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RESUMO

Souza DGN. A proteína RATA-b//zdi/zg, LIN28B, na expressão de microRNAs e na
biologia do câncer de tiroide [dissertação (Mestrado em Bio]ogia Ce]u]ar e Tecitdua])] -
São Paulo: Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo; 2017.

MicroRNAs são pequenos RNAs não codificantes de proteínas envolvidos na regulação

de diferentes vias de sinalização, inibindo a tradução de genes alvos. A expressão dos

microRNAs pode ser regulada na sua biogênese, via ação de proteínas ligantes de RNA,

como a proteína LIN28. LIN28 liga-se em sequências específicas do miRNA, como aos

precursores de let-7, impedindo processos da sua maturação e regulando negativamente a

sua expressão. Em alguns tipos de câncer, a expressão aumentada de LIN28 se associa a

um pior prognóstico. Neste trabalho analisamos a influência da super-expressão de

LIN28B na biologia do câncer e na expressão global dos miRNAs eni linhagem de

carcinoma papilífero de tiroide, TPC-l. Observamos que o aumento da expressão de

LIN28B não altera a proliferação e a viabilidade celular, ocorre aumento da expressão de

genes da diferenciação tiroidiana como .f)AX-8 e mF.7 e diminuição de genes da transição

epitélio mesênquima, Hlt/(;A2, Vime/zri/za e SM4/L A expressão global dos miRNAs foi

analisada por mlcroarray contendo sondas de olígonucleotídeos para 1733 moRNAs

humanos, mostra aumento na expressão de 262 moRNAs (Z 2x) e diminuição na expressão

de 44 moRNAs ($ 2x) na linhagem TPCLIN28B. Dentre os miRNAs diminuídos

observamos a presença do segmento de ligação no precursor dos moRNAs, miR-4488 e

m;1?4ó74. Estes resultados sugerem que a alteração na expressão dos moRNAs mediada

por LIN28B, aumento na expressão de genes da diferenciação e diminuição na expressão

de genes da transição epitélio mesênquima contribuem para transformação maligna no

carcinoma papilífero de tiroide.

Palavras chave: LIN28, microRNA e câncer de tiroide



ABSTliACT

Souza DGN. RNA binding protein, LIN28B, microRNAs expression and cancer behavior
of thyroid cancer [Master thesis (Ce]] and Tissue Bio]ogy)] - São Paulo: Instituto de
Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo; 2017.

MicroRNA are small RNAs, non-conding that control posttranscriptional expression of

target genes, regulating signaling pathways. MicroRNAs expression could be regulated in

biogenesis by action of RNA binding protein, LIN28. LIN28 binds sequences of moRNA,

as precursor form of let-7, inhibiting let-7 biogenesis, negatively regulating by LIN28.

High expression of Lin28 is associated with poor prognosis and high tumour

aggressiveness in different types of cancer. hl this work we analyzed the high expression

of LIN28B in papillary thyroid cancer lineage, TPC-l. Our results show that the over

expression of LIN28B couldn't change cell proliferation and cell viabilty. Expression of

thyroid genes, PAX-8 and 7TF-.7 are increased and epithelial-mesenchymal transition

genes /7A/(;A2, V7/V and S/Vml is decreased. Microarray analysis was used to detected

the global moRNA expression, with oligonucleotide probes for 1733 human mature

moRNAs. The analysis of microarray shows 262 moRNAs up-regulated (Z 2x) and 44

moRNAs down-regulated ($ 2x) in TPCLIN28B. Among down-regulated moRNAs there

are moRNAs with LIN28 binding sitas in precursor, as miR-4488 and miR-4674. These

results suggest that alteration in miRNA expression mediated by LIN28B and modulation

in differentiated of thyroid genes and epithelial-mesenchymal transition genes could

influente in malignant transformation of papillary thyroid cancer.

Keywords: LIN28, microRNAs and thyroid cancer
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] INTRODIJCAO

Os microRNAs (moRNAs), possuem 'cerca de 20 nt, são de fita simples e não

codificadores de proteína que exercem um potente efeito sobre diferentes vias de

sinalização ao regularem a expressão proteica, inibindo a tradução de genes alvos

(Gregory et al., 2005). Assim, podem controlar processos biológicos como, a

diferenciação celular, proliferação e apoptose das células, a desregulação então, influência

no processo tumorigênico. A desregulação na expressão dos miRNAs é oncogênica

(oncomiRs), quando, o aumento da expressão de um moRNA diminui um supressor

tumoral ou a diminuição da expressão de um miRNA induz a tradução de um gene

oncogenico(Esquela-Kerscher, Slack, 2006).

A biogênese dos microRNAs pode ser regulada via ação de proteínas ligante de

RNA, como a proteína Lin28. O Lin28, é uma proteína altamente conservada, que surgiu

como um importante modulador da biogênese do miRNA let-7 (Viswanathan et al., 2008).

Essa interação Lin28 e let-7 é o exemplo melhor caracterizado entre a interaçãolde um

moRNA e uma proteína ligante de RNAs, onde têm-se como consequência a regulação

negativa da expressão do let-7, fazendo com que ocorra a diminuição da sua ação

supressora tumoral (Viswanathan et al., 2010).

Neste contexto, o desbalanço da expressão de moRNAs é observada em diferentes

tipos de câncer como mama, próstata, ovário e tiroide (Lu et al., 2005; Volinia et al., 2006),

sendo que cada tipo de câncer exibe uma assinatura especíHlca de miRNAs desencadeada

pela oncogênese particular do tecido.

A expressão aumentada do LIN28 foi recentemente correlacionada com o pior

prognóstico em diversos carcinomas humanos (Viswanathan et al., 2009; West et al.,2009).

No entanto, o papel do LIN28, um importante regulador da reprogramação celular e do

processamento de moRNAs, assim como de seus moRNAs regulatórios (família let-7), não

foram ainda esclarecidos no câncer de tiroide.
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1.1 MicroRNAs

Nos últimos anos análises do trascáptoúa geraram uma ampla fonte de informações

sobre RNAs, relacionando-os com diferentes mecanismos de regulação gênica, incluindo

mecanismos epigenéticos, e alguns desses RNAs não codificam proteínas (/zon-pro/ei/z-codíng

R/VAs). Essa classe de RNAs são transcritos pelas RNA polimares 1, 11 e 111, podendo então ser

RNAs ribossâmicos, RNA longos (IncRNAs) e os RNA pequenos (Brosius, Tiedge 2004).

Dentre várias classes de RNAs, os miRNAs têm sido os mais amplamente estudados, a primeira

referência foi em 1993 quando Vector Ambros descobriu que o Z,/n-4, um importante gene na

regulação do desenvolvimento de C. e/ega/zs, não codificava proteína mas expressava um

pequeno RNA de aproximadamente 22 nucleotídeos. Essa descoberta permitiu a caracterização

de um novo mecanismo de regulação gênica, onde o transcrito de Z,In-4 regulava negativamente

a tradução de Li/z-/4 ao se ligar diretamente a sua região 3'UTR (Lee et al, 1993). A partir de

então, muitos moRNAs foram descritos atuando em vários processos biológicos (He, Hannon,

2004). Os moRNAs são pequenos RNAs endógenos (-20nt) não codificantes de proteínas que

inibem o processo de tradução de RNAs mensageiros alvo através do pareamento imperfeito

ou perfeito com a região 3'- não traduzida (UTR) do mesmo, além de induzir a degradação do

URNA (Braun et al., 201 1).

1.2 Biogênese dos moRNAs
'v

A biogênese dos moRNAs inicia-se a partir dos seus /oci genâmicos. Os miRNAs são

transcritos pela RNA polimerase ll contendo cauda Poly-A e Cap 5' são expressos em longos

transcritos, individuais ou em clusters, são chamados de primários (pri-microRNA). Adquirem

estruturas secundárias em forma de grampo, apresentam tamanho variado, dificultando a

definição do tamanho do pri-miRNA. O processamento de pri-miRNAs ocorre ainda no núcleo

e pode ser realizado de forma simultânea com o processo de transcrição (Kim, Kim, 2007).

Onde, a enzima nuclear DROSHA (Z)ros/za, riba/zuc/Case Dpe /7/), que possui um domínio de

ligação em RNA de dupla fita e dois domínios do tipo RNase, envolvidos na clivagem de um

dos braços do pri-moRNA (Lee et al., 2003). A ação da enzima DROSHA depende de outras

proteínas acessórias, como DGCR8 (Z)/acorre Sy/zdrome Critica/ Regia/z 8) que se liga na

DROSHA dando suporte à atividade de ligação à dupla fita de RNA, juntas formam um

complexo chamado "microprocessador" responsável por convencer pri-moRNA em um moRNA
P
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precursor (pre-moRNA) com aproximadamente 70 nucleotídeos em forma do /zczirpl/z e

overbang de dois nucleotídeos na porção 3' (Denli et al., 2004; Gregory et al., 2004; Han et

al., 2004; Landthaler et al., 2004).

