligonucleotide to inhibit this miRNA in
the human papillary carcinoma cell lines, TPC-1 and
BCPAP. Our data suggest an important role of miR-
146b-5p in the regulation of SM A4 D4, and consequently,
in the modulation of the TGF-j signaling pathway in
normal and tumoral thyroid cell lines.

Results

Oncogenic activation of the RET-RAS-BRAF-M APK
signaling pathway in normal thyroid follicular cell lines
induces upregulation of miR-146b-5p

The abnormal expression of miR-146bh-5p has been
reported previously in association with the most
frequent oncogenic events observed in PTC: the
BRAF"™E point mutation and RET/PTC rearrange-
ments (Santoro et al., 2002; Kimura ef al., 2003; Cahill
et al., 2006; Nikiforova et al., 2008; Chou et al., 2010).
We observed that the activation of both RET/PTC3 and
BRAF oncogenes in PCCL3 cells led to the upregulation
of miR-146b-5p expression (Figure 1).
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Figure 1 MiR-146b-5p is upregulated by common thyroid
oncogenes. Rat follicular cell lines PTC/3-5 and PC-BRAF were
induced with doxycycline for 72h for conditional expression of
RET[PTC3 or BRAF™* oncogenes, respectively. The SnoRNA
(Rattus norvegicus Small nucleolar RNA) gene was used as an
internal control. Data are represented as average of three
independent experiments and bars represent s.d.

SMAD4 modulation by miR-146b-5p in normal and
tumoral thyroid cell lines
To test whether miR-146b-5p can regulate SMAD4
expression through the binding to its 3'UTR, a wild type
and a mutated binding site of miR-146b-5p on SMAD4
3'UTR were cloned into a luciferase reporter plasmid,
generating the plasmids pmiRGlo-SMAD4-3'UTR-wt
and -Mut, respectively (Figure 2a). To avoid the
interference of endogenous SMAD4 transcript, the
luciferase assays were performed in the ARO cell line,
which express low SM AD4 levels. The co-transfection of
pmiRGlo-SM AD4-wt with pcDNA-miR-146b led to a
reduction in the luciferase activity (Figure 2b). In
contrast, the transfection of anti-miR-146b restored
luciferase activity to control levels. Moreover, miR-
146b-5p was not able to bind to the mutated construct.
To investigate the role of miR-146b-5p in normal rat
follicular cells (PCCL3), we generated the conditionally
miR-146b-5p-expressing cell line PC-146b (Figure 2c).
To analyze the role of miR-146h-5p on thyroid cancer
cells, we used a specific miR-146b-5p oligonucleotide
inhibitor (anti-miR-146b) to deplete miR-146b-5p ex-
pression in two papillary carcinoma cell lines, TPC-1
and BCPAP (Figure 2d). Quantitative PCR and western
blot analysis revealed that overexpression of miR-146b-
Sp in PC-146b cells decreased Smad4 expression at
the transcriptional and translational levels (Figures 2e
and f). On the other hand, the suppression of miR-146b-
5p by anti-miR-146b in both TPC-1 and BCPAP cells
led to a marked increase in SMA4 D4 mRNA and protein
levels (Figures 2e and f).

Modulation of the TGF-§ signaling pathway by miR-
146b-5p

To verify the influence of Smad4 modulation by miR-
146b-5p on TGF-P signal transduction in PC-146b cells,
overexpression of miR-146b-5p was induced with DOX
for 72h, and recombinant TGF-f1 (rTGF-pl) was
added to the culture. Given its regulation by the TGF-p
signal (Matsuo et al., 2006), SMAD4 expression was
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Figure 2 Post-transcriptional repression of SMAD4 by miR-146b-5p. (a) The predicted binding site of miR-146b-5p on SMAD4
3'UTR was cloned in pmiRGlo plasmid, generating the pmiRGlo-SMAD4-3UTR-wt plasmid. A plasmid containing the mutated
binding site (shown as asterisks) was used as control (pmiRGlo-SMAD4-3'UTR-Mut). (b) The luciferase assay was performed in the
SMAD4-deficient ARO cells. The respective luciferase reporter plasmid was transfected alone (SMAD4-wt, SMAD4-Mut);
co-transfected with pcDNA3.1-miR146b (SMAD4-wt+miRI46b, SMAD4-Mut+miR146b); with anti-miR-146b (SMAD4-
wit + miR146b + Anti-146b) or pcDNA3.1-miR-21 (SMAD4-wt+miR-21). (¢) Total RNA extracted from rat follicular cells
PC-146b, grown in the presence (DOX) or absence (CTR) of doxycycline for 0, 24, 48, 72, and 96 h was used for quantification of
miR-146b-5p expression. (d) Human papillary thyroid carcinoma cell lines TPC-1 and BCPAP were transfected with anti-miR-146b
oligonucleotide (10 or 25 nm). Each cell line incubated with transfection reagent alone or transfected with the commercially available
negative control anti-miR-1 were used as reference (mock) and negative control (neg), respectively. (¢) PC-146b cells were treated with
DOX or control (CTR) for 72 h (0, 0.1, or 1 pg/ml) and TPC-1 and BCPAP cells were transfected (anti-146b) or not (mock) with anti-
miR-146b (0, 10, 25 nm) for 72 h for quantification of miR-146b-5p and SMAD4 gene expression. (¢, €) SnoRNA (Rattus norvegicus
Small nucleolar RNA) and RPL19 (Rattus norvegicus ribosomal Protein L19) gene expression were used for rat miRNA and mRNA
normalization, respectively. (d, ) RNU6B (Homo sapiens Small nuclear RNA U6) and RPLIY (Homo sapiens ribosomal protein L19)
genes were used as internal controls for human miRNA and mRNA expression. () For PAGE analyses, 40 pg of total protein per
sample were used. o-TUBULIN expression was used for normalization. Data are represenied as average of three independent
experiments and bars represent standard deviation. *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001.

