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RESUMO 

 

Santos, N.L. Efeito da super-expressão do miR-195 na carga de microRNAs presentes 

em vesículas extracelulares secretadas por células de melanoma humano e na regulação da 

sensibilidade ao tratamento alvo-dirigido via transferência horizontal de informação 

[dissertação]. São Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo; 2021. 

 

O melanoma é classificado como o tipo mais agressivo do câncer de pele. A terapia alvo-

dirigida combinada, com inibidores de BRAF e MEK, considerada a opção terapêutica padrão 

para o tratamento de pacientes em estágios avançados que possuem mutação em BRAF, resulta 

em uma taxa de sobrevida em 5 anos de apenas 20%. A transferência de informações via 

Vesículas Extracelulares (VEs) tem sido descrita como um dos mecanismos capazes de modular 

os processos de resistência e progressão maligna. No melanoma, a presença de moléculas 

antitumorais em VEs está associada a maiores taxas de resposta ao tratamento e melhores 

prognósticos. O miR-195, considerado um supressor tumoral, é down-regulado em melanomas 

e sua superexpressão resulta na diminuição da proliferação celular e aumento da sensibilidade 

à quimioterapia com agentes alquilantes e inibidores de BRAF. Neste sentido, o objetivo deste 

trabalho foi avaliar o efeito da superexpressão de miR-195 na carga de VEs liberadas por células 

de melanoma e o papel destas partículas na regulação da sensibilidade de células naïve a terapia 

alvo-dirigida combinada. Diferentes linhagens de melanoma humano (A375, SKMel-05, 

SKMel-28 e UACC-62) foram transfectadas com o miR-195, resultando no aumento da 

concentração de VEs liberadas, as quais apresentaram menor tamanho em relação ao controle. 

Análises de expressão gênica por RT-qPCR mostraram que a transfecção de miR-195 induz o 

aumento da expressão de GTPases envolvidas na biogênese de exosomos, enquanto genes 

envolvidos na produção de microvesículas têm sua expressão diminuída. VEs secretadas por 

células transfectadas com este miRNA foram capazes de transferir seu efeito citostático, 

induzindo a expressão de genes antiproliferativos, como CDKN1A e CDKN3, e diminuindo a 
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expressão de genes pró-proliferativos, como CCND1 e YAP1, em células naïve. VEs contendo 

miR-195 também impactaram o crescimento tumoral in vivo, diminuindo a cinética de 

crescimento dos tumores. Além disso, o tratamento com VEs miR-195 foi capaz de aumentar a 

sensibilidade de células naïve a terapia alvo-dirigida combinada, resultando em maior 

expressão de BAD, menor expressão de BCL2L1 e consequentemente maior porcentagem de 

morte celular, além da diminuição do potencial clonogênico das células. Adicionalmente, com 

relação ao mecanismo de regulação de miR-195, dados do TCGA mostraram maiores níveis de 

metilação deste miRNA em melanomas em relação a tecidos saudáveis, entretanto, sua 

expressão foi restaurada após o tratamento das células com Azacitidina em apenas uma das três 

linhagens testadas. Análises in silico mostraram que diversos lncRNAs capazes de inibir miR-

195 encontram-se superexpressos em melanoma, representando outro possível mecanismo de 

down-regulação. Em resumo, a superexpressão de miR-195 representa uma estratégia 

promissora para sensibilizar células de melanoma a terapia via transferência horizontal de 

informação. 

 

Descritores: Melanoma; Terapia de alvo molecular; Vesículas extracelulares; miR-195.  
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ABSTRACT 

 

Santos, N.L. Effect of miR-195 overexpression in the miRNA cargo of extracellular 

vesicles secreted by human melanoma cells and in the regulation of cells sensitivity to targeted-

therapy through horizontal transfer of information [dissertation]. São Paulo: “Faculdade de 

Medicina, Universidade de São Paulo”; 2021. 

 

Melanoma is considered the most aggressive form of skin cancer. Combined targeted 

therapy, with BRAF and MEK inhibitors, considered the standard treatment for BRAF-mutated 

metastatic melanoma patients, results in 5 years overall survival of 20%. Extracellular Vesicles 

(EVs)-mediated transfer of information has been reported as a mechanism capable of regulating 

tumor resistance and progress. The presence of antitumoral molecules within EVs is related to 

increased response rates and better prognosis for melanoma patients. MiR-195, considered a 

tumor suppressor miRNA, is down-regulated in melanoma and its overexpression results in 

decreased cells proliferation and increased sensitivity to chemotherapy with alkylating agents 

and BRAF inhibitors. We aimed to analyze whether miR-195 overexpression could modulate 

EVs cargo and the role of these particles in naïve cells response to combined targeted treatment. 

A375, SKMel-5, SKMel-28 and UACC-62 cells were transfected with miR-195, resulting in 

increased EVs release and decreased EVs size. Gene expression analysis by RT-qPCR showed 

that miR-195 mimic induces the expression of GTAPases involved in exosomes biogenesis, 

while genes involved in microvesicles shedding are down-regulated upon transfection. EVs 

derived from cells overexpressing miR-195 could transfer it’s cytostatic effect, inducing the 

expression of anti-proliferative genes, such as CDKN1A and CDKN3, and inhibiting pro-

proliferative genes, including CCND1 and YAP1, in naïve cells. EVs containing miR-195 also 

impaired in vivo tumor growth, reducing tumor’s growth kinetics. Treatment with miR-195 EVs 

could also sensitize naïve cells to combined targeted therapy, resulting in higher expression of 

BAD, inhibition of BCL2L1 and consequently increased cell death, in addition to decreased 
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clonogenic potential. Additionally, regarding the mechanisms of miR-195 regulation, TCGA 

data showed higher levels of methylation of this miRNA in melanoma tissues compared to 

controls, nevertheless, treatment of melanoma cells with Azacitidine only restored miR-195 

expression in one out of three cell lines. In silico analysis showed that several lncRNAs capable 

to sponge miR-195 are overexpressed in melanomas, representing another possible mechanism 

of down-regulation. In summary, miR-195 overexpression represents a promising strategy to 

sensitize melanoma cells through horizontal transfer of information. 

 

Descriptors: Melanoma; Molecular targeted therapy; Extracellular vesicles; miR-195. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

O melanoma é classificado como o subtipo mais agressivo dentre os tumores cutâneos, 

devido ao seu elevado potencial metastático e fenótipo resistente (ANTUNES et al., 

2018).  Cerca de 50% dos pacientes apresentam mutação no gene BRAF (BRAFV600E), a qual 

resulta na ativação constitutiva da via MAPK (do inglês, Mitogen-Activated Protein Kinase), 

levando a proliferação descontrolada das células (ASCIERTO et al., 2016). O tratamento alvo-

dirigido (terapia de alvo molecular) combinado, com inibidores da proteína BRAF mutada em 

conjunto com inibidores da kinase down-stream, MEK, é considerado a terapia padrão para 

pacientes em estágio metastático que possuem mutação em BRAF. Apesar desta modalidade 

terapêutica melhorar significativamente o prognóstico dos pacientes quando comparado ao 

tratamento quimioterápico convencional, aproximadamente 30% destes apresentam resistência 

intrínseca, enquanto cerca de 80% dos que eram inicialmente responsivos desenvolvem 

resistência terapêutica após 12 meses do início do tratamento, resultando em uma taxa de 

sobrevida global em 5 anos de 20% (SADRU et al., 2014; MACKIEWICZ e MACKIEWICZ, 

2018). Assim, a busca por mecanismos capazes de regular a sensibilidade das células à terapia 

alvo-dirigida combinada representa uma alternativa para o desenvolvimento de tratamentos 

mais eficazes e melhora da qualidade de vida dos pacientes. 

No decorrer dos últimos anos, a desregulação da expressão de microRNAs (18-24 

nucleotídeos, não codificantes, miRNA) e a transferência de moléculas bioativas via Vesículas 

Extracelulares (VEs) têm sido amplamente associadas a regulação da resposta a terapias. VEs 

são partículas nanométricas liberadas pelas células como intermediadoras da comunicação 

intercelular e atuam transferindo moléculas, como proteínas, ácidos nucleicos (mRNA, 

miRNA, DNA) e lipídeos, entre células parentais e recipientes (SANTI et al., 2015; 
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 JIANG et al., 2020; YOSHIDA et al., 2019). Particularmente, a carga de miRNAs presente em 

VEs tem sido associada a progressão tumoral e resposta ao tratamento com inibidores da via 

MAPK, em melanomas. Níveis aumentados de miRNAs supressores tumorais, como miR-497 

e miR-34a, estão relacionados a melhor resposta terapêutica e efeito antitumoral, 

respectivamente (SVEDMAN et al., 2018; LEE et al., 2019). De maneira oposta, níveis 

aumentados de miRNAs considerados oncogênicos, como miR-211, estão associados a 

aquisição e transferência de resistência (LUNAVAT et al., 2017). 