O pre-moRNA é exportado do núcleo para o citoplasma através da ação da proteína

exportina 5 que forma um complexo de transporte com uma proteína nuclear RAN-GTP. O pre-

miRNA é translocado pelo poro nuclear, GTP é hidrolisado, resultando na desmontagem do

complexo e posterior liberação do pre-moRNA no citosol (He, Hannon, 2004) (Figura 1). No

citoplasma, o pre-miRNA se associa a enzima DICER, sendo que a enzima diva o pre-miRNA

em cerca de 22 nt após o reconhecimento do overhang na região 3' (Vermeulen et al., 2005) e

também -22nt a partir da região 5' (Pack et al., 201 1), gerando um RNA dupla fita (duplex) de

-20 nt que se associa ao complexo multiproteico RISC (RNA Induced Silencing Complex).

Somente uma das fitas de miRNA bica retida, o miRNA maduro, que atua no parlamento

imperfeito com a região 3'-UTR de genes alvo para inibir a tradução (Gregory et al., 2005;

Kim, 2005). Apesar existir certa preferência por uma das fitas do duplex no complexo RISC,

ambas as fitas localizadas na região 5' (5p) ou 3' (3p), podem apresentar função biológica e

inibir alvos específicos (Lai, 2002; Okamura et al., 2008).

'f
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Figura 1-- Biogênese dos microRNAs. Esquema ilustrando as etapas do processo de maturação dos
moRNAs e a sua ação bloqueando mRNA alvos. Figura de Lin e Gregory , 2015.

O mecanismo de ação de inibição dos miRNA$ é mediada pela região seca, região

constituídas por nucleotídeos na posição de 2 a 8 daextremidade 5' do moRNA que inicia

hibridização com a região 3'-UTR do mRNA alvo (Lewis et al., 2003) provocando o

bloqueio da tradução e a subseqüente diminuição dos níveis da proteína. Devido ao seu

tamanho reduzido, um único moRNA pode regular diversos mRNAs diferentes e, da

mesma forma, diversos moRNAs podem regular um único mRNA alvo (Brennecke et al.,

2003). Os moRNAs formam, assim, uma rede complexa de regulação pós-transcricional,

ressaltando a importância de se entender a influência do mecanismo de ação dos moRNAs

e suas consequências.

1.3 MicroRNAs e câncer

A literatura apresenta evidências do papel dos moRNAs em várias doenças

humanas e processos fisiológicos normais e anormais. Entre eles está'o câncer, a primeira
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relação entre moRNAs e câncer foi estabelecida quando Calin et al. 2002, demonstraram

que uma região genõmica contendo /ocl gênicos de moRNAs, está frequentemente deletada

em leucemia linfocítica crónica, ocasionando a inversão com os níveis proteicos de seu

alvo. Além disso, estudos em larga escala demostram que perfil de expressão de mijtNAs

é mais potente e preciso na discriminação de tecidos tumorais do que o perfil de expressão

de mRNAs (Lu et al., 2005)

A expressão alterada de moRNAs vem sendo relacionada a diversos tipos tumorais,

podendo funcionar como oncogenes ou genes supressores de tumor. Quando ocorre a

perda de expressão de um moRNA resulta em aumento da tradução de oncogenes, ou

quando há aumento na expressão de um moRNA resulta-se na inibição da tradução de um

gene supressor tumoral. (Esquela-Kerscher, Slack, 2006) (Figura 2). Esse desequilíbrio na

expressão de oncomiRs atua potencializado a modulação de vias de sinalização envolvidas

em diferentes processos como proliferação, migração, apoptose e invasão.

Púrdãdê

Ú..miai.i
giiire:siãd Ao:úént

3'tlrR

nliÊrlA

#'*''$1;:H

+«4

Aumentadatnduçàode Hameastaw Diminuiçãadatraduçãade
ORÇQ$ene iupíessar !amora!

Figura 2- MícroRNAs e câncer. A desregulação da expressão de um moRNA (oncomiR) pode contribuir
com a oncogênese a medida que aumenta da tradução de um oncogene ou diminui a tradução de um gene
supresso- tumoral. Figura adaptada de (Fuziwara et al., 2012).

Hameostase
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Diferentes tipos de câncer apresentam desregulação da expressão de miRNAs,

onde, cada tipo de câncer apresenta uma assinatura específica de moRNAs, emergindo

como potenciais marcadores biológicos desencadeada pela oncogênese de cada tecido. No

câncer de tiroide, estudos demonstraram a desregulação dos miRNAs no carcinoma

papilífero de tiroide, com modulação da expressão de mais de 30 míRM'ls diferentes. Os

oncomiRs: mfR-22.7, mlR-222, miR-.74ób e o c/zzsrer /7-92, são oncogênicos com

capacidade de modular importantes vias de tumorigenese tiroidiana como, TGF beta

(Geraldo et al., 2012; Dettmer et al., 2013; Fuziwara e Kimura, 2014a). Por outro lado, os

oncomiRs /e/-l;Z miR-200 e miR-30 são supressores tumorais, os quais modulam

oncogenes que compõe principalmente a via MAPK e fatores de transcrição que auxiliam

a transição epitélio mesênquima (Ricarte-Filho et al, 2009; Zhang et al. , 2012; Fuziwara,

Kimura, 2014b).

No câncer, os moRNAs pertencentes a família /ef-7 atuam como supressores

tumorais, inibindo oncogenes que modulam ciclo celular, proliferação, diferenciação e

adesão celular (Roush, Slack, 2008; Ricarte-Filho et al. , 2009; Colamaio et al , 20 1 2; Zhao

et al. , 2013). Na oncogênese tiroidiana análises de expressão de moRNAs em larga escala,

mostraram que há diminuição na expressão de /er-7ye /er-7a (Pallante et al., 2006; Visone

et al., 2007; Dettmer et al., 2013; Dettmer et al., 2014). Sabe-se que a diminuição na

expressão de membros dafamília /er-7 durante alguns processos neoplásicos malignos

como na mama, pulmão, cólon e intestino, deve-se' ao aumento da expressão proteica de

LIN28 (Piskounova et al., 2008; Viswanathan et al., 2008).

1.4 LIN28, estrutura e função

O LIN28 é uma proteína ligante de RNA, altamente conservada, codificada pelos

genes heterocrõnicos Z,/N284 (também conhecido como LIN28) e Z,/7V28B localizados

respectivamente no cromossomo l(lp36.1 1) e 6 (6q21) em humanos (Mass, Tang, 2003;

Guo et al., 2006). O Lin28 foi primeiramente caracterizado no Caenor/zabdifls e/egcz/zs

como um importante regulador do processo de desenvolvimento embrionário desta larva.

Mutações no gene l,i/z28b modificam o desenvolvimento normal da larva, fazendo com

que determinados eventos aconteçam mais precocemente ou tardiamente do que o normal

(Ambros, Horvitz, 1 984; Ben-Porath et al., 2008). Outros fatores de nprogramação celular
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descritos até hoje - OCT4, SOX2, c-MYC, NANOG e LIN28 - já foram relacionados à

oncogênese (Viswanathan et al., 2010), reforçando a ideia de que a complexa

reprogramação genõmica, que acompanha os mecanismos de pluripotencialidade

induzida, apresenta semelhanças com a complexa reprogramação genõmica que

acompanha o processo de transformação neoplásica.

Em humanos os genes L/7V28 4 e Z.,r7V28B são compostos por quatro éxons, onde, o

segundo e o terceiro são conservados entre as isoformas. Análises bioinformáticas

mostraram que o segundo éxon, é responsável em codificar aminoácidos semelhantes aos

encontrados em proteínas de choque térmico (CSD, eo/d-x/rock domain) sintetizadas em

bactérias e plantas. Outra constatação foi a presença de aminoácido que compõem os dedos

de zinco (zinc ./!/zger) do tipo Cys-Cys-His-Cys (CCHC, Cys/cine,Cysfeine, Hfsrami/ze,

Cysrel/ze), hom(51ogos aos encontrados no nucleocapsídeo viral, sintetizados a partir do

terceiro éxon (Summers et al., 1992; Mass, Tang, 2003; Guo et al., 2006) (Figura 3).