evaluated as a function of TGF-p pathway status. (Figure 3a) when compared with cells treated with
Overexpression of miR-146b-5p impaired the transcrip-  TGF-B alone. The overexpression of miR-146b-5p in
tion of Smad4 in response to TGF-B treatment PC-146b cells also increased c-Myc mRNA levels
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Figure 3 MiR-146b-5p regulates TGF-P signal transduction. (a) Rat follicular PC-146b cells were treated with DOX for 72h or
untreated. Cultures were then treated with recombinant TGF-B1 (1 ng/ml) or were untreated. After 24 h, total RNA was extracted and
used for cDNA synthesis. SMAD4 gene expression was evaluated as a function of TGF-P signaling pathway status. (b) PC-146b cells
were DOX induced (DOX) or untreated (CTR) for quantification of Myc and TgfbI gene expression. (¢) Human papillary carcinoma
TPC-1 cells were transfected with anti-miR-146b or control. Recombinant TGF-1 (1 ng/ml) or control was added to culture medium
after 72 h. After 24 h, total RNA was extracted and used for cDNA synthesis. SMAD4 gene expression was evaluated as a function of
TGF-p signaling pathway status. (d) TPC-1 cells were transfected with anti-miR-146b (anti-146b) or control (mock) for quantification
of CDKNIA and TGF-f1 gene expression. (a—d) The RPL/9 gene was used as an internal control. Data are represented as average of
three independent experiments performed in duplicates and bars represent s.d. *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001.

increase in TGF-f1 mRNA levels

treatment with rTGF-f1 alone (Figure 4a). To confirm

(Figure 3b).

Suppression of miR-146b-3p increased the response of
TPC-1 cells to the TGF-f signal, significantly increasing
SMAD4 gene expression levels in response to rTGF-
Bl treatment when compared with cells treated with
rTGF-B1 alone (Figure 3c). Depletion of miR-146b-5p
in TPC-1 cells increased gene expression of CDKNIA,
even though TGF-f1 levels were slightly decreased
(Figure 3d). Moreover, treatment of TPC-1 cells with
rTGF-B1 and anti-miR-146b for 1h resulted in strong
translocation of SMAD4 to the nucleus, as observed
by laser confocal microscopy, when compared with

these data, we conducted immunoblotting experiments
using nuclear and cytoplasmic protein fractions isolated
from these groups. As expected, increased nuclear
accumulation of SMAD4 was observed following
transfection with anti-miR-146b and treatment with
rTGF-B1 (Figure 4b). The suppression of miR-146b-5p
also markedly increased the activity of a TGF-pB-
responsive luciferase reporter construct, p3TP-Lux
(Figure 4c). To determine whether the nuclear accu-
mulation of SMAD4 could restore the transduction
of TGF-B inhibitory signal, TPC-1 cells transfected
with anti-miR-146b were treated with rTGF-p1 or

Figure 4

A4

MiR-146b-5p enhances SM A D4 nuclear accumulation and restores the responsiveness of TGF-J anti-proliferative signal in