O miR-195 pertence à família miR-15/16/195/424/497 e é classificado como um 

supressor tumoral em diversos tumores, incluindo melanoma (YU1 et al., 2018).  Estudos 

prévios do nosso grupo de pesquisa mostraram que este miRNA é down-regulado em melanoma 

e que sua super-expressão resulta em efeito antiproliferativo além de aumentar a sensibilidade 

das células a quimioterapia com agentes alquilantes e inibidores de BRAF, através da inibição 

de Proibitina 1 (PHB1) (CIRILO et al., 2017). Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi 

avaliar se a superexpressão de miR-195 em células de melanoma é capaz de modular a carga 

de VEs, de forma que estas nanopartículas passem a favorecer o tratamento, aumentando a 

sensibilidade das células receptoras a terapia alvo-dirigida combinada. 

  

1.1. Melanoma 

Apesar de ser o subtipo menos frequente dentre os cânceres de pele, melanomas são 

responsáveis por cerca de 80% das mortes ocasionadas por tumores cutâneos. São originados a 

partir da transformação maligna de melanócitos, células pigmentadas localizadas 

principalmente na camada basal da epiderme, em resposta a complexos fatores etiológicos, 

sendo a frequente exposição a luz UV considerada a mais relevante. A incidência do melanoma 

vem aumentando nos últimos anos, no mundo inteiro, principalmente em adultos jovens, de 20 
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a 39 anos (FATTORE et al., 2017). No Brasil, estima-se que 8.450 novos casos sejam 

diagnosticados por ano no triênio 2020/2022 (INCA, 2020). 

Quando diagnosticado em estágios iniciais (I e II), a cirurgia é considerada um tratamento 

eficiente, pois resulta em cura na maior parte dos casos, apresentando uma taxa de sobrevida 

em cinco anos de aproximadamente 90%. Entretanto, casos mais avançados, que apresentam 

disseminação regional (III) ou para órgãos distantes (IV) apresentam um pior prognóstico. 

Estima-se que cerca de 25% dos pacientes sejam diagnosticados no estágio III e 40% no estágio 

IV (ROTARU et al., 2019), os quais possuem taxas de sobrevida em 5 anos de 60% e 20%, 

respectivamente (GARBE et al., 2020). Diferentes abordagens têm sido estudadas para o 

tratamento destes casos mais avançados, porém, resistência imediata ou adquirida ainda 

representam barreiras para a obtenção de resultados satisfatórios (LONG et al., 2017). 

As fases que descrevem o processo de tumorigênese do melanoma foram estabelecidas 

pelo modelo de Clark em 1980 (Figura 1). O acúmulo progressivo de alterações genéticas e 

epigenéticas patogênicas ocasionam a formação de um nevo melanocítico, seguida pelo 

surgimento de um nevo displásico, que dá origem ao melanoma in situ, a partir do qual o 

melanoma invasivo é originado (CLARK et al., 1984; DAMSKY et al., 2017). Mutações em 

BRAF são encontradas em cerca de 80% dos nevos benignos, porém o crescimento destas 

células é limitado por indução de senescência. A aquisição de mutações adicionais de perda de 

função em supressores de tumor, como PTEN e CDKN2A, são necessárias para a formação de 

nevos displásicos. Em seguida, a indução da progressão do ciclo celular, através do aumento da 

expressão de genes pró-proliferativos, como ciclina D1 (CD1) e da transição epitélio-

mesênquima, caracterizada pela perda de E-caderina, aumento de N-caderina e MMP2, marcam 

as fases de crescimento radial e vertical, respectivamente, favorecendo o processo de metástase.  
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Figura 1. Alterações moleculares durante o desenvolvimento do melanoma. 

Mutações em BRAF estão presentes na maioria (60-80%) dos nevos benignos formados a partir de 

melanócitos saudáveis. Em seguida, a inativação das vias de CDKN2A e PTEN levam ao desenvolvimento 

de nevos displásicos. A indução da progressão do ciclo celular, através do aumento da expressão de ciclinas, 

como CD1, da origem a fase de crescimento radial. Durante as etapas de crescimento vertical e metástase 

ocorrem mudanças no controle da adesão celular devido a perda de E-caderina e aumento da expressão de 

N-caderina, e MMP-2. Adaptado de Miller et al., (2006). Figura criada no Biorender. 

 

O perfil de alterações genéticas permite sua classificação em quatro subtipos, de acordo 

com a ocorrência de mutações drivers nos genes BRAF, RAS e NF1. Quando não são 

encontradas mutações em nenhum destes genes, o melanoma é classificado como tripo wild-

type (LONG et al., 2018; RABBIE et al., 2019). A mutação no gene BRAF é a mais comum, 

estando presente em cerca de 50% dos melanomas diagnosticados. É mais frequentemente 

caracterizada pela substituição do aminoácido valina pelo glutamato no códon 600 (BRAFV600E) 

e resulta na ativação constitutiva da proteína BRAF, que atua na via MAPK, responsável pela 

regulação de processos como divisão e diferenciação celular (KAKADIA et al., 2018). A 

cascata bioquímica MAPK tem início com a ligação de fatores de crescimento à receptores de 

superfície celular, que resultam na ativação da proteína RAS, a partir da qual são ativadas 

sequencialmente as proteínas BRAF, MEK e ERK. Uma vez ativada, ERK atua na fosforilação 

de diversos fatores de transcrição que ocasionam a ativação de genes envolvidos na 

proliferação, diferenciação e motilidade celular. Também desempenha funções na regulação de 

outros mecanismos relacionados à progressão tumoral, como evasão de senescência e apoptose, 
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promoção de angiogênese, invasão e metástase (ASCIERTO et al., 2016; BISSCHOPA et al., 

2018). 

1.2. Terapia alvo-dirigida combinada 

A terapia alvo-dirigida para o tratamento de melanomas metastáticos ou inoperáveis foi 

aprovada em meados de 2011 pela U.S Food and Drug Administration (FDA), através da 

autorização do uso do medicamento vemurafenibe, inibidor enzimático da proteína BRAFV600E. 

A utilização deste fármaco resultou em um aumento significativo na sobrevida dos pacientes, 

apresentando taxa de resposta inicial de aproximadamente 50% e sobrevida global de 16 meses 

(SOSMAN et al., 2012). Até então, os medicamentos aprovados para o tratamento de casos 

avançados eram o quimioterápico dacarbazina e as imunoterapias não-seletivas (Figura 2), a 

base de interferon-α (IFN-α) e interleucina 2 (IL-2), os quais apresentavam taxa de resposta de 

cerca de 10%, 15% e 13% e sobrevida de 7, 7 e 9 meses, respectivamente (SMITH et al., 2008; 

DAVAR et al., 2017; KAKADIA et al., 2018; DAVIS et al., 2019). Apesar do aumento 

significativo na taxa de resposta num primeiro momento, a longo prazo, cerca de 80% dos 

pacientes desenvolvem resistência a monoterapia com vemurafenibe, principalmente através da 

reativação da via MAPK. Diversos mecanismos já foram associados a resistência à inibição de 

BRAF, dentre eles estão mutações upstream a Ras ou down-stream a BRAF e amplificações ou 

superexpressão de outros oncogenes. Tais processos fazem com que a sobrevida livre de doença 

seja limitada a aproximadamente 7 meses (WELSH et al., 2016). 

Em 2015, foi aprovado pela FDA o uso do cobimetinibe, um inibidor específico de MEK, 

para o tratamento de melanomas metastáticos, em terapia conjunta. A adição de um inibidor de 

MEK a terapia alvo-dirigida retarda a ocorrência de resistência e aumenta a sobrevida global 

dos pacientes para uma média de 22 meses, com taxa de resposta de 60% (BOESPFLUG et al., 

2016). Em seguida, novos inibidores de BRAF (dabrafenibe, encorafenibe) e MEK 

(trametinibe, binimetinibe) foram aprovados como terapia conjunta para o tratamento de 



Introdução 

 

Página | 10  

   

melanomas, possuindo taxas de resposta e sobrevida similares ao tratamento-alvo combinado 

aprovado anteriormente (KNISPEL et al., 2018). Desta forma, a terapia combinada com 

vemurafenibe e cobimetinibe, dabrafenibe e trametinibe ou encorafenibe e binimetinibe, se 

tornou a intervenção padrão para pacientes com mutação em BRAF, em estágios avançados, 

enquanto imunoterapias com inibidores dos checkpoints imunológicos, CTLA-4/CD80 e PD-

1/PDL-1, são empregadas como tratamento de segunda linha para estes pacientes ou de primeira 

linha para aqueles que não possuem mutação em BRAF.  

Apesar de representar um grande avanço no tratamento de melanomas, a progressão 

tumoral e falha terapêutica é observada cerca de 12 meses a partir do início do tratamento com 

inibidores de BRAF e MEK, na maioria dos pacientes, levando a uma taxa de sobrevida global 

em dois anos de aproximadamente 40% (ASCIERTO et al., 2016; SIMEONE et al., 2017). 