ÇSP

NoLS NLS

Figura 3 -- Proteínas Lin28A e Lin28B. Lin28A e Lin28B possuem grande semelhança em sua sequência
assim como domínios, Com Shock Domain (CSD em azul) e CCHC zinc ntnger (CCHC x2 em verde)
Lin28B contém sítio de marcação nuclear (NLS) e o nucleolar (NoLS). Fig de Gregory e Thornton, 2012

Z,/7V28A e Z,/7V28B, pertencem à mesma família gênica, sintetizam proteínas com

composição peptídica diferente (Piskounova et al. , 201 1). As proteínas LIN28A e LIN28B

são compostas, em mamíferos, por 209 e 250 aminoácidos respectivamente, ambas

apresentam um domínio CSD na extremidade N-terminal e dois domínios zl/zc./i/zger do

tipo CCHC na extremidade C-terminal, permitindo uma identidade de 76qu (Moss et al,

1997; Guo et al., 2006; Piskounova et al., 201 1). A estrutura zinc./i/zger do tipo CCHC

apresenta capacidade de interação com o RNA, dando as proteínas.LIN28, a função de
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proteína ligante de RNA (RBP do inglês, 8M éi/zdi/zg 2rorel/z) (Summers et al. , 1992)

1.5 LIN28 e let-7

O LIN28 agua na regulação da biogênese de miRNAs por meio de mecanismos

pós-transcricionais (Viswanathan et al, 2008). A interação entre o Lin28 e o let-7 é o

exemplo melhor caracterizado entre a relação de um moRNA e seu regulador pós-

transcricional. Essas proteínas modulam de fomia distinta a maturação de /ef-7

(Piskounova et al., 201 1), mas tanto LIN28A, com LIN28B se ligam ao /er-7 através o

domínio CCHC em sequências ricas em guanina, como, GGAG, GAAG ou AGGG,

localizadas na região 3' irem-/oop do prl ou pre-/ef-7 (Figura 4), o que confere ação de

proteína ligante resultando na inibição do processo de ação da DROSHA ou da DICER.

LIN28A age predominante no citop14sma ligando-se .po pre-/er-7, recruta a enzima

TUTase (do inglês fermi/zaZ grfdy/y/rrarláergig) que adiciona uridina na porção 3' ido pre-

/er-7 induzindo a degradação e consequentemente inibe o processamento pela DICER

(Piskounova et al., 201 1). Enquanto LIN28B atua predominantemente no núcleo, onde se

liga no primário de /er-7 (prl-/ef- 7) e bloqueia a interação do complexo DROSHA/DGCR8

independente da enzima TUTase (Piskounova et al, 201 1) (Figura 4). Por outro lado,

um importante estudo demonstrou que, além da família /ef-7, os moRNAs mir-9, mir-30 e

mir-.r25, também são importantes reguladores pós-transcricionais dos genes Z,/7V28A e

Z,/N28B (Zhong et al., 2010).
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Figura 4 - Ligação e ação do LIN28 no let-7. A esquerda modelo esquemático da ligação do LIN28 via CCHC
na sequência GGAG do pre-let-7. A direita esquema da ação do Lin28A/B na biogênese do microRNA let-7,
bloqueando a sua maturação. Figuras de Gregory e Thornt, 201 2 e Piskounova et al., 201 1

LIN28A/LIN28B podem promover transformação maligna e a ativação destes

genes ocorrem em diversos tumores humanos, em uma frequência aproximada de 15%o

(Viswanathan et al., 2009). Ressalta-se tambému que o LIN28A e o LIN28B estão

envolvidos em processos biológicos como, desenvolvimento de células germinativas, na

embriogenese, no metabolismo de glicose, no endereçamento celular e na diferenciação

celular.

1.6 LIN28 e câncer de tiroide

Já se é sabido que o aumento da expressão de LIN28, por inibir a maturação dos

moRNAs pertencentes a família /ef-7, que são supressores tumorais, contribui com a

tumorigenese de neoplasias como mama, cólon, bexiga, ovário, cabeça e pescoço e

neuroblastoma (King et al., 201 1; King et al., 201 1; Alajez et al., 2012; Li et al., 2013;

Murray et al., 201 3). Outros estudos realizados em leucemia mielóide aguda constataram

que outro moRNA, como o miJ?-/50, pode ser modulado por LIN28. Nesta neoplasia,

detectou que cMYC, atava a transcrição de Z,//V28 que por sua vez interage com prl-miR/50
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erre-miJ?/50 impedindo seu processamento e favorecendo a proliferação celular (Jiang et

al., 2012). Estudos mais recentes em câncer de pulmão mostram que Z,.IN28B é um

possível alvo de outros moRNAs como, mlR-203, m11?-30, /er-7, miR-.r32, m;J?-.78/, mÍR-

212, miR-lOI, miR-9, miR-125, miR- 98, mIR-196, miR-23 e miR-499. P\inda nesse, estudo

comprovou-se funcionalmente que o miR- 203 bloqueia a tradução do Lnq28B, elevando

os níveis de let-7, acarretando em uma inibição do crescimento tumoral (Mc Gregor et al.,

2017; Zhou et al., 2017,).

O câncer de tiroide é a neoplasia endócrina mais frequente, sendo mais comum em

mulheres. No Brasil, de acordo com o Instituto Nacional do Câncer (INCA), para 201 6 foi

estimado o aparecimento de 6960 mil novos casos, tomando-se a oitava neoplasia mais

frequente entre as mulheres.

Existem diferentes tipos de carcinoma tiroidiano, caracterizados de acordo com a

célula de origem e com características histológicas. Aproximadamente 3qo dos tumores

tiroidianos originam-se a partir de células parafoliculares (também chamadas de células

C), e são denominados carcinomas medulares (CMT). Os outros tumores são oriundos de

células foliculares, e podem ser classificados de acordo com características histológicas

em: (1) carcinomas diferenciados, por sua vez subdividido em papilífero (CPT), e folicular

(CFT); (11) carcinoma pouco diferenciado (CPDT);. e (111) carcinoma indiferenciado ou

anaplásico (CAT). w

Os eventos genéticos mais frequentes na transformação maligna do tecido

tiroidiano estão bem caracterizados e envolvem a ativação de vias de sinalização que

estimulam a proliferação, principalmente a via MAPK. A mutação pontual no gene mutação

pontual no gene Z?RAF', é considerada a alteração genética mais frequente no carcinoma

papilífero (Kimura et al., 2003; Sobrinho-Simoes et al., 2005; Xing, 2007), onde ocorre a

translocação de uma base timina por adenina na posição 1799 B1?.4/Hi799A levando à

substituição do aminoácido 599 valha por ácido glutâmico. Os rearranjos cromossõmicos

do tipo RET/PTC estão presentes em 30-40qo dos casos de carcinoma papilífero nos EUA

(Santoro et al., 1992). RET, uma proteína do tipo tirosina-kinase, é um receptor

transmembrana geralmente ativado após a ligação de um de seus ligantes. A fusão da

extremidade 3' do proto-oncogene RE7'com a extremidade 5' de diversos genes expressos

na célula folicular, codificam para uma proteína citoplasmática, .com habilidade de
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dimerização e resulta em sua autofosforilação independente da ativação por seus gigantes,

levando à constante ativação dos membros .à jusante na cadeia. Tanto os rearranjos

RET/PTC quanto a mutação Z?J?AT'T/799A resultam na sustentação da ativação da via de

sinalização de MAPK (Santoro et al., 1996; Mitsutake et al., 2005), promovendo maior

capacidade de proliferação tumoral. No entanto, estes dois eventos moleculares raramente

estão presentes num mesmo tumor (Namba et al., 2003; Soarem et al., 2003).

Além das alterações genéticas clássicas, alterações no pernil de expressão dos

moRNAs também apresentam um papel importante na tumorigênese tiroidiana. Diversos

estudos, envolvendo a análise do perfil de expressão de moRNAs em tecidos derivados de

carcinoma papilífero de tiroide, apontam a diminuição de expressão de determinados

moRNAs, assim como o aumento no tecido tumoral. Estudo recente do nosso grupo

mostrou que o LIN28 contribui com a diminuição do /er-8: podendo ser modulado pela

MAPK (Olivé, 2014), dados esse que nos sugerem uma potencial ação de LIN28 na

modulação da expressão dos moRNAs e na oncogênese tiroidiana. Os resultados obtidos

nesse trabalham exploram a relação LIN28B, moRNAs e câncer de tiroide ainda pouco

explorada.

'f
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2 0BJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste prometo foi avaliar a influência da proteína Lin28B na biologia do

câncer e na expressão g]oba] dos moRNAs utilizando o modelo de super-expressão de

LIN28B em carcinoma papilífero de tiroide, na linhagem TPC-l .

2.2 0bjetivos Específicos

l Super-expressar LIN28B na linhagem TPC-l para obter a influência de LIN28B na

proliferação e viabilidade celular, na expressão dos marcadores de diferenciação

tiroidiana e na transição epitélio mesênquima.

11 Analisar o efeito da super-expressão de LIN28B na expressão global dos moRNAs,

validar e análise i/z si/ico para identificação de potenciais sítios de ligação LIN28B-

microRNAs.