TPC-1 cells. (a) Human papillary carcinoma cells TPC-1 transfected with anti-miR-146b (anti-146b) or control (mock), and treated
with rTGF-BI (1 ng/ml) or control for 1h were incubated with an anti-SMAD4 antibody, followed by incubation with a secondary
antibody conjugated with Alexa-Fluor 588 fluorescent dye (green). Cells were stained with PI for nuclear visualization (red).
Translocation of SMAD4 to the nucleus was visualized at x 60 magnification as yellow fluorescence in merge images. (b) Protein from
nuclear and cytoplasmic fractions (15pug per sample) was used for immunoblotting. Incubation of the blot with specific antibodies
against - TUBULIN and LAMIN-A was used as a control of fraction separation. Data are representative of three independent
experiments. (¢) TPC-1 cells were transfected with anti-miR-146b (anti-146b) or control (mock), and 5h following transfection, cells
were (reated with rTGF-B1 (1 ng/ml) or untreated. After 48h, the luciferase reporter assay was performed. (d) TPC-1 cells were
transfected with anti-miR-146b (anti-146b) or control (mock), and 5h following transfection, cells were treated with rTGF-p1 (1 ng/ml)
or untreated. After 24 h, the MTT assay was performed. Data are represented as average of three independent experiments performed
in quintuplicates. Bars represent s.d. *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001.
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control, and the MTT assay was performed. Anti-
miR-146b transfection significantly increased sensitivity
to the TGF-B anti-proliferative signal, indicating that
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miR-146b-5p inhibition was sufficient to reestablish
TGF-B signal transduction after 24h of treatment
(Figure 4d).
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Figure 5

Disruption of TGF-p signaling pathway by miR-146b-5p deregulates thyroid-specific genes. (a) Rat follicular cells PC-146b

were DOX treated for 72 h (DOX) or untreated (CTR) for quantification of Nis, Te, Tpo, and Tshr gene expression. (b) For PAGE
analysis, 30 ng of total protein extracts per sample from PC-146b cells treated (DOX) or not (CTR) with doxycycline (1 pg/ml) for 72 h
were used for immunoblotting. The blot was incubated with specific antibody against NIS. Incubation of the blot with specific
antibody against ¢-Tubulin was used for normalization. (¢) Human papillary carcinoma cell line TPC-1 was transfected with anti-miR-
146b (anti-146b) or control (mock) for quantification of NIS, TG, TPO, and TSHR gene expression. Rat Rp/19 and human RPLI19
genes were used as internal controls. No detectable levels of NIS, TPO, or TS HR were observed in TPC-1 cells, regardless of treatment.
Data are represented as average of three independent experiments performed in duplicates. Bars represent standard deviation.

*P<0.05; **P<0.01.

PCCL3 cells retain the expression of the thyroid-
specific differentiation genes Nis, Tg, Tpo, and Tshr
in vitro (Fusco et al., 1987). We tested whether the
modulation of TGF-B by miR-146b-5p could influence
expression of these genes. The overexpression of miR-
146b-5p in PC-146b cells increased mRNA levels of all
of thyroid-specific genes (Figure 5a). However, the
western blot analysis revealed no significant alterations
of NIS protein levels (Figure 5¢) in PC-146b cells. The
inhibition of miR-146b-5p in the tumor cell line, TPC-1,
decreased Tg mRNA levels (Figure 5b). The expression
levels of NIS, TPO, and TSHR were not detectable in
mock cells or in miR-146b-5p-suppressed TPC-1 cells.
No detectable levels of NIS protein were observed in
TPC-1 cells.

MiR-146b-5p promotes cell growth by abrogating cellular
responsiveness to the TGF-B signal

We next analyzed the influence of miR-146b-5p on cell-
cycle regulation of normal thyrocytes. The addition of
doxycycline to the culture medium has been described as
inadequate for cell-cycle and proliferation analyses
because of its intrinsic cytotoxicity (Ermak et al.,
2003). Therefore, we generated the cell line PC-CMV-
146b, which stably expresses miR-146b-5p independently
of DOX treatment (Figure 6a). PC-CMV-146b cells

Oncogene

were synchronized by serum and thyroid-stimulating
hormone (TSH) deprivation, and cell-cycle reentry was
evaluated 3, 6, and 12h later. Twelve hours after
stimulation, 80% of PC-CMV-146b cells sorted to a
predominant Gy/G, peak, and 20% of cells sorted to the
S/G»/M peak. In contrast, PCCL3 cells transfected with
empty vector (PC-CMV-¢3) were distributed 84% to
the Gy/G, phase and 16% to the S/G,/M phase
(P<0.001). We then tested whether the ablation of
TGF-B signal transduction by miR-146b-5p is sufficient
to promote cell-cycle progression under exogenous
TGF-B stimulation. As expected, PC-CMV- cells
treated with rTGF-B1 exhibited a strong response to the
TGF-B inhibitory signal, characterized by cell-cycle
arrest, with 85% of cells in Gy/G; and 15% of cells in
S/G>/M. In contrast, the overexpression of miR-146h-5p
conferred resistance to the TGF-B signal, displaying,
after 12h stimulation, 20% of cells in S/G,/M
(P<0.001). Western blot analysis confirmed that PC-
CMV-146b cells did not respond to TGF-B signal,
exhibiting higher Cyclin D1 levels after treatment with
rTGF-B1 for 24h (Figure 6b).