Assim, a identificação de estratégias que possam sensibilizar as células e/ou reverter 

mecanismos de resistência são necessários para obtenção de melhores prognósticos. Neste 

sentido, diferentes estudos têm avaliado o potencial da combinação do tratamento alvo-dirigido 

com inibidores de vias e/ou mecanismos associados ao processo de resistência (PROIETTI et 

al., 2020). Sabe-se que apesar de ocasionar morte celular, o efeito predominante do tratamento 

com inibidores de BRAF e MEK é citostático (BRUMMER et al., 2018; SALE et al., 2019). A 

indução de apoptose é principalmente associada ao alto nível de estresse metabólico ocasionado 

pela supressão de glicólise aeróbica, induzida pela inibição da via MAPK. Desta forma, um dos 

mecanismos de adaptação que células de melanoma apresentam quando submetidas ao 

tratamento alvo-dirigido combinado é o aumento no metabolismo mitocondrial e nos níveis de 

fosforilação oxidativa, através da up-regulação de MITF, por exemplo. A inibição do 

metabolismo mitocondrial em conjunto com tratamento com os inibidores, resulta no aumento 

de morte celular e nos níveis de resposta terapêutica, retardando a ocorrência de resistência 

(HONG et al., 2017; MARCHETTI et al., 2018; BRUMMER et al., 2018; GODAL et al., 
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2019).  Além disso, a superexpressão de genes anti-apoptóticos, como BCL-2, PAK1, PAK2 e 

PHB1 também já foi descrita como mecanismo associado a resistência a terapia alvo-dirigida e 

a inibição destes genes também resulta no aumento da sensibilidade do melanoma ao tratamento 

(BABAGANA et al., 2017; CIRILO et al., 2017; SALE et al., 2019). Estudos adicionais 

precisam ser conduzidos para avaliar a eficácia destes tratamentos em pacientes. 

 

Figura 2. Linha do tempo: Terapias aprovadas para o tratamento de melanomas em estágios avançados 

(1975-2018).  

Adaptado de Haferkamp et al., (2020). Figura criada no Biorender. 
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1.3. MicroRNAs 

Os microRNAs são pequenos RNAs (18 a 22 nucleotídeos) não codificantes, capazes de 

regular a expressão gênica principalmente de maneira pós-transcricional. O mecanismo de ação 

de miRNAs melhor elucidado diz respeito a inibição da tradução de RNAs mensageiros 

(RNAm) complementares, por meio da degradação, sequestro ou bloqueio da interação com os 

ribossomos. A sequência seed presente em miRNAs é responsável por reconhecer e se ligar a 

região 3’ UTR (do inglês, untranslated region) de um RNAm-alvo, inibindo sua expressão. 

Tipicamente, os miRNAs são transcritos pela RNA polimerase II, gerando um miRNA primário 

(pri-miRNA), o qual é processado pela endonuclease DROSHA, formando um miRNA 

percursor (pre-miRNA). Os pre-miRNAs são exportados para o citoplasma e processados por 

DICER, gerando miRNAs maduros de fita dupla. Uma das fitas, denominada fita guia, é 

incorporada no complexo de silenciamento induzido por RNA (do inglês, RNA-Induced 

Silencing Complex, RISC) em associação com a proteína Argonauta, onde atua regulando a 

expressão de RNAs mensageiros alvo (Figura 3). Além deste mecanismo, recentemente, 

diferentes estudos têm mostrado que miRNAs também podem atuar na regulação da transcrição 

gênica, através da interação com regiões regulatórias no núcleo celular, como enhancers 

(STAVAST et al., 2019; YANG et al., 2021). 

Estima-se que pelo menos 30% dos RNAm humanos sejam regulados por miRNAs e esta 

regulação exerce funções importantes no controle de processos fisiológicos e patológicos 

(SARKAR et al., 2015). Em tumores, a desregulação da expressão de miRNAs está associada 

ao desenvolvimento, progressão e resposta terapêutica. Dependendo dos genes que regulam, 

podem ser classificados como oncomiRs ou supressores tumorais. OncomiRs, se inibem genes 

anti-tumorais; e, supressores de tumor, se inibem genes que favorecem a progressão maligna 

(YU1 et al., 2018). No melanoma, a desregulação do perfil de expressão de miRNAs já foi 

associada a diferentes aspectos do desenvolvimento tumoral, como indução de angiogênese 
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(ZHOU et al., 2018), transição epitélio-mesênquima (FOMESHI et al., 2015), migração e 

metástase (YANG et al., 2019; SUN et al., 2019), inibição do sistema imune (MASTROIANNI 

et al., 2019) e resistência a drogas (CIRILO et al., 2017; VERGANI et al., 2016; GRZYWA et 

al., 2020). 

 

Figura 3. Biogênese e função dos miRNAs. 

A biogênese de miRNAs tem início com o processo de transcrição, através da formação do complexo 

de iniciação, composto pela associação dos fatores gerais de transcrição com a RNA pol II (1), levando a 

formação de um miRNA primário (pri-miRNA) (2), o qual é processado ainda no núcleo celular pela enzima 

DROSHA, na presença de seu co-fator DGCR8 (3), dando origem a miRNAs precursores (pre-miRNA) (4). 

Estes, por sua vez, são exportados para o citoplasma pela proteína Exportina 5 (EXP 5), onde sofrem um 

processo de clivagem realizado pela enzima DICER (5), originando um duplex de miRNA, composto por 

duas fitas maduras (6). Uma das fitas (fita guia) é retida no complexo RISC e atua no processo de regulação 

da expressão gênica, através da degradação de RNAm-alvos, ou inibição da tradução (7). Figura criada no 

Biorender. 

 

Comumente, no decorrer da progressão tumoral, a expressão de oncomiRs é aumentada.  

Por exemplo, Tupone et al., (2020) mostraram que miR-378a-5p é up-regulado em melanoma 

metastático em relação a amostras de tecidos em estágios menos avançados e que a 
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superexpressão deste miRNA in vitro está associada ao aumento de invasão e migração, além 

de favorecer o processo de angiogênese in vivo, facilitando a progressão tumoral. Similarmente, 

o aumento da expressão de miR-204-5p e miR-211-5p em melanomas induz o crescimento 

tumoral in vivo e diminui a resposta ao tratamento com inibidores de BRAF (DIAZ-

MARTINEZ et al., 2018). Como esperado, a inibição destes miRNAs resulta na repressão do 

crescimento tumoral e aumento da resposta a tratamentos. De maneira oposta, miRNAs 

supressores normalmente tem sua expressão diminuída ao longo da progressão tumoral. Por 

exemplo, como recentemente reportado por nosso grupo de pesquisa, miR-195-5p é down-

regulado no decorrer do desenvolvimento de melanomas e a inibição deste miRNA resulta na 

falta de regulação pós-transcricional e consequente superexpressão de PHB1, a qual está 

associada ao aumento da resistência a quimioterapia. A superexpressão de miR-195, além de 

induzir efeito citostático, resulta no aumento da sensibilidade das células a agentes alquilantes 

(temozolamida e cisplatina) e inibidores de BRAF (CIRILO e tal., 2017). Similarmente, a 

redução da expressão de outros miRNAs supressores, como miR-34 (YAMAZAKI et al., 

2012), miR-579-3p (FATTORE et al., 2016), miR-16 (GUO et al., 2015) e miR-497 (CHAI et 

al., 2018) é observada durante os diferentes estágios de desenvolvimento do melanoma e a 

restauração da expressão destes miRNAs resulta em melhores respostas terapêuticas, 

retardando ou revertendo o desenvolvimento de resistência. 

Atualmente diversos estudos estão sendo conduzidos com o intuito de avaliar a eficácia 

da utilização de terapias a base de miRNAs para o tratamento de patogêneses como o câncer 

(TITZE et al., 2020). O primeiro estudo clínico conduzido neste sentido foi um estudo de fase 

1 realizado para avaliar a segurança da utilização de nanopartículas (TargomiRs) enriquecidas 

em miR-16 para o tratamento de mesoteliomas (VAN ZANDWIJK et al., 2017). Estas 

partículas foram desenvolvidas para realizar o delivery específico de miR-16 para células EGFR 

positivas e apresentaram boa tolerância em pacientes com mesoteliomas refratário, porém 
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novos estudos precisam ser conduzidos para avaliar o efeito destas partículas em combinação 

com outros agentes terapêuticos. 

 

1.3.1. miR-195-5p 

O miR-195 pertence à família miR-15/16/424/497, está localizado no cromossomo 17p13 

e possui um promotor próprio.  Este miRNA atua no controle de genes responsáveis pela 

regulação do ciclo celular, proliferação, migração, angiogênese, apoptose e invasão; E a 

desregulação de sua expressão está associada ao desenvolvimento de diversas patologias, 

incluindo o câncer (YU1 et al., 2018). Células tumorais comumente apresentam uma baixa 

expressão de miR-195-5p comparado a tecidos não-neoplásicos e diversos estudos já 

evidenciaram seu papel como supressor de tumor em diferentes neoplasias (ZHENG et al., 

2017; FU et al., 2013; YONGCHUN et al., 2014; HAN et al., 2015; LIU et al., 2015). Um dos 

mecanismos de down-regulação de miR-195 em tumores é a hipermetilação de seu promotor 

gênico, como já reportado em câncer cervical (SHEN et al., 2017), de mama (LI et al., 2011), 

próstata (MA et al., 2020) e gástrico (DENG et al., 2013), por exemplo. Além disso, trabalhos 

recentes têm mostrado que a inibição por RNAs longos não codificantes (lncRNAs) também 

atua na supressão de miR-195 em células malignas (LIU et al., 2020; WANG et al., 2020; LI 

et al., 2020). 