V
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3 MATERIAL E MÉTODOS

3.1 Cultura de células

A linhagem celular humana, TPC-l , derivada de carcinoma papilífero de tiroide que

expressa espontaneamente o rearranjo cromossõmico RÉ1777'TC-/, foi cultivada em meio

DMEM (GIBCO ) suplementado com 5% de soro fetal bovino, antibióticos (1 00 U/ml

penicilina e 100 Fg/ml de estreptomicina) e antifúngico (l Hg/ml de anfotericina)

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). A linhagem em cultivo foi mantida em incubadora

(Thermo ScientiHlc, Waltham, MA, USA) sob as condições 5%o de CO2 a 37 'C.

de

3.2 Amplificação do plasmídeo

O plasmídeo MSCV-pig-LIN28B foi genti]mente doado pe]o Dr. Joshua Mede]]

(U7 Sou/Aves/erra Ã/educa/ Ce/z/er, Z)a/as, 7X, (,rSX) (Chang et al., 2009). Para remover o

plasmídeo do papel filtro foi adicionado 50 HI de H2O ultrapura que foi mantida em

temperatura ambiente (25 'C) por 15 minutos. Após a amplificação do plasmídeo, as

bactérias foram semeadas em meio ágar LB contendo ampicilina e incubadas a 37 'C

durante 16 horas. Então, com o crescimento das colónias, os clones foram purificados em

coluna de purificação, utilizado o kit QIAprep Spih Miniprep Kit (QIAGEN Sa/np/e &

Àssay decano/ogies), onde, o DNA plasmidial foi quantificado e transformado na bactéria

XLI blue e replicada em meio LB (Luria-Bertani), o antibiótico ampicilina foi utilizado

para seleção. O plasmídeo MSCV-PIG® (Addgene) foi utilizado como controle também

foi submetido à amplificação e purificação, conforme descrito anteriormente.

q

3.3 Transfecção do plasmídeo

Para estabelecermos uma linhagem com ganho da expressão de Z,/A/28B

transfectamos os plasmídeos, MSCV-PIG® (Addgene) ou MSCV-PIG-Lin28b® na

linhagem celular TPC-l que foi cultivada em placas de 6 poços até atingir 80 a 90qu de

confluência. A transfecção foi realizada em duplicata, utilizando Lipofectamine 2000®

(Invitrogen), onde, 1 ,0 Hg do plasmídeo MSCV-PIG® ou 4,0 Fg do plasmídeo MSCV-

PIG-Lin28b® foram incubados em meio Optimen® (Invitrogen) à temperatura ambiente

por 20 minutos na presença de 2,5 HL de Lipofectamine 2000® em meio Optimen®
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(Invitrogen). Após 4 horas o meio de cultura foi trocado para Dl\4EM enriquecido com

5qo de soro fetal bovino. Após 24 horas da transfecção, iniciamos a seleção de células

transfectadas pela adição de Puromicina [l ug/mL]. As ]inhagens foram nomeadas: TPCçõ

para as células transfectadas com o vetor MSCV-PIG®, e TPCLIN28B, para as células

transfectadas com MSCV-PIG-Lin28b® (Figura 5). As linhagens resistentes que foram

expandidas, tripsinizadas e congeladas em freezer -- 80 'C na presença de 10qn DMSO
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Figura 5 - Mapa dos plasmídeos transfectados para geração da linhagens TPC© e TPCLIN28B. (A)
Mapa do plasmídeo utilizado para gerar a linhagem TPCLIN28B, foi inserido cDNA do LIN28B. (B) Mapa
do plasmídeo utilizado para gerar a linhagem TPCg.

3.4 Análise da expressão gência por PCR em tempo real

3.4. 1 Extração de RNA

O RNA total foi extraído das linhagens celulares: TPCC) e TPCLIN28B em

triplicata, baseando-se na metodologia desenvolvida por Chomczynki e

Sacchi(Chomczynski, Sacchi, 1 987) utilizando o reagente TRlzol (Invitrogen). As

células foram plaqueadas em placas de 100 mm até atingirem 80qo - 90% de confluência,

homogeneizadas com l ml TRlzol e 200 ul de clorofórmio. Após homogeneização, foi

centrifugado 12.000 g por 15 minutos a 4 'C. A fase aquosa foi coletada e o RNA foi

precipitado através da adição de 500 FL de isopropanol, homogeneização e centrifugação

a 12.000 g por 10 minutos a 4 'C. O sobrenadante foi removido, e o pe//er foi fluído em 30

HL de H2O livre de RNase (H2O tratada com DEPC e autoclavada). O RNA foi

®
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quantificado por espectrofotometria através do valor de absorbância A:õ., sendo que a

pureza foi estimada como ótima quando a razão A2ódAzso for maior que 1 ,8.

3.4.2 Síntese de DNA complementar

O DNA comp]ementar foi sintetizado uti]izando ]O FL de RNA total (2 Hg) que

foram incubados na presença de l HL de Oligo dT primer (lO FM), l FL de RNAse Out

(40 U/FL), l HL de Deoxynucleotides (dNTP mix) (100 nM), 2 FL de Dithiothreitol (D'l'r)

(0, 1 M), 4 FL de 5X Buffer e l FL de Enzima Transcriptase Reversa (M-MLV) (200 U/HL)

(Invitrogen). A reação foi realizada a 21 'C por 10 minutos, a 42 'C por 30 minutos e a 99

'C por 10 minutos em termociclador Cyclogene (Thecne, Inglaterra).

3.4.3 PCR em Tempo Real

Para a quantificação do produto fomlado durante a reação de RT-qPCR para cDNA

foi utilizado o reagente SYBR® Green Dye Master Mix (Applied Biosystems). As reações

foram realizadas em volume final de 20 nl utilizando 5 HL de cDNA diluído 10 vezes a

partir do volume final da síntese de cDNA (-5 ng), 5 FL de primers específicos, e 10 FL

do reagente 2X Manter Mix SYBR® Green no termociclador PCR System ViiA7(Life

Techonologies) nas seguintes condições: 50 'C por 2 minutos, 95 'C por 10 minutos, e

40 ciclos de 95 'C por 15 segundos e 60 'C por l minutos.

Foram utilizados primers específicos sintetizados através do programa Blast para a

detecção da expressão do Z,/N28B, de genes relacionados com a diferenciação tiroidiana e

transição epitélio mesênquima (Tabela 1), onde cada sequência senso e antisense foi

escolhida em éxons para evitar amplificação genâmica. As amostras em triplicata foram

normalizadas pelos níveis do gene RPZ,/9, que codifica uma proteína ribossomal, sendo

utilizado como controle endógeno nas reações de qPCR para a análise de mRNA e

calculada através dos valores de Ct pelo programa Q-Gene (Simon, 2003).

V
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Tabela l - Oligonucleotídeos usados para avaliar a expressão gênica

Gene

UN28B

Nome oficial Sequência(5'> 3')
Fw:GGAAGACACTACAGAAAAGAAAACCA
Rev:GACTACATTCCTTAGCATGATGATCAA

Fw:TCTCATGGAACACATCCACAA
Rev:TGGTCAGCCAGGAGCTTCTT

Fw:CAGCCTGTCCCACCTGAACT

Rev:ATAGCAAGGTGGAGCAGGACAT

Fw:ACGCCTCTGCGAGGTGC

Rev:TGCAAATCACCGTCGAGGT

Fw:CCTGCTGGCTCCACCTTGTTT

Rev:CCTTGTTCTGAGCCTCCCATCGTT

Fw:CCTTCACCTCACACGGGCT

Rev:TGCTCTCATTACACATCAAGGACTC

Fw:GGCATGGTGGCAGGAAGT

Rev:GCGCCAGGCCTCGCTGTAGGA

Fw:GGCTCGTCACCTTCGTGAAT

Rev:GAGAAATCCTGCTCTCCTCGC

Fw:AAAGCAGCTCAAAAGAAAGCA
Rev:TGTTGTGGCCATTTCCTAGGT

Fw:GATGACCTGCCAACAGACCA
Rev:GCCCTTCCTTTCCTGTGTCA

Fw:AGTGTGCCCAACCATGAGTC

Rev:TCCTTCATTTCTTCTGGACCATC
Fw:CCAGTGCCTCGACCACTATG

lln28 - homologo B

RPL}9 Proteílm ribossoma! L}9

NKX2-}

TPO

NK2 homeobox !