PCCL3 cell growth is dependent on TSH (Fusco
et al., 1987). The overexpression of miR-146b-5p
reversed the cell-cycle arrest mediated by TSH depriva-
tion, with 31% of cells in the S/G,/M phase vs 22% of
PC-CMV- cells in S/G,/M (Figure 6c).
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Figure 6 MiR-146b-5p promotes cell-cycle progression in PCCL3 cells. (a) Rat follicular PC-CMV-{7 and -146b cells were grown in
the absence of FBS and TSH for synchronization of cells in the Gy/G, phase. After 24 h, the culture medium was replaced by FBS plus
TSH, with (rfTGF-B1) or without rTGF-B1. Cells were collected 0, 3, 6, and 12h after replacement of medium and were fixed, RNase
treated, and stained with PI for cell-cycle analysis. Left, histograms representing the cell cycle at time 12h. Right, percentage of cells
in S/Go/M. (@) PC-CMV-& cells, (& +rTGFB1) PC-CMV- cells plus rTGF-p1 (1 ng/ml), (miR-146b) PC-CM V-146b cells,
(miR-146b+ rTGFB1) PC-CMV-146b cells plus rTGF-B1 (1 ng/ml). (h) For PAGE analysis, 30 pg of total protein extracts per sample
from PC-CMV- () and PC-CMV-146b (miR-146b) treated or not with rTGF-p1 (1 ng/ml) for 12 h was used for immunoblotting.
The blot was incubated with specific antibody against Cyclin D1. Incubation of the blot with specific antibody against o-Tubulin was
used for normalization. (¢) PC-CMV- (7 and -146b cells were grown in the absence of FBS and TSH for synchronization of cells in the
Gy/Gq phase. After 24 h, the culture medium was replaced by FBS with (TSH( +)) or without (TSH(—)) TSH. Cells were collected 72 h
after replacement of medium and were fixed, RNase treated, and stained with PI for cell-cycle analysis. Histograms display cell count
in y axis and PI fluorescence in x axis. The data shown are representative of three independent experiments performed in duplicates.
Two-way ANOVA test: & vs & +TGF-f P<0.001; & vs miR-146b P<0.001; & + TGF-p vs miR-146b+TGF-f P<0.001.

Flow cytometry analysis revealed no significant changes
in the response to TGF-B-mediated apoptosis by over-
expression or suppression of miR-146b-5p in PC-CMV-
146b and TPC-1 cells, respectively (Figures 7a and b).
We then investigated if cell-cycle deregulation caused by

miR-146b-5p-mediated disruption of the TGF-B pathway
could interfere with cell growth potential. PC-CMV-146b
cells displayed significantly higher proliferation rates when
compared with PC-CMV-(J cells (Figure 7c). Importantly,
miR-146b-5p overexpression also promoted cell proliferation
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in the absence of TSH stimulation. In contrast, TPC-1 and
BCPAP cells transfected with anti-miR-146b exhibited
significantly decreased cell growth after 48 h (Figure 7c).
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Taken together, these results suggest that modulation
of the TGF-f signaling pathway by miR-146b-5p over-
expression is sufficient to generate a TGF-B-resistant
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phenotype in thyroid follicular cells that promotes
tumor cell proliferation.

Discussion

The overexpression of miR-146b-5p has been observed
frequently in PTCs (Pallante et al., 2010). To date,
however, the relationship between miR-146b-5p and
papillary carcinoma was not fully understood. Our
results suggest an oncogenic role for miR-146b-5p in
normal and tumoral thyroid cells, as a negative
regulator of the TGF-P signaling pathway.

Thyroid gland growth is stimulated mainly by TSH,
via TSH receptor (TSHR)-mediated increases in cAMP
and subsequent activation of the PKA pathway (Garcia-
Jimenez and Santisteban, 2007). Although normal
thyrocyte growth is tightly controlled by TGF-B (Taton
et al., 1993) the overexpression of miR-146b-5p in PC-
CMV-146b cells increased TSH-independent cell growth
and generated a TGF-B-resistant phenotype. Therefore,
miR-146b-5p may confer enhanced replicative potential
to thyroid tumor cells through the ablation of TGF-
autocrine and paracrine loops. Moreover, alterations in
the MAPK cascade resulting from RET/PTC rearrange-
ments or RAS- or BRAF-activating point mutations are
present in >70% of PTCs (Adeniran ef al., 2006). As we
observed, the induction of the oncogenes RET/PTC3
and BRAF™"* in PCCL3 cells led to the upregulation of
miR-146b-5p (Figure 1). Therefore, in thyroid tumors,
the activated MAPK cascade confers positive growth
advantages not only by increasing the cell proliferation
rate, but also by indirectly inhibiting the TGF-B anti-
proliferative signal via upregulation of miR-146b-5p. To
our knowledge, this is the first functional demonstration
of the importance of the MAPK pathway in the
induction of miR-146b-5p expression in thyroid cells.
A computational analysis of the promoter region of
miR-146b using TFSEARCH program (Heinemeyer
et al., 1998) revealed specific sequence motifs for NFkB
and MAPK signaling-related transcription factors (for
example, c-ETS and AP-1), suggesting a potential direct
and indirect regulation by MAPK pathway. In fact, it
has been reported that both miR-146a/b genes are tran-
scriptionally regulated by NFkB in innate and acquired
immune responses (Taganov et al., 2006). In thyroid
cancer cells, NFxB signaling is activated by the
BRAF"™™" mutation to increase invasiveness and pro-
motes tumor growth and resistance to chemotherapy via
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the upregulation of miR-146a (Palona et al., 2006;
Pacifico et al., 2010).