A restauração da expressão deste miRNA, por transfecção, tratamento com inibidores de 

metiltransferases ou supressão de lncRNAs, já foi associada ao aumento da sensibilidade a 

quimioterápicos por diferentes trabalhos, incluindo docetaxel para câncer de próstata (MA et 

al., 2018), doxorubicina para câncer de cólon (QU et al., 2015), temozolamida para gliomas 

(WANG2 et al., 2019), cisplatina para câncer de ovário (DAI et al., 2019), paclitaxel e eribulina 

para câncer de pulmão (YU2 et al., 2018) e agentes alquilantes e inibidores de BRAF para o 

tratamento de melanomas (CIRILO et al., 2017). Além disso, o nível de miR-195 na circulação 
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sanguínea pode ser utilizado como biomarcador prognóstico em pacientes com tumores 

gástricos (SONG et al., 2020), osteosarcoma (CAI et al., 2015) e câncer de mama (SUETA et 

al., 2017), sendo a baixa expressão relacionada a menor resposta terapêutica e maior 

probabilidade de recidiva. Em melanomas, dados do TCGA mostram que a baixa expressão de 

miR-195 apresenta uma tendência de associação com piores prognósticos (Figura 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Expressão de miR-195 e sobrevida de pacientes com melanoma.  

Dados do TCGA (SKCM/20160128) obtidos pelo software LinkedOmics. Os dados foram 

classificados em baixa ou alta expressão a partir da média. Linhas pontilhadas indicam o desvio padrão. 

 

1.4. Vesículas Extracelulares 

Vesículas Extracelulares (VEs) são partículas nanométricas delimitadas por uma 

bicamada lipídica análoga a membrana plasmática e desempenham papel fundamental no 

processo de comunicação intercelular, por meio do transporte e transferência de moléculas 

bioativas, como proteínas, lipídeos e ácidos nucleicos (MAUS et al., 2017).  VEs podem ser 

classificadas principalmente em exossomos e microvesículas, de acordo com sua biogênese e 

tamanho (Figura 5). Exossomos possuem de 30 a 150 nm e são originados a partir de 

dobramentos da membrana de um endossomo inicial, que resultam em um acúmulo de vesículas 

intraluminais (ILV) em corpos multivesiculares (MVBs). Estes são secretados no espaço 

extracelular através de fusão com a membrana plasmática, seguida da exocitose das vesículas 

intraluminais, agora denominadas exossomos. As microvesículas, por sua vez, possuem de 100 

n=54 

n=37 
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a 1000 nm e são originadas por evaginações da membrana celular, com posterior fissão e 

consequente liberação no meio externo (VELLA et al., 2017). Além disso, trabalhos recentes 

têm mostrado que células tumorais podem secretar VEs maiores, de 1 a 10 µm, as quais são 

denominadas oncossomos largos (MINCIACCHI et al., 2015; CIARDIELLO et al., 2019). 

Ainda, quando derivadas de células em processo de apoptose, as VEs são denominadas de 

corpos apoptóticos e geralmente possuem entre 50 e 5000 nm (JAISWAL & SEDGER, 2019).   

 

 

Figura 5. Biogênese e classificação das VEs. 

Vesículas pequenas (30-150 nm) originadas a partir da via endossomal são denominadas exosomos. 

Vesículas maiores (100 – 1 µm), formadas a partir de brotamentos da membrana plasmática são denominadas 

microvesículas. Células tumorais também podem liberar oncossomos largos (1 – 10 µm) a partir de 

evaginações da membrana plasmática. Figura criada no Biorender. 

 

Quando em contato com células receptoras, a internalização das VEs pode ocorrer via 

fusão direta com a membrana plasmática da célula recipiente ou via endocitose, a qual pode ser 

realizada por mediação proteica, pelas proteínas clatrinas e caveolinas, lipídica (lipid raft) ou 
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fagocítica. Recentemente o papel das VEs no desenvolvimento e progressão de tumores 

despertou o interesse da comunidade científica, devido à capacidade que possuem de transportar 

moléculas tanto local como sistemicamente, podendo assim modular o microambiente tumoral 

e tecidos distantes, contribuindo com a progressão maligna (ABELS-BREAKEFILD, 2016). 

Sabe-se que a carga presente em VEs reflete o estado fisiológico da célula parental e que células 

tumorais normalmente secretam maiores quantidades de VEs comparado a células saudáveis, 

com conteúdo diferente de acordo com o estágio do processo de tumorigênese em que se 

encontram. Dessa forma, a presença destas partículas em biofluidos, como sangue, urina e 

saliva, torna-as ferramentas promissoras para a identificação, estadiamento e acompanhamento 

de tumores (XU et al., 2018). 

É comumente observado que a transferência de informações via VEs pode induzir ou 

facilitar a aquisição e/ou transferência de fenótipos mais agressivos. No melanoma, a 

transferência de moléculas oncogênicas por VEs já foi associada a aquisição e favorecimento 

de diversos hallmarks, como indução de evasão do sistema imune (HUBER et al., 2018; 

VIGNARD et al., 2020), angiogênese (ZHOU et al., 2018), metástase (SHU et al., 2018), 

resistência a terapia (LUNAVAT et al., 2017) e repopulação tumoral, como recentemente 

mostrado pelo nosso grupo (ANDRADE et al., 2019). Ainda, a alta expressão de genes 

envolvidos na biogênese de VEs, como RAB27A, RAB27B, RAB31 e RHOA estão associados 

a piores prognósticos em melanomas (Figura 6), evidenciando o papel destas partículas no 

favorecimento da progressão tumoral. 
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Figura 6. Alta expressão de genes envolvidos na biogênese de VEs está relacionada a pior prognóstico 

em melanoma. 

Dados do TCGA (SKCM/20160128) obtidos pelo software LinkedOmics. Low RAB27A n=24, High 

RAB27A n=74; Low RAB27B n= 43, High RAB27B n=73; Low RAB31 n=33, High RAB31 n=121; Low 

RHO  n=32, High RHO n=55. Os dados foram classificados em low ou high a partir da média dos valores de 

expressão dos respectivos genes. Linhas pontilhadas indicam o desvio padrão. 

 

A transferência de miRNAs via VEs desempenha papéis importantes na regulação destes 

processos. Como esperado, a presença de oncomiRs nestas partículas e consequente 

transferência para células receptoras, é associada ao favorecimento da progressão tumoral. Por 

outro lado, VEs enriquecidas com miRNAs supressores são capazes de inibir o crescimento de 

tumores e aumentar a resposta de células malignas ao tratamento. Em melanomas, VEs 

derivadas de pacientes com tumor primário possuem maiores quantidades de miRNAs 

supressores, como miR-34a, e são capazes de induzir efeito supressivo no crescimento tumoral, 

enquanto VEs provenientes de pacientes metastáticos apresentaram efeito oposto (LEE et al., 

2019). Além disso, maiores níveis de miRNAs antitumorais, como o miR-497 em VEs de 

pacientes sob tratamento alvo-dirigido combinado, estão associados a melhores prognósticos 
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em casos de melanoma em estágio avançado (SVEDMAN et al., 2018). Similarmente, maiores 

quantidades dos supressores tumorais miR-145 e miR-16 estão associadas a melhor resposta a 

terapia em tumores de próstata (GONG et al., 2015) e gástricos (VENTURUTTI et al., 2016), 

respectivamente.  

A capacidade que VEs possuem em carregar moléculas para células e/ou tecidos 

específicos torna-as veículos promissores para o delivery de agentes antitumorais 

(PARAYATH et al., 2020). Neste sentido, atualmente, diferentes trabalhos estão sendo 

conduzidos com o intuito de modular a carga de VEs, para que estas partículas passem a 

favorecer o tratamento de tumores, através da transferência de moléculas antineoplásicas, 

melhorando assim o prognóstico de pacientes oncológicos. Por exemplo, Naseri et al., (2018) 

modularam a carga de exosomos derivados de células-tronco mesenquimais, incorporando 

moléculas capazes de inibir os oncomiRs miR-150 e miR-142-3p. Quando administradas in 

vivo, estas partículas foram capazes de penetrar a massa tumoral e realizar o delivery de anti-

miR-150 e anti-miR-142-3p, inibindo o crescimento de tumores de mama (NASERI et al., 

2018). Adicionalmente, Nie et al., (2020) mostraram que VEs enriquecidas com o supressor 

tumoral miR-126 são capazes de inibir o crescimento, migração e potencial metastático de 

células de câncer de pulmão. De maneira similar, Li et al., (2017) reportaram que a 

superexpressão de miR-195 em fibroblastos resultou na secreção de VEs enriquecidas com este 

miRNA, as quais puderam inibir o crescimento e invasão de colangiocarcinomas in vivo. Apesar 

de diferentes trabalhos mostrarem que a presença de miRNAs supressores em VEs está 

associada a melhores respostas terapêuticas em melanomas, até o presente momento, a 

modulação da carga de miRNAs destas partículas ainda não foi reportado.   
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2. OBJETIVOS 

 

Estudar o efeito de vesículas extracelulares secretadas por células de melanoma humano 

transfectadas com o miRNA-195 na sensibilidade ao tratamento alvo-dirigido de células 

tumorais naïve. 