Th)roid peroxidase

TSHr

/UX8

Th)rogtobuttn

Thlroid sümulaüng hormona receptor

Paired box 8

VimeKfin

HMGA2

ZEBI

ZEB2

High mobilit) group AT-book 2

Zinc$nger E-box bindtng homeobox l

Zinc $nger E-box bindtng homeobox 2

SNAIL Stutll famity transcriptional repressor
Rev:.CTGCTGGAAGGTAAACTCTGGA

Todos os oligonucleotídeos foram feitos para /fama maple/zs

3.5 Análise da expressão proteica por western blotting

3.5. 1 Extração de proteínas

As células foram cultivadas em triplicata em placa de 10mm até atingirem

confluência 80qo - 90%, e então, lavadas com PBS gelado por três vezes e raspadas com

100 FL de Tampão RIPA (20 mM de Trio-HCI, pH 7,5, 150 mM de NaCI, lqo de Nonidet

P-40, 0,5qü de desoxicolato de sódio, l mM de EDTA e 0,1 qo de SDS) e 1 0 HL de cocktail

de inibidores de proteases (Sigma, St. Louis, MO, USA). O raspado foi coletado em tubos

de 1,5 ml edeixado por 10 min no gelo e posteriomlente submetido a centrifugação a 20

000 x g por 5 min a 4 'C. O sobrenadante contendo o extrato protéko total foi coletado
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em novo tubo, quantificado segundo Bradford (1976) e armazenado em freezer -80 'C

3.5.2 Eletroforese em gel de potiacritamida (PAGE)

O equivalente a 30 Fg de extrato proteico total, adicionados de l X Z,oadfng Bz Õer

(0,5 M de Trás-HCI, pH 6,8; 192 FL/ml de glicero1, 10%ü de SDS, 1% de azul de

bromofenol e 10 p,L/ml de P--mercaptoetanol) foram submetidos a incubação a 95 'C por

5 min, e em seguida aplicados em cada canaleta do gel de poliacrilamida. E então,

submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida 30qu em equipamento de eletroforese

vertical Mini-Protean® (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) usando tampão de corrida (25 mM

de Trio-Base, 1 92 mM de glicina, 0, 1 qo de SDS; pH=8,3 Laborator.ies) à voltagem de 70 V

Em seguida, as proteínas foram transferidas do gel para uma membrana de nitrocelulose

//ybo/zd7MECL77W (GE Healthcare) 0,45Hm, em tampão de transferência de proteína

Towb/n (25 mM de Trás-Base, 192 mM de glicina e 20qü de metanol; pH 8,3), por 1 6-1 8 h

usando o equipamento de transferência úmida Mini-Protean® à voltagem de 30 V

3.S. 3 Imunodetecção

Ap(5s a lavagem com solução TBS-T (TBS contendo 0,1qu de Tween 20), as

membranas foram incubadas com solução de bloqueio (5qo leite em TBS-T) por l h. A

membrana foi incubada com anticorpo primário monoclonal específico para LIN28B (Cell

Signaling Techonology ®), em diluição 1 :1000 em 8 ml de solução TBS-T contendo 5qu

BSA a 4 'C sob agitação constante por 16 horas. Após 3 lavagens de 10 min com solução

TBS-T, a membrana foi incubada com anticorpo secundário anta-habbit, conjugado à

peroxidase (GE Healthcare, NXA931), em diluição 1 :4000 em 4 ml de solução TBS-T

contendo 5qü de leite por 2 horas à temperatura ambiente. O complexo proteína-anticorpo

foi detectado após incubação da membrana com solução reveladora contendo 5,5 FL/ml

de 50 mM p-cumárico, 25 HL/ml de 50 mM lumino1, 2,5 HL/ml de 3,6qü H2O2 em l ml

de Trio-HCI (100 mM; pH 8,8) por l minuto e emite quimioluminescência quantificável

no equipamento ImageQuant LAS4000 (GE, Little Chalfont, United Kingdom). A

densitometria das bandas foi realizada com o programa ImageJ Analysis Software.
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3.6 Ensaio de proliferação celular

3.6.1 ProlVeração celular

As linhagens TPCç3 e TPCLIN28B foram semeadas na densidade de 5 x 104

células/poço em placas de 6 poços. Após 24, 48 e 72 horas, as células foram lavadas com

PBS, tripsinizadas e coletadas em tubos de 1,5 ml. As células foram fixadas em 3,7qo

formaldeído e mantidas a 4 'C até o momento da contagem, a qual foi realizada utilizando

citâmetro Guava EasyCyte Mini Mini(Guava Technologies). Os experimentas foram

realizados em triplicata.

3.6.2 Viabilidade cel,atar

O M'lT é um ensaio colorimétrico quantitativo baseado na clivagem do sal

amarelo brometo de difenil tetrazólio (MTT) pela enzima mitocondrial dehidrogenase e a

subseqüente formação do cristal azul escuro insolúvel, que se acumula somente no interior

das células viáveis. A absorbância detectada em espectrofotâmetro é diretamente

proporcional ao número de células viáveis. As células das linhagens TPCO e TPCLIN28B

foram semeadas em placas de 96 poços na densidade de 5 x 10s células por poço. Quando

as células atingiram a gemi- confluência, foram adicionados 10FI / poço de brometo de

M'lT-3- (4,5-dimetiltiazo1-2,5- difeniltetrazólio) (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad,

CA) [2,5 mg/mL]. Após 3 horas, o meio foi removido e as cristais foram so]ubi]izadas em

100 HL de isopropanol/HCI (0,04 M) e o produto da reação foi medido por

espectrofotâmetro SpectraMax Plus (Molecular Devices, Sunnyvale, EUA) a 595nm. Os

experimentos foram realizados em triplicata.

3.7 Análise global da expressão dos microRNAs

Análise global da expressão dos microRNAs de humanos foi realizada utilizando

o Ge/zeC#@® miJ?NA 3.0 .4rray (Affymetrix), que contém sondas de oligonucleotídeos

para 1733 miRNAs maduros e 1658 pre-moRNAs (miRBase®, Release 17).
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3. 7. 1 E)coração do RNA total e pequeno RNAs (<200nt)

O RNA tota foi extraído utilizando RNeasy À/í/zl K77' (Qiagen, Hilden , Germany), onde,

a fração contendo os pequenos RNA (<200nt) foi isolada utilizando o kit l?A/easy .A///ziE/a/e

C/ea/z-up (Qiagen, Hilden, Germany). A concentração dos pequenos RNAs foi quantificada

no espectrofotâmetro Bioma/e 3 (Themlo Fisher Scientic).

®

3. 7.2 Marcação dos pequenos RNAs (<200nt)

O /'/axArag HSR R/VA Z.aóe/ing ProduCE Klf (Affymetrix) e 200ng de miRNAs

foram utilizados para fazer a adição da cauda poly-A biotinilada aos pequenos RNAs,

marcando-os. Uma pequena alíquota dos pequenos RNAs marcados foi utilizada para o

EZ,OSÁ QC Assai, para verificar que a adição da cauda-poly-A foi eficiente.

3. 7.3 HibridcLção e detecção

O cocktail de hibridação foi adicionado aos pequenos RNAs marcados e incubados

a 37 'C por 15 minutos, seguido 4 'C para possível armazenamento, antes de serem

injetados ao GeneCA@® miRAdA 3.0 Arras (Affymetrix), o qual, foi colocado no fama de

hibridização, GeneCAlp /7ybr/dlzarlo/z Ove/z ó40 (Affymetrix), a 48 'C por 16 horas e na

sequência na estação de lavagem Ge/zeCã@® F/üidics Síczr/o/z 450 (Ál#)mefrlx, Santa

Clara, EUA). Os reagentes do Ge/zeC/z@® .f/ybridlza/io/z, Was/z a/zd irai/z(Ál#)merrü,

Santa Clara, EUA) foram utilizados de acordo com o fabricante. Para detecção o processo

consiste na união covalente da biotina com o fluor(5foro streptavidina-ficoeritrina (SAPE),

seguido de um anticorpo anta-streptavidina-biotina para amplificação do sinal de
fluorescência.

3. 7.4 Leitllra GeneChip® Scanner 3000 7G

Ao término das lavagens inserem-se os Ge/zeC/z@® miRrA 3.0 4rray (ÁIÜ/merrü,

Santa Clara, EUA) no carrossel de leitura - Ge/zeC/z@® Álz/o Z,oader vira Exrer/za/

Barcode leader (Ál6pmefrü, Santa Clara, EUA), que está acoplado ao equipamento de

leitura - Genes/z@® Sca/z/zer 3000 7G (Allg)merrix, Santa Clara, EUA), comandado pelo
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sistema operacional GCOS, que captura intensidade dos sinais de fluorescência de

ficoeritrina no comprimento de onda de 570 nm e transforma em valor numérico

quantitativo. A leitura de cada microarranjo demora cerca de 5 minutos. Esses sinais são

armazenados como imagem de 16-bits, os valores das intensidades captados, de todas as

sondas, são armazenados em formato CEL.

3.7.5 Análise dm imagetts

As imagens foram analisadas pelo programa de bioinformática Expression

ConsoleTM Software 1.3.1 da Affymetrix. As alterações na expressão dos moRNAs foi

calculada comparando o controle (TPCÇJ) e as células tratadas (TPCLIN28B). A diferença

de expressão dos miRNAs entre TPCLIN28B e TPCO foi calculada poria/d c/zango.