Notably, miR-146b-5p upregulation is not observed in
other tumors. In glioma cell lines, hormone-refractory
prostate tumors, and metastatic breast cancer cell lines,
miR-146b-5p is reported to be downregulated, acting as
a tumor suppressor gene (Bhaumik ef al., 2008; Hurst
et al., 2009; Xia et al., 2009). These contrasting roles
may be explained by the differences regarding the
targets repressed by miR-146h-5p in each tissue. miR-
146b-5p may be associated with a complex network of
gene expression regulation that could be tissue and stage
dependent, targeting different mRNA species in each
circumstance. Similarly, the TGF-B pathway has con-
trasting roles in cancer, acting as a tumor suppressor in
epithelial-derived tumors and as a tumor-promoter
factor in mesenchyme-derived tumors and epithelium-
derived tumors undergoing epithelial-to-mesenchymal
transition (Massague, 2008). The modulation of the
TGF-B pathway by miR-146b-5p could be, therefore, a
unique event in thyroid tissue.

The TGF-B signaling pathway strongly inhibits cell
growth in epithelial cells mainly by downregulating
the protooncogene MYC and upregulating cyclin-
dependent kinase inhibitor CDKNIA (Siegel and
Massague, 2003; Pei and Xiong, 2005). The proliferative
potential of tumor cells depends on their ability to
disrupt TGF-P signal transduction and bypass TGF-B-
mediated cell-cycle arrest. Overexpression of miR-146b-
5p in PC-146b cells was associated with increased
expression of ¢-Mye, whereas the inhibition of miR-
146b-5p in TPC-1 increased CDKNIA expression.
Moreover, the overexpression of miR-146b-5p in PC-
CMV-146b cells reversed TGF-B-mediated cell-cycle
arrest, indicating impairment of the TGF-B anti-
proliferative signal.

TGF-B is also an important regulator of thyrocyte
differentiation (Taton et al., 1993) by negatively regu-
lating the sodium/iodine symporter (NIS) (Kawaguchi
et al., 1997), TSHR (Morris et al., 1988), thyroperoxi-
dase (TPO) (Franzen et al., 1999), and thyroglobulin
(7TG) (Nicolussi et al., 2003). This control is driven by
TGF-B through the SMAD-mediated transcriptional
inhibition of the transcription factors PAX-8& and
TITF-1 (Nicolussi et al., 2003; Costamagna et al., 2004).
Accordingly, NIS, TPO, TG, and TSHR were upregu-
lated in response to overexpression of miR-146h-5p in
PC-146b cells. However, the overexpression of miR-
146b-5p was not sufficient to induce detectable changes

Figure 7 Influence of miR-146b-5p on cell growth and death. (a) The rat follicular cell lines PC-CMV-(J and PC-CMV-146b were
grown in the presence (rTGF-B1) or absence of rTGF-BI (1 ng/ml) for 24 h. (b) Human TPC-1 cells, 24 h after transfection of anti-miR-
146b, were treated or not with rTGF-p1 (1 ng/ml) for another 24 h. (a, b) Cells were trypsinized. incubated with the FITC-Annexin-V
antibody and stained with PI for apoptosis analysis. Left, dot plots display PI fluorescence in y axis and FITC fluorescence in x axis.
Percentage of apoptotic cells is shown in the upper and lower right quadrants. The data shown are representative of two independent
experiments. Right, graphs show mean of two independent experiments. (¢) PC-CMV- & and PC-CMV-146b cells were grown in the
presence or absence of TSH (no TSH). At days +1, +3, +5, +7, and +9, cells were trypsinized and cell numbers were estimated by
counting with a hemocytometer. TPC-1 and BCPAP cells were transfected with anti-miR-146b (anti-146b) or control (mock), and after
24, 48, and 72 h, cells were trypsinized and counted. The data shown are representative of two independent experiments performed in

triplicates. Bars represent s.d. *P<0.05; **P <0.01.
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in NIS protein levels in PC-146b cells, maybe due to
NIS protein half-life, estimated in 5 days (Paire et al.,
1997). In contrast, in TPC-1 cells, suppression of miR-
146b-5p decreased TG mRNA levels, although NIS,
TPO, and TSHR were undetectable. Interestingly, the
induction of the BRAF™* mutation in PCCL3 cells
represses NIS in a TGF-B-dependent manner (Riesco-
Eizaguirre et al., 2009), indicating that the TGF-
pathway may have a dual role in regulation of thyroid
differentiation.