 

2.1. Objetivos específicos 

i. Avaliar o efeito da super-expressão do miR-195 em células de melanoma humano 

BRAFV600E na secreção de VEs, determinando-se a concentração e tamanho dessas 

partículas, além da presença desse miRNA nas mesmas; 

ii. Avaliar o efeito de VEs oriundas de células que superexpressam miR-195 em células 

tumorais naïve (receptoras) quanto à proliferação, viabilidade, morte e sensibilidade ao 

tratamento alvo-dirigido, além de alterações em genes alvo dos miRNAs presentes nas 

VEs; 

iii. Avaliar o efeito das VEs contendo miR-195 no crescimento tumoral in vivo; 

iv. Avaliar o perfil de metilação da região promotora e gênica do mir-195 em células de 

melanoma e o efeito de agentes demetilantes na re-expressão desse miRNA.  
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1.  Cultura celular 

Os experimentos foram realizados com a linhagem de melanoma primário A375 e as 

linhagens de melanoma metastático SKMel-05, SKMel-28 e UACC-62, portadoras da mutação 

BRAFV600E. As células foram submetidas a teste de contaminação por micoplasma 

periodicamente. Para manutenção em cultura, SKMEL-5 e SKMel-28 foram mantidas em meio 

MEM acrescido de 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1 mM de piruvato de sódio e A375 e 

UACC-62 em meio DMEM acrescido de 10% de SFB, em estufa úmida a 37°C e 5% de CO2. 

Para experimentos envolvendo adição ou extração de VEs, as células foram incubadas com SFB 

depletado de vesículas (centrifugado por 2hs, 4°C, a 100.000g). 

 

3.2.  Superexpressão do miR-195 

A superexpressão do miR-195 (Syn-hsa-miR-195-5p, 5′- 

UAGCAGCACAGAAAUAUUGGC -3′) (QIAGEN) foi realizada via transfecção reversa 

através do reagente Lipofectamina RNAiMax 2000 (Termo Fisher Scientific). O processo 

consiste na adição do mix, contendo mir-195 ou controle (10 nM) e lipofectamina, seguida da 

adição da suspensão celular aos respectivos poços contendo o mix. STARS Negative Control 

siRNA (sequência de propriedade da empresa - QIAGEN) foi utilizado como controle.  

  

3.3. Isolamento e caracterização das VEs 

O isolamento das vesículas extracelulares foi realizado 72 horas após a transfecção, com 

base em protocolo estabelecido por Théry et al (2006). Os sobrenadantes das células 

transfectadas foram submetidos a duas centrifugações iniciais para a remoção de células mortas 

e restos celulares, 300 g por 10 minutos, seguida de 2000 g por 10 minutos, ambas a 
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temperatura ambiente. O sobrenadante resultante foi então ultracentrifugado a 10.000 g por 30 

min a 4° C para remoção de debris, seguido de 100.000 g por 2 horas a 4°C. O pellet enriquecido 

em VEs foi ressuspendido em PBS 1X de acordo com o número de células totais ao fim do 

experimento (100 μL para cada 106 células) e armazenado a - 80° C até o momento de uso. A 

quantificação e a análise do perfil das VEs isoladas foram realizadas em equipamento 

NanoSight NS3000 (Malvern) (5 medidas de 60 segundos cada). Previamente aos ensaios 

funcionais, as VEs foram tratadas com RNAse A (400 ng/μL) por 30 minutos a 37° C para 

evitar contaminação com RNAs externos, como proposto por VERWEIJ et al., (2013). 

 

3.4. Extração de RNA e RT-qPCR 

A extração de RNA total de células foi realizada utilizando-se o reagente TRIZol® 

(Invitrogen/Thermo Fisher Scientific). RNAs pequenos (<200 nucleotídeos) foram extraídos de 

VEs através do kit miRCURY Small RNA Isolation Kit (Exiqon) ou miRNAeasy Cells and 

Tissues (QIAGEN). O RNA obtido foi submetido à leitura em espectrofotômetro NanoDropTM 

para obtenção da concentração e razões qualitativas de contaminação proteica e fenólica. Para 

análise da expressão do miR-195 o kit TaqMan Small RNA Assays (Applied 

Biosystems/Thermo Fisher Scientific) foi utilizado para síntese de cDNA e posterior 

amplificação. RNU48 foi utilizado como controle endógeno. Para a análise da expressão dos 

lncRNAs, RAB27A, RAB27B, RA31 e CDC42, o cDNA foi sintetizado através do Kit High 

Capacity Reverse Transcription (Applied Biosystems) e amplificado com Power SYBR Green 

PCR master mix (Applied Biosystems). GAPDH, β-ACTINA e HPRT foram utilizados como 

controle endógeno. Os dados foram analisados por meio do método quantitativo 2-∆∆Ct 

conforme proposto por Livak e Schmittgen (2001). Os níveis de expressão de miR-195 em VEs 

foram normalizados através da utilização de quantidades iguais de RNA total e comparação 

com VEs controle (ΔΔCt = [(Ct VEs miR-195 tratadas com Proteinase + RNAse A) - (Ct VEs 
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miR-195 tratadas com Triton + Proteinase + RNAse A)] - [(Ct VEs controle tratadas com 

Proteinase + RNAse A) – (Ct VEs controle tratadas com Triton + Proteinase + RNAse A)]). 

Todas as reações foram realizadas no equipamento StepOne Plus (Applied Biosystems/Thermo 

Fisher Scientific). 

 

Gene Forward Reverse 

β-ACTINA 5’-AGAAAATCTGGCACCACA-3’ 5’-AGAGGCGTACAGGGATAGCA-3’ 

BANCR 5' - CGGTGTAACGGAGGCAGTTAG - 3'  5' - CACACAGTGAGCCACTCCAC - 3' 

CDC42 5' - GCCCGTGACCTGAAGGCTGTCA - 3' 5' - TGCTTTTAGTATGATGCCGACACCA - 3' 

FOXD2-AS1 5' - AAAGAAAAGCCCTCCAGCGA - 3' 5' - CCTCAGGACAAACTCCGCTT - 3' 

GAPDH  5’-TGCACACCAACTGCTTAGC-3’ 5’-GGTGGACTGTGGTCATGAG-3’  

HPRT 5’-CCCTGGCGTCGTGATTAGT-3’  5’-TCTCGAGCAAGAGGTTCAGT-3’  

LINC00473  5' - GAGTAGACTTTTCCCCCACAGA - 3'  5' - CACACAGCTTCAAGTCCACG - 3' 

LINC00511  5' - CACACTCGTCTTCTGTCCCC - 3'  5' - CTTCCTTGGGCAAACAACCG - 3' 

PVT1 5’-ATAGATCCTGCCCTGTTTGC-3’ 5’-CATTTCCTGCTGCCGTTTTC-3’ 

RAB27A 5' - AGAGGAGGAAGCCATAGCAC - 3'  5' - CATGACCATTTGATCGCACCAC- 3' 

RAB27B 5' - GGAACTGGCTGACAAATATGG - 3' 5' - CAGTATCAGGGATTTGTGTCTT- 3' 

RAB31 5' - ATCTTTGGGCTGGGTTTG - 3'  5' - ATGGGCTCATTAGTGGGTAG - 3' 

Tabela 1. Sequência de primers utilizados nas reações de RT-qPCR. 

 

3.4.1. Análise do perfil de expressão gênica  

A expressão gênica de 96 transcritos, previamente selecionados de acordo o fenótipo 

observado nas células recipientes após o tratamento com VEs, foi realizada por RT-qPCR em 

sistema microfluídica utilizando os equipamentos Juno-Biomark HD (Fluidigm). O RNA total 

de células foi extraído por TRIZol® (Invitrogen/Thermo Fisher Scientific) e quantificado no 

aparelho NanoDropTM. Em seguida, 35ng de RNA total foram convertidas em cDNA, o qual 

foi submetido a uma etapa de pré-amplificação seguida de tratamento com exonuclease para 

remoção de primers não incorporados. O produto final foi diluído 10x e submetido à 

amplificação no Biomark HD. β-ACTINA, B2M, GUSB, HPRT, RPLP0 e TFRCG foram 

utilizados como controles endógenos. O software Fluidigm RT-qPCR foi utilizado para 

visualização das curvas e obtenção dos Cts. O software NormFinder foi utilizado para 

determinação dos endógenos mais estáveis dentre os grupos experimentais. Os dados foram 
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analisados por meio do método quantitativo 2-∆∆Ct. O software R foi utilizado para a 

clusterização das amostras em heatmap através do pacote pheatmap. 

  

3.5.  Avaliação da internalização das VEs 

As VEs foram marcadas com o corante lipofílico PKH26 (Sigma Aldrich), conforme 

protocolo estabelecido pelo fabricante. Após o período de incubação, a solução de VEs 

contendo o corante foi filtrada em colunas (MW3000 – Invitrogen- Thermo Fischer Scientific) 

para a remoção do corante excedente. PBS foi utilizado como controle negativo. Em seguida, 

diferentes concentrações de VEs marcadas foram adicionadas às células previamente 

plaqueadas. Aproximadamente 18 horas após a adição de VEs, as células foram visualizadas 

em microscópio de fluorescência. 