3.8 Validação da expressão dos mijiNAs

3.8.1 Síntese de cDNA de moRNAs

A expressão dos mlf?/VÁs foi analisada através de ensaios de PCR em Tempo Real

uti[izando o kit de quantificação de moRNAs Tagmczn® ]]//R/VA Àssays específico para

este moRNAs (Applied Biosystems). Este sistema utiliza síntese dirigida de cDNA para

miRNAs pelo método Saem-l,oop onde o prímer.específico para o m/R;VÁ provoca a

formação de um grampo sobre si mesmo, gerando maior estabilidade para a transcrição

reversa (Chen et al., 2005). Para a síntese de cDNA deste miRNA, foi utilizado o kit

raq.4/an® .4/icroR;VX l?everse Tra/zscr@rio/z (Applied Biosystems). Assim, de acordo

com instruções do fabricante, 10 ng de RNA total foram utilizados para a síntese, na

presença de 1 ,5 FL de tampão IOX, 0, 15 FL de mix de dNTP (100 mM), 0, 19 FL de inibidor

de RNases (20 U/FL) e l p,L de transcriptase reversa A/u/fiscríbe® (50 U/pl), e 3 FL de

prlmer específico para moRNAs e 4 HL de H2O destilada e deionizada. A reação foi

realizada no gelo e depois submetida a 16 'C por 30 minutos, 42 'C por 30 minutos,

seguida de inativação da transcriptase a 85 'C por 5 minutos, em termociclador Cyclogene

(Thecne, Inglaterra).

3.8.2 PCR quantitativo em tempo real para validação da expressão dos moRNAs

O cDNA gerado foi diluído através da adição de 87,5 HL de qzO Miliq e 9 HL foram
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utilizados para a reação de PCR em tempo real em conjunto com 10 HL de TaqMan® Universal

PCR Master Mix, No AmpErase®UNG (2X concentrado) (Lifetechnologies, Carlsbad, CA,

USA) e l HL do mix (20X concentrado) contendo prlmers e sondas específicas para cada

miRNA contidas nos kits: TaqMan® MicroRNA Assays para miR-4488 e miR-4674. A reação

foi realizada no termociclador PCR System Vila 7TM (Life Techonologies). A detecção dos

endógenos do pequeno RNA nuclear 6B - RNUÓB (assay 1093) (Applied Biosystems) foi

utilizada como gene de referência ara normalização da expressão dos moRNAs em células

humanas. Os valores de Cts foram submetidos à análise do programa Q-Gene.

3.9 Análise Im sl/íca dos moRNAs diferencialmente expressos

Para identificarmos a influência do alto nível de expressão do LIN28 nas células

TPC- 1, nós procuramos por sítios de ligação do LIN28 no precursor (pre-mima) e no

primário (pri- mima), 150nt àjusante e 150nt a montande dos moRNAs mais diminuídos,

extraídos do Mirbase database (Release 21) e do BLAT Search Genome. Os sítios de

ligação do LIN28 já descritos são GGAG, GAAG e AGGG, os quais foram sublinhados

na sequência do pri-mima e/ou do pre-mima e então, foi feita uma tabela com a quantidade

de sítio que cada miRNA possui.

Y

3.10 Análise estatística

Os resultados obtidos nas análises por PCR em Tempo Real, curva de crescimento

e MTT foram submetidos à análise estatística, realizada com auxílio do programa

GraphPad Prism versão 5.00 para Windows (GraphPad Software, San Diego, Califomia,

USA). Os valores foram expressos em média i: desvio padrão. Foi utilizado o teste t de

Student para análises de apenas duas populações de dados e o teste Two-Way ANOVA

para comparações entre três ounmais grupos de dados. As diferenças foram consideradas

estatisticamente significativas quando p<0,05 .
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4 RESULTADOSEDISCUSSAO

4.1 Análise da expressão de LIN28B na linhagem TPC-l

A análise da expressão de gênica de Z,//V28B na linhagem, TPCLIN28B por RT-

qPCR, mostra um aumento maior que 10 vezes em relação a linhagem TPCç3 (Figura 6A).

A análise da expressão proteica de TPCLIN28 por wesfer/z b/o/fí/zg, indica aumento de 1 ,8

vezes (Figura 6B). Ambos os experimentos mostram a super-expressão de LIN28B na

linhagem gerada TPCLIN28B.

A B

L#V28B Lln28B .+
4 \.F"

:' ü.- - - - -n
©

O.l.lIJ.rU.J

3 -Actim

Figura 6 -- Análise de expressão de LIN28B após a transfecção na linhagem TPC-l. (A) Análise de expressão
gênica de LIN28B na linhagem TPCLIN28B confirmada por RT-qPCR. (B) Análise proteica de Lin28b, indicando
aumenta da expressão. Figura representativa a direita do Western Blotting. A proteína j3-Actina foi utilizada como
normalizador. (n=3; DP e p < 0,01 ).

4.2 Efeito da super-expressão de LIN28B no carcinoma papilífero de tiroide

Para avaliar o efeito da super-expressão de LIN28B no carcinoma papilífero de

tiroide realizamos o teste de contagem de células por cit6metria de fluxo. As linhagens

TPCO e TPCLIN28B foram cultivadas por 24, 48 e 72 horas e apresentaram um aumento

replicativo progressivo, porém, não se observa a influência entre as linhagens TPCO e

com super- expressão de LIN28B (Figura 7A). O ensaio de viabilidade celular, realizado

por M'l'l', nas linhagens, TPCç3 e TPCLIN28B, não mostra diferença na absorbância entre

os grupos (Figura 7B). .
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Figura 7 -- LIN28B e sua influência no carcinoma papi]ífero de tiroide. (A) As ]inhagens (TPCç] e
TPCLTN28B) foram cultivadas por 24h, 48h e 72h e contadas por citõmetria de fluxo. Não observamos um
aumento no número de células sob influência de LIN28B. (B) As células foram submetidas ao MTT, onde.
a linhagem TPCLIN28B não mostrou alteração na viabilidade celular quando comparada com TPCg.
Ambos os ensaios foram feitos em triplicata e a barra representa o desvio padrão calculado.

Ambos os resultados mostram que no carcinoma papilífero de tiroide o aumento

de expressão de LIN28B não modifica o padrão de proliferação e viabilidade celular.

Estudos em células de câncer de cabeça e pescoço mostram que o nível de expressão

aumentado de LIN28 está correlacionado com o aumento do tumor e a progressão tumoral

(Alayez et al, 2012). Por outro lado, no câncer de estômago o aumento da expressão de

LIN28 inibe a proliferação e migração celular e a progressão no ciclo celular (Song et al.,

2014). Indicando que a atuação do LIN28 é específica para cada carcinoma, onde estudos

mostram diferentes consequências no crescimento tumoral.

B

4.3 Influência do Lin28B na expressão dos marcadores da diferenciação
tiroidiana no CPT

A análise da expressão de marcadores da diferenciação tiroidiana como: TSHr,

TPO, 7g, N/S, .f)AX8 e /VJklX2-/ foi feita por RT-qPCR. Observamos que os níveis de

expressão na linhagem TPCLIN28B de NÃIX2-/ e PAX-8 está aumentado 3,23 vezes e 2

vezes, respectivamente (Figura 8) e Tg não mostrou alteração. Por outro lado, níveis

transcricionais de outros marcadores TSHr, TPO e N7S não foram detectados.
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Figura 8 - ]nf]uência de LIN28B na expressão dos fatores transcricionais .fUAAX-8 e ZVKX2-]. Expressão de
P,4X-8 e /VKX2-/ na linhagem TPCLIN28B. Os valores no eixo Y estão mostrados em unidades arbitrárias
(a.u.). O gene RPL19 foi utilizado como normalizador da reação. (n=3; DP e p < 0,01)

Sabe-se que /VÃ-X2- / juntamente com PAX8, são importantes favores de transcrição

específicos no desenvolvimento e função celular da tiroide (Mansouri et al., 1998; Di

Palma et al., 2003). Durante a progressão maligna, o câncer de tiroide perde diferenciação,

tomando-se mais agressivo e menos responsivo a tratamentos. Um estudo mostrou que

células de carcinomas anaplásicos quando transfectadas com vetores que induzem a

reexpressão destes genes voltam a expressar Tg e 7PO, genes importantes no

desenvolvimento e função celular da tiroide (Ros et al., 1999), mostrando que além de

indicadores do estado de diferenciação da célula folicular no câncer, .rVKX2-/ e /)AX8 são

potentes genes alvos a serem corrigidos em terapia gênica direcionada para o tratamento de

carcinoma indiferenciado de tiroide. No nosso modelo embora haja expressão dos P 4X8 e

/VÃ.X2-.7 não detectamos a expressão de TSHr, TPO e N7S.