Genetic alterations in the SMAD4 gene have been
reported in pancreatic and gastro-intestinal tract carci-
nomas (Yang and Yang, 2010). Although it is believed
that loss of SMAD4 is not a critical step for cancer
initiation, tumor cells bearing other oncogenic pathways
develop a more aggressive phenotype in the absence of
this molecule. In thyroid tumors, alternative splicing
and inactivating mutations combine to decrease SMAD4
gene expression (Lazzereschi et al., 2005). As we demon-
strated, the inhibition of miR-146b-5p in the papillary
carcinoma cell line, TPC-1, led to enhanced SMAD4
levels and decreased cell proliferation and viability,
indicating the restoration of cellular responsiveness to
the TGF-p anti-proliferative signal. Recently, D’Inzeo
et al. (2010) described the disruption of the TGF-p
signaling pathway by ablation of SMAD4 in two
papillary carcinoma cell lines, BCPAP and TPC-1. The
restoration of SMAD4 levels increased the responsive-
ness of the TGF-p pathway, decreasing cell migration
and proliferation. In this context, elevated expression of
miR-146b-5p could be a key factor in thyroid cancer
progression, decreasing SM AD4 levels to overcome the
TGF-B inhibitory signal.

We have previously shown that SMAD4 may be
present in thyroid tumors (Matsuo ef al., 2010),
suggesting that other factors may be involved in thyroid
tumorigenesis. Because the overexpression of inhibitory
SMAD7 (SMAD7) has been reported in thyroid tumor
samples and cell lines (Cerutti et al., 2003; Matsuo et al.,
2010), regulation of the TGF-f pathway by SMAD7
and other regulatory proteins may also take part in the
refractoriness to the TGF-p signal by thyroid tumor
cells. Furthermore, crosstalk between the TGF-B
signaling pathway and several other cancer-related
pathways may contribute to the disruption of the
TGF-pB signal (Ellenrieder, 2008). Tt is important to
note that TGF-P signal transduction can also be driven
via a non-SMAD pathway (Moustakas and Heldin,
2005).

The human miR-146 family comprises two miRNA
genes located on different chromosomes: miR-I146a at
5q34, and miR-146b at 10q24.32. Both isoforms have
been described as deregulated in tumors. Recently, in an
acute promyelocytic leukemia model, luciferase experi-
ments revealed that miR-146a negatively regulates
SMAD4 by binding to its 3UTR (Zhong et al., 2010).
However, in PTCs, the miR-146b, rather than miR-146a,
is predominantly deregulated.

This study highlights the functionality of miR-146b
in thyroid gland oncogenesis. The disruption of TGF-B
signal transduction caused by overexpression of miR-146b
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may be a relevant step for thyroid tumor cells, contri-
buting to PTC establishment and progression. Our findings
improve the understanding of the role of miRNAs in
the regulation of the TGF-p signaling pathway and
shed light on the molecular events related to PTC
development.

Materials and methods

DNA constructs

The oligonucleotides Smad4-Fw-wt and Smad4-Rev-wt were
annealed to form a segment containing the miR-146b-5p
binding site on SMAD4 3UTR predicted by Targetscan
program (http://www.targetscan.org), flanked by Xhel and
Xbal restriction enzymes sites (Supplementary Table 1). The
miR-146b-5p binding site with a mutated seed region was
formed by annealing of Smad4-Fw-Mut and Smad4-Rev-Mut
oligonucleotides. The segments were cloned downstream of the
luciferase reporter gene in pmirGLO Dual-Luciferase miRNA
Target Expression Vector (Promega, Madison, WI, USA)
generating the plasmids pmiRGlo-SMAD4-3'UTR-wt and
-Mut. The plasmids pcDNA3.1-miR-146b and -miR-21,
harboring the genomic region of miR-146b-5p and miR-21,
were kindly provided by Dr Konstantin D Taganov (California
Institute of Technology, Pasadena, CA, USA). This plasmid
pcDNA3. 1-miR 146b was double digested, and the insert was
subsequently cloned in vector pUHGI10.3 under the control
of a tetracycline-responsive promoter, generating plasmid
pUHG-146b. This construct was sequenced to confirm the
presence of correctly oriented miR-/46b-5p. The plasmid
p3TP-Lux was kindly donated by Dr Joan Massagué (Cancer
Biology and Genetics Program, Memorial Sloan-Kettering
Cancer Center, New York, NY, USA).