 

3.6. Atividade metabólica (atividade da succinato desidrogenase) 

A avaliação da atividade metabólica celular foi realizada pelo método colorimétrico do 

sal amarelo de tetrazolium [MTT, (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl) -2,5- difenil brometo de 

tetrazolina). As células foram plaqueadas em placas de 96 poços (1x103); para avaliação do 

efeito das VEs, diferentes concentrações destas foram adicionadas e repostas diariamente. As 

placas foram incubadas em estufa a 37°C e 5% de CO2 por 72 horas. Ao término do período de 

incubação, 10 μL da solução de MTT (5 mg/mL) foram adicionados em cada poço da placa, e 

esta foi incubada novamente (2 horas, 37°C e 5% de CO2). Em seguida, as células foram lisadas 

com dimetilsulfóxido (DMSO) e a absorbância lida em leitor de microplaca a 570 nm. 

 

3.7.  Proliferação celular 

A proliferação foi analisada em aparelho Countess-Automated Cell Counter, ou através 

da contagem em câmara de Neubauer, por meio da adição de uma alíquota de 10 μL da 

suspensão celular corada com o corante azul de tripan 0,1% em PBS. 
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3.8. Perfil de ciclo 

O perfil de ciclo celular foi analisado através da coloração com Iodeto de Propídeo. 

Primeiramente as células foram fixadas com etanol 70% e armazenadas a -20°C por pelo menos 

2 horas. Em seguida, as mesmas foram lavadas com PBS 1x e coradas com PI por 30 minutos 

no escuro. A leitura de fluorescência foi feita em citômetro de fluxo (Attune, Thermo Fisher 

Scientific) e a análise da distribuição do ciclo celular e morte celular (Sub-G1, G1, S, G2/M) 

foi analisada no software FlowJo v10.  

 

3.9. Ensaio clonogênico 

Células viáveis foram plaqueadas em uma proporção de 20 células/cm2 e mantidas em 

estufa a 37°C e 5% CO2 por cerca de 15 dias. Após o período de incubação, as células foram 

lavadas com PBS e fixadas através da adição da solução de fixação (formaldeído/PBS 3,7%). 

Em seguida, foram lavadas com PBS novamente, coradas com 0,1% de cristal violeta, e 

incubadas por 10 minutos. Após este período, o excesso de corante foi removido por lavagem 

com PBS e o número de colônias (>30 células) foi contado após secagem a temperatura 

ambiente. 

 

3.10. Tratamento alvo-dirigido combinado 

As células (1x104) foram plaqueadas em placas de 24 poços. Após 24 horas os inibidores 

de BRAF (PLX) e MEK (PD) foram adicionados (1 + 1 μM). Após 72 horas, proliferação, 

viabilidade, clonogenicidade e taxa de morte celular foram avaliadas, conforme descrito 

anteriormente. 
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3.11. Tratamento com Azacitidina 

Primeiramente as células foram plaqueadas (1x104) em placas de 24 poços. Após 24 horas 

diferentes concentrações de Azacitidina foram adicionadas (1 ou 2,5 μM). O tratamento foi 

realizado por 48 horas, com reposição diária da droga. Após este período avaliou-se número de 

células, perfil de ciclo e expressão do miR-195. 

 

3.12. Eletroporação de VEs 

Para a realização dos experimentos in vivo VEs foram eletroporadas com miR-195 ou 

controle. As VEs (109 partículas) foram ressuspendidas em 150 uL do tampão de eletroporação 

(ácido cítrico 0,02M, fosfato dissódico 0,03M e EDTA 0,1 mM, ph=4,4) e eletroporadas com 

miR-195 ou controle (10nM) através do aparelho BTX (Gemini), utilizando-se 10 pulsos de 10 

ms e 750V.  Em seguida, a suspensão foi incubada por 15 min a temperatura ambiente, 

permitindo a reintegração da membrana. O pellet de VEs, obtido 2 horas após 

ultracentrifugação a 100.000 g (4°C), foi ressuspendido em 100 uL de PBS 1X e tratado com 

RNAse A (400 ng/μL) por 30 minutos a 37° C para eliminação de RNAs não incorporados. Em 

seguida as VEs foram quantificadas novamente em aparelho NanoSight, como descrito 

anteriormente. 

 

3.13. Crescimento tumoral in vivo 

Os animais (machos Balb/C nu/nu, de cerca de 9 semana de vida) foram inoculados s.c. 

com células de melanoma humano (A375, 106 células por animal) mais VEs (108). As células 

foram previamente tratadas com VEs (108 partículas/mL) por 72 horas (adição diária). Nove 

dias após a inoculação, quando os camundongos apresentaram tumores palpáveis não 

mensuráveis (PNMs), VEs foram administradas via intra-tumoral (108). A injeção de VEs foi 

realizada a cada 3 dias, por 5 vezes. Os grupos foram compostos por: animais inoculados com 
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células tumorais mais VEs controle (n=5) e animais inoculados com células tumorais mais VEs 

miR-195 (n=5). Ao fim do experimento, os animais foram eutanasiados para remoção do tumor 

e análise de expressão gênica. As VEs utilizadas neste experimento foram eletroporadas com 

miR-195 ou controle, como descrito anteriormente. 

 

3.14. Análises in silico 

Análises de correlação da expressão gênica e sobrevida foram realizadas através do portal 

LinkedOmics v.1, utilizando dados do TCGA (SKCM/20160128). O perfil de metilação do 

miR-195 em tecidos de melanoma e não-tumorais foi obtido a partir de dados do TCGA, através 

do software SMART v.1 (Shiny Methylation Analysis Resource Tool). A análise da expressão 

de lncRNAs capazes de inibir miR-195 foi realizada a partir dos bancos de dados TCGA e 

GSE4587, através dos softwares GEPIA v.1 (Gene Expression Profiling Interactive Analysis) 

e GENT v.2 (Gene Expression patterns across Normal and Tumor tissues), respectivamente.  

 

3.15. Análise estatística 

Diferenças entre três ou mais grupos foram analisadas por One ou Two-way ANOVA e 

pós-teste de Bonferroni, e entre dois grupos por teste t de Student. Todas as análises estatísticas 

foram realizadas no software GraphPad Prism v8.01. p<0.05 foi considerado estatisticamente 

significante. 
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4. RESULTADOS  

 

4.1. A superexpressão de miR-195 modula o perfil de vesiculação de células de 

melanoma 

A fim de analisar o efeito da superexpressão de miR-195 na transferência horizontal de 

informação via VEs, células A375, SKMel-5, SKMel-28 e UACC-62 foram transfectadas com 

miR-195 ou controle negativo (10nM) por até 72 horas. Em concordância com resultados 

previamente reportados por nosso grupo (CIRILO et al., 2017) a superexpressão do miR-195, 

resultou em efeito antiproliferativo em células de melanoma, ocasionando na diminuição do 

número de células viáveis nos tempos de 48 e/ou 72 horas (p<0.01; Fig. 7a-d). Ainda, análise 

do perfil de ciclo mostrou que células transfectadas com o miR-195 apresentam maior 

porcentagem de morte celular, evidenciada pelo aumento na população hipodiplóide (sub-G1), 

e diminuição da porcentagem de células na fase G2/M (p<0.05; Fig. 7e) para as linhagens 

SKMel-5, SKMel-28 e UACC-62, sendo o efeito citotóxico mais pronunciado nesta última. A 

superexpressão do miR-195 foi confirmada por RT-qPCR, 48 e/ou 72 horas após a transfecção 

(Fig. 7f).  

Para análise do efeito da expressão de miR-195 no perfil de vesiculação das células, VEs 

foram isoladas por ultracentrifugação diferencial 72 horas após a transfecção e caracterizadas 

em aparelho NanoSight (NS 300, Malvern) quanto ao tamanho e a concentração. Células A375, 

SKMel-5 e SKMel-28 transfectadas com o miR-195 secretaram maior quantidade de partículas 

comparadas aos controles (p<0.001; Fig. 8a-c). VEs derivadas da linhagem UACC-62 não 

atingiram os critérios mínimos para quantificação no aparelho NanoSight (conforme proposto 

pelo fabricante), possivelmente devido a características intrínsecas da linhagem (menor 

produção de VEs em comparação as demais). O escalonamento da quantidade de células 

transfectadas, necessário para a aquisição de 
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quantidades mínimas que permitissem a quantificação no NanoSight, seria desafiador.  Por isso, 

o projeto prosseguiu com as demais linhagens.  As VEs apresentaram tamanho médio de 200 

nm, sendo este significativamente menor para VEs secretadas por células A375 e SKMel-28 

superexpressando miR-195 (156 nm comparado a 188 nm para A375 e 197 nm comparado a 

219 nm para SKMel-28).   

Em concordância, análises de expressão gênica por RT-qPCR confirmaram o aumento da 

expressão de GTPases envolvidas na biogênese de exosomos, incluindo RAB27B, RAB31 e 

FLOT2 (Fig. 8d) após transfecção com miR-195. Além disso, a expressão de CDC42, um target 

predito de miR-195, e da GTPAse RHOA, ambos envolvidos na biogênese de microvesículas, 

foi diminuída nas linhagens SKMel-28 e A375, respectivamente (Fig. 8d), o que pode estar 

associado a diminuição da liberação de vesículas maiores em células superexpressando miR-

195 (WANG et al., 2021). Dados do TCGA mostram que em melanomas a expressão de miR-

195 tem uma correlação positiva com a expressão de RAB31 (Fig. 9a, p=0.0175). A transfecção 

do controle negativo não apresentou nenhum efeito no perfil de vesiculação em comparação 

aos controles (células não transfectadas e células tratadas somente com lipofectamina) (Fig. 9b-

d). 
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Figura 7. Efeito da seperexpressão de miR-195. 