Nova evidência obtida por meio de um estudo genâmico em larga escala, TCGA

(The Ca/zcer Ge/fome À//as), que analisa 507 pacientes com CPT e cujos dados encontram-

se disponíveis no banco público do cBioPortal (http://www.cbioportal.org) sugere que,

paciente que apresentam o aumento da expressão de Z,/N28B não mostram aumento de

.f),4X8 ou de JVÃ.X2-/, e ainda é possível observar que ocorre diminuição de /VJqlX2-.7 em

dois pacientes (Figura 9). Interessantemente, podemos notar que quando não ocorre

diferença na expressão de Z,//V28B todos os pacientes mostram diferença de expressão de

/).4X8 e/ou de ;VK.X2-/, sendo um aumento ou uma diminuição (Figura 9). Nossos

resultados sugerem a importância de Z,//V28B na manutenção da expressão de marcadores

de expressão .f)ÁX8 e NX-X2-/, que se observa também nos pacientes analisados no TCGA.
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Figura 9 - Análise da expressão de LIN28B, PAX18 e A'KX2-/ em pacientes do projeto TCGA através
da plataforma cBioPoral. Cada barra cinza da figura representa um paciente, permitindo ver a diferença de
expressão entre Z/N28B, /)AX8 e ]VJ(X2-/. (Fonte cBioPortal, acossado em: 2/10/20 17)

4.4 Influência de LIN28B na expressão dos marcadores de transição

epitélio mesênquima no CPT

Evidências recentes mostram que a transição epitélio mesênquima (TEM)

desempenha um papel fundamental na progressão de tumores e metástases. Com isso

avaliamos a influência da super-expressão de LIN28B nos níveis de expressão dos

marcadores de TEM como, /7À/GA2, Vime/zri/za, Srzal/, ZZÍB.7 e ZEB2 no carcionoma

papilífero de tiroide. A indução de LIN28B na linhagem TPC-l diminuiu og níveis

transcricionais de marcadores de transição epitélio mesênquima, /7A/(;42 0,62 vezes

SN4/L 0,69 vezes, V7A/ÉI/W7NÁ 0,59 vezes mas não mostra alteração de ZEZ?.7 e ZEB2

(Figura lO).

'v
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HMGA2 VIMENTINA SNAIL

ZEBI ZEB2

Figura lO -- Influência de LIN28B sobre os marcadores clássicos de transição epitélio mesênquima no CPT.
Expressão alterada nos níveis de HMGA2, SNAIL e Vimentina na linhagem TPCLIN28B. Os valores no eixo Y
estão mostrados em unidades arbitrárias (a.u.). O gene RPLI 9 foi utilizado como normalizador da reação. (n=3;
DP e p< 0,05).

A transição do epitélio-mesênquima no câncer de tiroide é explorado utilizam tecidos

ou linhagens celulares de carcinomas anaplásicos, os marcadores de TEM tais como

HA/(;A2, S/\rMZ, Vime/zrí/za, Zela//2 apresentam-se alterados (Buehler et al., 201 3). Vasko

et al, 2007 mostrou que CPT invasivos apresentam um aumento da expressão de Vimentina,

e está é responsável pela TEM na tiroide. A Vimentina desempenha um papel importante

dando suporte e ancorando as organelas no citosol (Dutsch-Wicherek et al, 2010), apesar

desta função já ser bastante conhecida, existem evidências de que este filamento exerça um

papel regulatório em outras funções celulares envolvendo a adesão, migração e sinalização

celular e desempenhando um papel essencial na TEM (lvaska et al., 2007). O aumento da

expressão de ZEBI no carcinoma anaplásico está associado com a diminuição da E-caderina

e a progressão tumoral (Montemayor-Garcia et al., 2013). Em camundongos a expressão de

Snail na glândula tiroide é associada com a progressão do carcinoma papilífero (Hardy et al,

2007)

A comparação com dados do TCGA mostra que pacientes com expressão não

alterada de Z,/7V28Z? apresentam aumento da expressão de um ou mais marcadores da TEM

e na super- expressão de LIN28B não ocorre aumento significativo destes fatores (Figura

11). Nesse contexto, o aumento de expressão de Z,//V28B permite a manutenção da
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expressão de marcadores da TEM
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Figura 1 1 - Dados de pacientes com carcinoma papilífero (TCGA). Cada barra cinza da Êtgura representa um
paciente, permitindo ver a diferença de expressão entre LIN28B e os marcadores de transição epitélio mesênquima
(Fonte cBioPortal, acossado em: 5/10/2017)

4.5 Análise da expressão global de moRNAs na linhagem TPCLIN28B

Por meio do Ge/zeCãip® miR/VA 3.0 Árray (Affymetrix), que contém sondas de
oligonucleotídeos para 1733 genes humanos (m/RBase®, Release 17), foi possível

identificamlos a expressão global dos moRNAs díferencialmente expressos na linhagem

TPC- l com super-expressão de Z,//V28B. Observamos que 262 moRNAs estão com a sua

expressão aumentada e 44 miRNAs estão com a sua expressão diminuída, (> ü: 2- fold

change). Na tabela 2 1istamos os 15 moRNAs que se apresentaram mais ou menos expressos.
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Tabela 2 - Expressão dos 30 moRNAs mais diferencialmente expressos sob
influência da super-expressão de LIN28B no CPT

moRNAs diminuídos
hsa-miR-3185

hsa-miR-4488

hsa-miR-4745-5p
hsa-miR-4734

hsa-miR-4516

hsa-miR-3940-5p
hsa-miR-3196
hsa-miR-2861

hsa-miR- 1915 -3p
hsa-miR-3656

hsa-miR-4466
hsa-miR-4674

hsa-miR-4505
hsa-miR-3135b

hsa-miR-4707-5p

!.pldChange
-13,16

-11,82

-10,98

-9,88

-8,82

-8,79

-7,63

-7,55

-6,98

-6,88

-6,74

-5,43

-5,41

-5,41

-5,31

moRNAs aumentados

hsa-miR-221-5p
hsa-miR- 1303

hsa-miR-514b-5p
hsa-miR-30b-3p

hsa-miR-548a-3p
hsa-miR-4258

hsa-miR-4725-5p

hsa-miR-509-5p
hsa-miR-3609

hsa-miR-4716-3p
hsa-miR-215 -5p

hsa-miR -197-3p
hsa-miR-4487

hsa-miR-4708-3p
hsa-miR-4657

Fotd Chance

+10,34

+7,45

+6,21
+5,08

+4,79

+4,48
+4,48

+4,48
+4,27

+4,19
+4,12

+4,1
+4,09
+4,04

+3,82

Sabemos que o Lin28 regula negativamente a expressão do /e/-7, ao impedir que

este moRNA sda processado em diferentes etapas da sua biogênese (Viswanathan et al.,

2008; Viswanathan et al., 20 10). O desbalanço na expressão de moRNAs é específico nos

diferentes histotipos de câncer derivados da célula folicular tiroidiana (He et al., 2005;

Weber et al., 2006; Visone et al., 2007). Então, além das alterações genéticas clássicas,

observa-se que aexpressão de determinados moRNAs ocorre conforme a progressão do

câncer de tiroide. O aumento na expressão de moRNAs como: m/R-22//222, miR-.74ó, e

do clustar mlJ?-.7 7-92 ou a diminuição de let-7, miR-30 e miR-200já descritos previamente

que estes moRNAs atuam como oncomiRs ou supressores tumorais e, portanto,

potencializar a tumorigênese e progressão do câncer de tiroide (He et al., 2005; Fuziwara

e Kimura, 2015).

O aumento na expressão de LIN28B medula fortemente a expressão dos miRNAs

(Tabela 2). A expressão de moRNAs com perfil já descritos como aumentados em tumores

de tiroide tiveram sua expressão aumentada sustentada mesmo com a modulação do

LIN28B, como mlf?-22/«oZd cAa/zge +10,34), miR-222 «o/d c/za/zge: +2,23) e alguns

componentes do cluster miR-17-92 (mlR--7 7,Jo/d c/za/zge. +3,09 e m/R-/9a,Jo/d c/za/zge;
P
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+2,19). Sugerindo que o aumento na expressão de LIN28B potencializa a expressão destes

miRNAs.

Dentre os miRNAs modulados por LIN28B, o miR-/303 Ho/d - c/za/zge +7,45),

possui um importante papel nos carcinomas coloretais, hepatocelular e sua expressão está

aumentada em tumores avançados de câncer gástrico e metástases (Murr et al., 20 12; Ayaz

et al., 2013; El-; Maurel et al., 2013; Zhang et al., 2014) mas não exite relação com o

câncer de tiroide. O silenciamento da expressão de Z,//V28B no carcinoma de próstata

mostrou que alguns miRNAs tem sua expressão aumentada, entre eles o, mfR-/4óa

(Borrego-Diaz et al., 2014). Em contraste, o aumento da expressão de LIN28B em CPT

apresenta diminuição do m m/R-/4ó, «o/d c/ranger -2,06) no nosso modelo, essa relação

inversa enfatiza o potencial de modulação de expressão dos moRNAs devido a ação do

LIN28 em diferentes tipos de câncer.