Cell lines and transfections

PCCL3, PCCL3-rtTA, PTC3-5, TPC-1, and ARO cell lines
were kindly provided by Dr James A Fagin (Human Onco-
logy and Pathogenesis Program, Memorial Sloan-Kettering
Cancer Center, New York, NY, USA). BCPAP cells were
kindly provided by Dr Massimo Santoro (Medical School,
University ‘Federico 11" of Naples, Naples, Italy). PTC3-5 and
PC-BRAF cell lines were derived from PCCL3-rtTA cells
(Saavedra et al., 2000) and conditionally express RET/PTC3
and BRAFV600F oncogenes, respectively (Wang er al., 2003;
Ricarte-Filho er al., 2009). All cell lines were maintained as
described previously (Ricarte-Filho er al., 2009). Plasmid
pUHG-146b was transfected into PCCL3-rtTA cells using
Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), accord-
ing to the manufacturer’s instructions, to generate the PC-146b
cell line. miR-146b-5p expression was induced with the
addition of 1pg/ml doxycycline (CalBiochem, San Diego,
CA, USA), a tetracycline analog, to the culture medium for
72 h. Plasmid pcDNA3.1-miR-146b was transfected to PCCL3
cells to generate the PC-CMV-146b cell line. Empty
pcDNA3.1 vector was transfected as control (PC-CMV-@J).
TPC-1 and BCPAP are human papillary carcinoma cell lines
that spontancously harbor the RET/PTCI rearrangement
(Jhiang et al., 1992) and BRAF"*™* oncogene (Fabien ef al.,
1994), respectively. To inhibit miR-146b-5p expression in the
TPC-1 and BCPAP cell lines, anti-miR-146b (Anti-miR—
miRNA Inhibitor, hsa-miR-146b-5p, AM10105, Applied Bio-
systems, Foster City, CA, USA) was transfected at 10-25nm
concentrations using Lipofectamine 2000. TPC-1 or BCPAP
cells incubated with transfection reagent alone or transfected



with a commercially available negative control (anti-miR-1,
AMI17010; Applied Biosystems) were used as the reference
(mock) and negative control (negative), respectively.

Luciferase reporter assays

ARO or TPC-1 cells were seeded in 12-well plates at density of
5 x 10*cells/well. After 24h, ARO cells were transfected with
the plasmids pmiRGlo-SMAD4-3’UTR-wt or -Mut, and
pcDNA-miR-146b. The co-transfections of anti-miR-146b or
the plasmid pcDNA-miR-21 were used as control. For the
quantification of TGF-B pathway activity, TPC-1 cells were
transfected with plasmid p3TP-Lux alone or in combination
with anti-miR-146b. After 24h, the cells were treated or not
with rTGF-B1. In both assays, the cells were washed 48 h after
transfection, lysed and the luciferase activity was accessed
using DualGlo Luciferase Assay System (Promega) according
to the manufacturer’s instructions.

Treatment with recombinant TGF-f1

Recombinant TGF-B1 (rTGF-f1, Peprotech, Rocky Hill, NJ,
USA) was added to culture medium at concentration 1 ng/ml.
rTGF-pl was added 72h after induction of miR-146b-5p
(PC-146b) or transfection with anti-miR-146b (TPC-1), and
total RNA was extracted 3h after for gene expression analysis
or 24h after for MTT cell proliferation assay and 1h for
immunofluorescence assay. For cell-cycle and death analysis,
rTGF-B1 was added to culture 24 h after seceding.

Gene expression analysis

Total RNA was phenol-chloroform-extracted from cell lines
PTC3-5, PC-BRAF, PC-146b, TPC-1, and BCPAP using
TRIzol reagent (Invitrogen) according to the manufacturer’s
instructions. For miRNA expression analysis, 10ng of total
RNA was reverse transcribed using a TagMan MicroRNA
Reverse Transcription kit (Applied Biosystems) and RT
primers provided with the miR-146b-5p Tagman miRNA
Assay (PN4373178: Applied Biosystems) according to the
manufacturer’s instructions. miR-146bh-5p expression was
detected from the ¢cDNA product, using TagMan Universal
PCR Master Mix No AmpErase UNG (Applied Biosystems)
and the Tagman MiRNA Assay. The expression of passenger
strand of miR-146b, miR-146b-3p, was not analyzed. Small
nucleolar RNA, snoRNA (PN4427975; Applied Biosystems)
and RNA, U6 small nuclear 2 (RNUGB) (PN4427975, Applied
Biosystems) were used for the normalization of rat and human
miRNA input, respectively. For mRNA expression analysis,
I pg of total RNA was reverse (ranscribed using M-MLV
Reverse Transcriptase (Invitrogen) according to the manufac-
turer’s protocol, and PCR products were amplified from the
c¢DNA using | x SYBR Green Universal PCR Master Mix
(Applied Biosystems) and specific primers. Ribosomal protein
L19 (RPLI9) was used as an endogenous control for mRNA
normalization. Amplification and detection were performed
using an ABI 7300 Real-Time PCR System (Applied
Biosystems). MiRNA and mRNA relative quantifications
were calculated based on the data generated by Sequence
Detection System (Applied Biosystems) according to the Pfaffl
method (Pfaffl, 2001). Primers used in qPCR experiments are
listed in Supplementary Table 2.