Diferentes linhagens de melanoma humano metastático foram transfectadas com controle negativo 

(miR-controle) ou miR-195 (10 nM). a-d: Número de células obtido através da contagem com azul de tripan. 

e: Perfil de ciclo de células coradas com iodeto de propídeo. f: Expressão do miR-195 48 e 72 horas após 

transfecção. RNU48 foi utilizado como controle endógeno e células transfectadas com o controle foram 

utilizadas como amostras referência. Análises estatísticas foram realizadas pelo método One-way ANOVA e 

pós-teste t de Student. Os resultados são apresentados como média ± desvio padrão. *p<0.05, **p<0.01. n=3. 

Resultados representativos de pelo menos 3 experimentos independentes.  
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Figura 8. Perfil de vesiculação 72 horas após transfecção com controle ou miR-195.  

Resultados obtidos através do aparelho NanoSight NS300 (Malvem). a-c: Perfil de VEs secretadas, 

mostrando a concentração e tamanho médio das VEs. Linhas pontilhadas representam o desvio padrão. d: 

Expressão relativa de genes envolvidos na biogênese de VEs após transfecção com miR-195.  GAPDH e β-

ACTINA foram utilizados como controle endógeno e células transfectadas com o controle foram utilizadas 

como amostras referência. Análises estatísticas foram realizadas pelo método One-way ANOVA e pós-teste 

t de Student ou Two-way ANOVA e pós-teste de Bonferroni. Os resultados são apresentados como média ± 

desvio padrão. n=5. Resultados representativos de pelo menos 3 experimentos independentes.  
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Figura 9. Perfil de vesiculação 72 horas após transfecção ou tratamento somente com lipofectamina. 

a: Correlação entre a expressão de GTPAses envolvidas da biogênese de exosomos e miR-195 em 

melanomas. Dados do TCGA (SKCM/20160128) obtidos pelo software LinkedOmics. b-d: Perfil de VEs 

secretadas. Resultados obtidos através do aparelho NanoSight NS300 (Malvem). Linhas pontilhadas 

representam o desvio padrão. 
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4.2. VEs são capazes de transferir o efeito antiproliferativo de miR-195 

Previamente aos ensaios funcionais, a incorporação de VEs por células tumorais naïve 

(i.e, que não expressam miR-195) foi analisada através da marcação destas partículas com o 

corante lipofílico PKH26. Imagens obtidas em microscópio de fluorescência, após incubação 

overnight, mostraram um perfil de incorporação citoplasmático e nuclear (Fig. 10a). Em 

seguida, a fim de verificar o efeito de VEs secretadas por células que superexpressam miR-195 

(VEs miR-195) em células receptoras, células naïve foram incubadas com diferentes 

concentrações de VEs, por até 72 horas, com adição diária destas nanopartículas. Nossos 

resultados mostraram que VEs miR-195 são capazes de diminuir a viabilidade de células 

receptoras (Fig. 10b, p<0.001), medida indiretamente por ensaio de MTT, quando adicionadas 

diariamente nas concentrações de 108 partículas/mL para A375, 5.106 e 107 para SKMel-5 e 

5.107 e 108 para SKMel-28. VEs miR-195 também foram capazes de exercer efeito 

antiproliferativo, resultando na diminuição do número de células viáveis (Fig. 10c, p<0.001), e 

na porcentagem de células na fase G2/M (Fig. 10d; p<0.05).  

A análise do perfil de expressão gênica de células receptoras mostrou que o tratamento 

com VEs miR-195 resultou na diminuição da expressão de genes preditos como targets de miR-

195 que estão envolvidos na indução de proliferação celular (CCND1 e YAP1). Além disso, 

VEs miR-195 induziram o aumento da expressão de inibidores de ciclinas dependentes de 

quinases (CDKN1A e CDKN3) que atuam inibindo a progressão do ciclo celular (Fig. 10e). 

Células tratadas com VEs miR-195 apresentaram aumento da expressão deste miRNA (Fig. 

10f) evidenciando a transferência de miR-195 via VEs, o qual está presente em maior 

quantidade em VEs miR-195 comparado a VEs controle (Fig. 10g). O efeito citostático das VEs 

miR-195 não foi alterado após tratamento com RNAse A, mostrando que este é inteiramente 

decorrente da transferência de cargo entre VEs e células receptoras (Fig. 11a-c). Além disso, o 
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meio condicionado de células transfectadas não apresentou efeito na viabilidade de células 

naïve após a depleção de VEs (Fig. 12d), mostrando que o efeito é mediado por estas partículas. 

 

Figura 10. VEs derivadas de células que superexpressam miR-195 induzem efeito citostático em 

células naïve.  

a: Perfil de Incorporação de VEs marcadas com PKH26 após incubação overnight. As VEs foram 

incubadas por 5 min com PKH26. Em seguida o excesso do corante foi removido através de colunas 

Exossome Spin Columns. Após incubação overnight, as VEs não incorporadas foram retiradas por lavagem 
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com PBS 1X e as imagens obtidas em microscópio de fluorescência (aumento 20X). b: Atividade 

mitocondrial medida pelo ensaio de MTT em 72hs após incubação com VEs.  c: Número de células obtido 

através da contagem com azul de tripan. d: Perfil de ciclo de células coradas com iodeto de propídeo. e: 

genes diferencialmente expressos em células tratadas com VEs miR-195 em relação a células tratadas com 

VEs controle após 72hs de incubação. Resultados obtidos por RT-qPCR microfluídica. GUSB, TRFCG, 

RPLP0 e HPRT1 foram utilizados como controle endógeno. f: Expressão do miR-195 em células naïve após 

tratamento com VEs por 72hs. RNU48 foi utilizado como controle endógeno.  g: Expressão do miR-195 em 

VEs obtida por RT-qPCR. Os níveis de expressão de miR-195 foram normalizados através da utilização de 

quantidades iguais de RNA total e comparação com VEs controle (ΔΔCt = [(Ct VEs miR-195 tratadas com Proteinase + 

RNAse A) - (Ct VEs miR-195 tratadas com Triton + Proteinase + RNAse A)] - [(Ct VEs controle tratadas com Proteinase + RNAse A) – (Ct 

VEs controle tratadas com Triton + Proteinase + RNAse A)]). Análises estatísticas foram realizadas por one-way ANOVA 

e pós-teste t de student ou two-way ANOVA e pós-teste de Bonferoni. Os resultados são apresentados como 

média ± desvio padrão.  

 

 

Figura 11. Efeito de VEs miR- 195 após tratamento com RNAse A. 

a-c: Número de células obtido através da contagem com azul de tripan. d: Atividade mitocondrial 

medida indiretamente por ensaio de MTT de células tratadas com o meio condicionado depletado de VEs 

oriundo de células transfectadas com o miR-195 ou controle. Análises estatísticas foram realizadas pelo 

método two-way ANOVA pós-teste de Bonferoni. Os resultados são apresentados como média ± desvio 

padrão. 
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4.3. VEs secretadas por células que superexpressam miR-195 são capazes de 

sensibilizar células naïve a terapia alvo-dirigida combinada 

A restauração da expressão do miR-195 em tumores já foi associada ao aumento da 

sensibilidade a quimioterápicos por diversos trabalhos, incluindo agentes alquilantes e 

inibidores de BRAF para o tratamento de melanomas (CIRILO et al., 2017), docetaxel para 

câncer de próstata (MA et al., 2018), doxorubicina para câncer de cólon (QU et al., 2015), 

temozolamida para gliomas (WANG2 et al., 2019) e cisplatina para câncer de ovário (DAI et 

al., 2019). Entretanto, nenhum destes estudos avaliou o efeito da expressão de miR-195 na 

comunicação célula-célula via VEs. Como a presença de miRNAs supressores tumorais em 

VEs tem sido associada com melhores respostas ao tratamento alvo dirigido em melanomas 

(LEE et al., 2019; SVEDMAN et al., 2018), nós hipotetizamos que as VEs derivadas de células 

que superexpressam miR-195 pudessem aumentar a sensibilidade de células naïve a terapia.  

O tratamento alvo-dirigido combinado, com o inibidor de BRAF (vemurafenibe, PLX) 

mais o inibidor de MEK (cobimetinibe, PD), foi padronizado previamente a análise do efeito 

das VEs na sensibilidade de células receptoras a estas drogas. Diferentes concentrações foram 

testadas levando em consideração dados já reportados na literatura (NIESSNER et al., 2017; 

ROWDO et al., 2017; STRUB et al.., 2018). A adição de PLX + PD (1:1 µM) por 72 horas, 

resultou no aumento da porcentagem de células mortas (população sub-G1) e na diminuição do 

potencial clonogênico das células, quando comparado com a monoterapia com ambos os 

inibidores. Não houve diferença estatística entre as concentrações 1:1 µM e as demais 

combinações (Fig. 12). 