A ação de bloqueio no processo de maturação dos miRNAs, da família de let-7, é

o exemplo melhor caracterizado na desregulação de expressão de moRNAs e de ação do

LIN28B. Houve uma diminuição de alguns moRNAs da família /er-7, como: /ef-7a (r'o/d-

C/zcz/zge. - 1 ,03), /ef-7ó (Fo/d-C/za/zger - l , l l), /ef-7c (r'o/d-Cbange. - l, l l), /er-7d (f'o/d-

Change: -\ 2.SÜ, tet-7e ÇFotd-Chance: -\:2]), Let-7fÇFoLd-Chance: -\.31), let-7g ÇFold-

C/za/zge. - 1, 16), /er-7g# (/?o/d- C/zanga. - 1 ,03) e /e/:71 (r'o/d-CAa/zge. - 1 ,24). Observamos

a diminuição na expressão mais de 10 vezes dos moRNAs, m;f?-3/85 (Fo/d c/za/zge: -

13,16), m;R-4488 (Fo/d c/zamger -11,82) e míR-4745-5p (-10,98), sugerindo a potente

atuação de LIN28B no processo de maturação desses moRNAs. Na oncogênese, moRNAs

com expressão diminuída são considerados potenciais supressores tumorais, a perda de

expressão deste miRNAs pode levar a tradução e ativação de genes oncogênicos, tendo

como consequência a progressão e maior agressividade tumoral (Esquela-Kerscher, Slack

FJ et al., 2006).

Sabemos da ação supressora de /er-7 em diversos genes oncogênicos dentre eles,

H7VGA2. A alta expressão de /er-7 na linhagem TPC-l corresponde há diminuição os

níveis de HA/GA2 (Ricarte-Filho et al., 2009). Curiosamente observamos que mesmo com

a indução de LIN28B na linhagem TPC-l a expressão de alguns miRNAs da família

let-7 encontram-se aumentados, dentre eles: /ef-7a8 (Fo/d-C/za/zge. 1,69), /er-7a-2#

ÇFo[d-Chance: + \.4$Õ, Let- 7b': ÇFotd-Chance: -t1,4], tet- 7d% ÇFo]d-Chance: +2;16Õ, ]et-
P
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7e+ ÇFo]d-Chance: +L.]l), tet- 7f-l''ÇFotd-Chance: +\.61), 1,et-7f-2+ ÇFold-Chance:

+1,90) e /er-71# (/'o/d-CAange: +1,65), podendo estes moRNAs estarem bloqueando a

tradução do mRNA do HMGA2, e inibindo o processo de transição de epitélio

mesenquima.

Além disso, análise i/z si/lco no programa Tange/Sca/z® mostram que moRNAs com

expressão aumentada em nosso m/croarray, regulam negativamente a expressão de genes

como V/me/zri/za, regulado negativamente por m;R-/24-3p (F'o/d-C/zango. +2,36) e miR-

30-5p ÇFold- Chance: '-S.Q8Õ, o mesmo com ZEBI, onde, miR-1271 (.Foto-Chance:

+'3.Q2], miR-183 ÇFotd- Chance: +2,64), miR-454 ÇFold-Chance: +'Z.3SÕ, miR-150 ÇFold-

Change: +2.Q3], mIR-200c ÇFotd- Chance: +'2.0 \ ) e mtR- 101 ÇFold- Chance: +'2.Q \ ), ZEB2

pot miR-124-3p ÇFold- CharLge: -t2.36Ü e SNAIL, miR-30-Sp ÇFold- Chance: +5.08Õ, miR-

25-3p ÇFo]d-Chance: +'2.93Õ, miR-92- 3p (Fotd- Chance: 'r'Z.]8Õ e miR-153-3p ÇFold-

C/za/zge. +2,01). Esses dados juntamente com os gerados por RT-qPCR, mostram que a

diminuição da expressão desses genes pode estar associada com a modulação na expressão

desses miRNAs influenciados pela super-expressão do LIN28B.

O LIN28B modula significativamente a expressão de diversos moRNAs, sugerindo

um importante papel dessa proteína na regulação de miRNAs, que potencialmente podem

interferir em processos biológicos importantes no carcinoma papilífero de tiroide.
]

4.6 Análise izz si#co: moRNAs com a expressão diminuída possuem sítios de

ligação do LIN28B (GGAG, GAAG e AGGG)

O mecanismo de ação melhor caracterizado do LIN28 é a sua ligação através do

seu domínio zinc fingir em sequências GGAG, GANG e AGGG, inibindo o processo de

maturação do /e-7. Neste contexto, realizamos a análises //z si/ico da sequência dos

moRNAs com expressão diminuída, buscando pelo segmento gênico GGAG, GAAG e

AGGG nobre-m/RN.4 (150nt ups/roam and 150nt dow/zsfream). Na tabela 3 listamos a

presença dos segmentos gênicos nos 1 5 moRNAs com expressão diminuída por LIN28 já

detectados.
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Tabela 3 MiRNAs com sítios de ligação para LIN28B

Sítios de ligação do LIN28B

3' stem look (pri e pre-moRNAs)
mijiNAs

diminuídos

hsa-miR-2861 58 l
hsa-miR-4674 6 2
hsa-miR-4488 3 3
hsa-miR-4707-5p 4 2
hsa-miR-4734 3 1
hsa-miR-4516 0 3
hsa-miR-4505 1 1
hsa-miR-1915-3p 0 2
hsa-miR-3196 0 2
hsa-miR-3656 0 2
hsa-miR-4466 1 0

hsa-miR-3940-5p 0 2
hsa-miR-3135b 0 1
hsa-miR-3185 0 0 0 0
hsa-miR-4745-5p 0 0 0 0

#Os números indicam a quantidade de cada sítio de ligação presente no pre-miRNA dos microRNAs

0

GGAG AGGG GAAG Total
9

8

6

6

5

5

5

3

0

0

0

2

3

3

3

3

2
2

0

0

0

Ava[iamos a ]oca]ização dos sítios de ligação, os moRNAs, miR-4488 e míJ?-4ó74

possuem sítios GGAG e AGGG em posição semelhante aos do let-7, no braço 3' após a

estrutura Aczírpi/z, semelhantes aos descritos no /ef-7 (Figura 12).
g

5 ' . . . TATGATACCACCCGGTACAMAGATAACTGTACAGGCCACTGCCTTGCCA 3' let

5 ' . . .GCTCCGGCGCTGGGACCCCACTAMGTGGCGCCTTGGCCCCGCCCCGCCC 3' miR-4488

5 1 . . . GUICCCqlCCTCCCCGGAGAGGCgIGGGCTCGGGACGCGCGGCTCAGCTCGGG 3' miR-4674

Figura 12 -- Sítio de ligação de LIN28B nos moRNAs. Representação esquemática do moRNA maduro do
let-7g, miR-4488 e miR-4674, mostrando a similaridade da posição do sítio de interação. Letras sublinhadas
indicam a estrutura hairpin e as letras em negrito o sítio de interação.
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4.7 Validação dos moRNAs com expressão diminuída por LIN28B no CPT.

O método de PCR quantitativa em tempo) real (RT-qPCR) e kits para mlR-4488 e mll?-

4ó74 foram utilizados para confirmar a expressão diminuída destes moRNAs. A validação da

diminuição da expressão dos moRNAs foi conHlrmada (Figura 1 3), fato este que permite seguir

com a hipótese da potencial interação entre novos moRNAs e LIN28, o que amplia o potencial

de ação desta proteína.

miR.4488 miR4674

Figura 13 -- Análise da diminuição da expressão dos miRNAs miR-4488 e miR-4674 na linhagem
TPCLIN28B. MiR-4488 e miR-4674 tiveram suas diferenças de expressão conflmladas por qPCR na
linhagem TPCLIN28B quando comparada com o seu controle onde, p $ 0,0003. Três réplicas foram usadas
para calcular o erro padrão.

Através de ferramentas de predição de alvos de moRNAs, foram utilizados

alogarítmos disponíveis em bancos de dados públicos, no TargetScan encontramos que o

mfR-4ó74 é um possível regulador negativo da expressão de LIN28B, assim como ocorre

com o duplo /eedback entre LIN28-let-7. O aumento da expressão do mlR-4ó74 foi

recentemente relacionado a diminuição da expressão de 7-sy/zuc/ellz, cuja expressão é

sempre correlacionada com a progressão da doença, estimula proliferação, induz invasão

e metástase de células cancerígenas (Surgucheva et al., 2013). O miR-4488 ainda não

possui nada descrito na literatura correlacionando-o com câncer e mais detalhes da sua

ação precisa ser investigada. Ambos os miRNAs validados precisam ter a ação esclarecida

no carcinoma papilífero de tiroide para melhor o entendimento da sua função nessa

patologia.

B
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5CONCLUSOES

O modelo de super-expressão de LIN28B em linhagem TPC- l

v' Não altera a proliferação e viabilidade celular

/ Promove a diminuição da expressão de genes da diferenciação tiroidiana, PAX-8 e

e de genes da transição epitélio mesênquima, HA/(;A2, Vime/afina e SA/Á/Z,.

rrFI

/ A super-expressão de LIN28B altera a expressão global de miRNAs, 262 com

expressão aumentada (Z 2x) e 44 com expressão diminuída ($ 2x).

#' Identificamos miRNAs com potenciais sítios de ligação no seu precursor, miR
4488 e

miR-4674

O LIN28B super expresso colabora para a alteração da expressão dos mijiNAs,

assim como a modulação de genes da diferenciação e da transição epitélio

mesênquima sugerindo uma potencial ação na transformação maligna do

carcinoma papilífero de tiroide.
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