Protein expression analysis

PC-146b, PC-CMV-@, -146b, TPC-1, and BCPAP cells were
seeded at density of 1 x 10° cells/plate, trypsinized and lysed in
the presence of a 10-ul cocktail of protease inhibitors. Nuclear
and cytoplasmic fractions were isolated with a ProteoJET
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Cytoplasmic and Nuclear Protein Extraction Kit (Fermentas,
Glen Burnie, MD, USA) according to the manufacturer’s
instructions. Total protein (30-40pg) or proteins from the
nuclear/cytoplasmic fraction (15pug) were separated by 10%
polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) and then trans-
ferred onto nitrocellulose membranes (Hybond-ECL, GE
HealthCare, Buckinghamshire, England). Membranes were
incubated with monoclonal anti-SMAD4 antibody (sc-7966) or
CYCLIN DI (sc-753) from Santa Cruz BioTechnology Inc.
(Santa Cruz, CA, USA), and anti-NIS antibody, and
visualized using an Enhanced ChemoLuminescence kit (ECL,
GE HealthCare) according to the manufacturer’s instructions.
The monoclonal anti-a-tubulin (s¢-5286) and polyclonal anti-
LAMIN A (sc-20680) antibodies (Santa Cruz BioTechnology)
were used to normalize the protein input and as a control of
fraction separation.

Immunofluorescence

TPC-1 cells were plated onto glass coverslips in 6-well plates at
densities of 3 x 10* cells/well and were transfected 24h later
with anti-miR-146b. After treatment with rTGF-B1, the cells
were fixed in 4% paraformaldehyde in phosphate-buffered
saline, and permeabilized with 0.1% Triton X-100. Cells
subsequently were incubated with anti-Smad4 antibody
(diluted 1:100) followed by conjugation with Alexa-Fluor
588-anti-mouse IgG (diluted 1:400, Invitrogen). Nuclel were
RNase treated and stained with 20 pg/ml propidium iodide (PI;
Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA). Fluorescence was
observed using a Nikon Eclipse TE300 Confocal Laser
Microscope (Nikon Instruments Inc., Melville, NY, USA)
and imaged at x 60 optical magnification.

Cell-cyvcle analysis

PC-CMV-Z and PC-CMV-146b cells were plated in 6-well
plates at densities of 5x 10° cells/well. After 24 h, the complete
media were replaced with media lacking fetal bovine serum (FBS)
and TSH for synchronization in the G/G, phase. After 24 h,
FBS and TSH were added to the cultures to promote cell-cycle
reentry, and the TGF-p-treated group was stimulated. A separate
subset of cells (denoted TSH(—)) was maintained without TSH.
Cells were collected at times 0, 3, 6 and 12 h for cell-cycle analysis
by flow cytometry. Cells were washed, fixed in ice-cold 75%
ethanol in phosphate-buffered saline, counted, treated with
20 pg/ml RNase, and stained with PI. Cell-cycle reentry was
measured by flow cytometry using a Guava EasyCyte Mini
System (Guava Technologies, Billerica, MA, USA). Data were
gated using width and pulse area to exclude doublets.

Cell death analysis

PC-CMV-@, PC-CMV-146b, and TPC-1 cells were seeded in
6-well plates at densities of 5 x 10° cells/well. TPC-1 cells were
transfected with anti-miR-146b or transfection reagent alone
(mock). After 24h of transfection (TPC-1 cells) or seeding
(PC-CMYV cells), the culture was treated or not with rTGF-BI.
After 24h of treatment, cells were collected by trypsinization
and cell death was analyzed using Annexin-V FITC Kit
(Invitrogen) according to the manufacturer instructions.

Cell proliferation assays

For PC-CMV-, -146b, TPC-1, and BCPAP cell counting,
5% 10* cells/well were seeded into 6-well plates. TPC-1 and
BCPAP cells were transfected with anti-miR-146b or transfec-
tion reagent alone (mock). Cells were counted at indicated
times using a hemacytometer, and the average cell number
from triplicate measurements was determined. For the
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MTT assay, 3 x 10¢ cells/well were seeded in quintuplicates in
96-well plates. After 24 h, 0.125 mg/ml MTT (Amresco, Solon,
OH, USA) was added to the culture. The medium was
removed after 3h, and the cells were solubilized in 100 pl
of 0.04M HCI in isopropanol and measured at Ass in a
spectrophotometer (Spectra Max Plus, Molecular Devices,
Sunnyvale, CA, USA).

Statistical analysis

The results of proliferation assays and qPCR are presented
as the meanz+s.d. Data were submitted to Student’s r-tests
to compare results between two groups or to two-
way ANOVA, followed by Bonferroni tests, for multiple
comparisons (GraphPad Prism Software version 5.00,
San Diego, CA, USA). Differences were considered signi-
ficant at P<0.05.
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