O tratamento somente com os inibidores da via MAPK induziu efeito antiproliferativo 

(Fig. 13a, p<0.01) e citotóxico (Fig. 13b, p<0,05) e reduziu o potencial clonogênico das células, 

resultando em menor número de colônias, para as linhagens SKMel-5 e SKMel-28 (Fig. 13c, 

p<0.05) e menor diâmetro dos clones, nas três linhagens (Fig. 13d, p<0.05). O tratamento 
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somente com VEs miR-195 também foi capaz de reduzir a clonogenicidade das linhagens 

SKMel-5 e SKMel-28 (Fig. 13c, p<0.01). O tratamento combinado com as drogas mais VEs 

miR-195 foi capaz de aumentar significativamente a sensibilidade das células à terapia 

combinada, resultando em menor número de células viáveis (Fig. 13a, p<0.05), maior 

porcentagem de morte celular (Fig. 13b, p<0.05) e menor potencial clonogênico (Fig. 13c, 

p<0.05).  

A fim de analisar o perfil de expressão gênica após o tratamento alvo-dirigido combinado 

em conjunto com VEs miR-195, realizamos uma RT-qPCR por microfluídica. A clusterização 

das amostras em heatmap mostra que o tratamento somente com VEs miR-195 exerce efeito 

pouco significativo no perfil da expressão dos genes analisados, uma vez que células tratadas 

com VEs miR-195 ou VEs controle fazem parte do mesmo cluster (Fig. 14a). Entretanto, o 

tratamento com VEs miR-195 em conjunto com os inibidores da via MAPK altera 

significativamente o perfil de expressão dos genes analisados em relação a células tratadas 

somente com as drogas ou células tratadas com os inibidores em conjunto com as VEs controle 

(Fig. 14a-b). 

Em relação aos genes diferencialmente expressos, os resultados mostraram que o 

tratamento somente com inibidores da via MAPK induz o aumento da expressão de genes 

associados ao fenótipo stemness, como SOX2 e NANOG nas linhagens A375 e SKMel-28 e 

CD44 na linhagem SKMel-5 (Fig. 14c). Além disso, os MAPKi induziram o aumento da 

expressão da metaloproteinase MMP1 nas três linhagens e do gene anti-apoptótico BCL2L1 

nas linhagens SKMel-5 e SKMel-28 (Fig. 14d). Já a adição de VEs miR-195 em conjunto com 

os inibidores de BRAF e MEK resultou em menor expressão de BCL2L1, o qual é um target 

predito de miR-195, e aumento da expressão do gene pró-apoptótico BAD, nas três linhagens 

de melanoma (Fig. 14d). Apesar da terapia alvo-dirigida combinada resultar na indução de 

morte celular, o efeito predominante é citostático, como resultado da inibição da fosforilação 
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de ERK. Neste sentido, a inibição de genes anti-apoptóticos, normalmente superexpressos em 

resposta a este tratamento resulta no aumento da sensibilidade das células. A expressão dos 

fatores de transcrição NFE2L3 e POU5F1 também foi maior em células tratadas com VEs miR-

195 mais drogas (Fig. 14d) e dados do TCGA mostram que a maior expressão destes genes está 

relacionada a melhores prognósticos para pacientes com melanoma (Fig. 15).  

Ademais, análises das vias correlacionadas aos genes diferencialmente expressos após 

tratamento mostraram que a terapia alvo-dirigida combinada induz a expressão de genes 

associados a regulação negativa de processos apoptóticos, regulação negativa do ciclo celular 

e resposta a drogas, além da down-regulação de genes associados a regulação positiva de 

processos apoptóticos e regulação da via MAPK (Fig. 16a). Já o tratamento com VEs miR-195 

mais os inibidores de BRAF e MEK, resultou no aumento da expressão de genes relacionados 

a regulação positiva de processos de morte celular e inibição de genes associados a vias 

relacionadas a progressão e diferenciação celular (Fig. 16b). 
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Figura 12.Padronização do tratamento alvo-dirigido combinado.  

Células SKMel-05 foram tratadas por 72 horas com diferentes concentrações de inibidores das 

proteínas BRAF e MEK (PLX e PD, respectivamente).  As drogas foram adicionadas 24 horas após 

plaqueamento. a: número de células viáveis e não viáveis obtidas por contagem com azul de tripan. b: 

porcentagem de células hipodiplóides, indicadas pela população Sub-G1 (mortas). c: número de clones 

obtidos 11 dias após plaqueamento. Células foram plaqueadas 72 horas após tratamento (20 células/cm2). 

Análises estatísticas foram realizadas utilizando One-way ANOVA e pós-teste de Bonferroni. ** indica 

diferença significativa (p≤0.05) comparado com o controle (DMSO). Os dados representam médias ± desvio 

padrão. Resultados representativos de pelo menos dois experimentos independentes. 
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Figura 13. VEs miR-195 sensibilizam células naïve aos inibidores de BRAF e MEK. 

Os resultados foram obtidos 72 horas após o tratamento com VEs (adicionadas diáriamente) e/ou 

BRAFi + MEKi (1+1µM). a,d: Número de células obtido através da contagem com azul de tripan. b,e: Perfil 

de ciclo de células coradas com iodeto de propídeo c: Número de clones obtidos por coloração com cristal 

violeta 15 dias após o plaqueamento. f: Número de clones obtidos por coloração com cristal violeta 15 dias 

após o plaqueamento. a,b,d,e: Resultados obtidos 72 horas após o tratamento. Análises estatísticas foram 

realizadas pelo método two-way ANOVA e pós-teste de Bonferoni. Os resultados são apresentados como 

média ± desvio padrão. a-c: Resultados representativos de 2 experimentos independentes. 
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Figura 14. Perfil de expressão gênica de células tratadas com inibidores da via MAPK e VEs. 

a: Heatmap mostrando o agrupamento hierárquico de genes após tratamento com VEs ou VEs em 

conjunto com inibidores da via MAPK na linhagem A375. Resultado obtido no software R Studio a partir de 

dados de RT-qPCR microfluídica (Fluidigm). Os dados representam o dCt. b: Volcano plot mostrando genes 

diferencialmente expressos em células tratadas com inibidores da via MAPK em relação ao controle (left) e 

células tratadas com inibidores da via MAPK + VEs miR-195 em relação ao controle (right). c: Venn diagram 

representando a intersecção de genes down e up-regulados nas diferentes linhagens. d: vias relacionadas aos 

genes diferencialmente expressos (Gene Ontology). Resultado obtido no software String. 

L
ip

o

m
iR

-1
9
5
 m

im
ic

B
R

A
F

i
+

 M
E

K
i

+
 V

E
s m

iR
-1

9
5

B
R

A
F

i
+

 M
E

K
i

+
 V

E
s C

o
n
tro

le

D
M

S
O

C
o
n
tro

l m
im

ic

V
E

s C
o
n
tro

le

V
E

s m
iR

-1
9
5

B
R

A
F

i +
 M

E
K

i 

BCL2L1

SNAIL1

ATM

FGF13

PHB

RHOA

YWHAZ

HMGB1

MCL1

BIRC5

TGFB1

MITF

STAT1

YAP1

TWIST1

ATF4

CDKN1A

LATS1

CCND1

TAZ

MMP1

POU5F1

NANOG

CDKN2A

LAMC2

SOX2

ERN1

BBC3

JUN

CFLAR

BCL2

AKT1

FOS

CASP8

NFE2L2

BAD

NFE2L3

KRAS

PTEN

A375

2

1

0

-1

-2

-2 -1 0 1 2
0

1

2

3

4

5
SKMel-5

log2(Fold change)

-l
o
g
1
0
(p

-v
a
lu

e
)

BAD

BCL2L1 BIRC5CD44

CDH2

CFLAR
EIF2AK3

MMP1

MAPKi + VEs miR-195 x MAPKi + VEs Controle

-5 -4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4 5
0

1

2

3

4

5
A375

log2(Fold change)

-l
o
g
1
0
(p

-v
a
lu

e
)

AKT1

ATF4

ATM

BADBCL2L1
BIRC5

CDKN1A

ERN1

FOS

KRAS

LAMC2 MITF

NANOG
NFE2L2

NFE2L3

PHB POU5F1
RHOA

SNAIL1

SOX2

YAP1
YWHAZ

FGF13

MAPKi + VEs miR-195 x MAPKi + VEs Controle

-6 -5 -4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4 5 6
0

1

2

3

4

5
SKMel-28

log2(Fold change)

-l
o
g
1
0
(p

-v
a
lu

e)

AXIN2BAD
BAX

BCL2

BCL2L1

CDKN2A
LAMC2

LATS1

MMP1

NFE2L3

NOTCH4

POU5F1

SNAIL1

SOX2

TWIST1

VIM

MAPKi + VEs miR-195 x MAPKi + VEs Controle

-10 -5 0 5 10
0

1

2

3

4

5
A375

log2(Fold change)

-l
o
g
1
0
(p

-v
a
lu

e)

AKT1

ATF4

ATM

CASP8
CCND1

CDKN1A

CFLAR

FOS
HMGB1

KRAS

LAMC2

MCL1

MMP1

NANOG

NFE2L2

NFE2L3 POU5F1
PTEN

RHOASNAIL1
SOX2TAZ

TGFB1

TWIST1

YAP1
FGF13

MAPKi x DMSO

-4 -2 0 2 4
0

1

2

3

4

5
SKMel-5

log2(Fold change)

-l
o
g
1
0
(p

-v
a
lu

e)

AKT1

ATF4

BAD
ATF6

BBC3

BCL2L1
BIRC5CD44

CDH2
CDKN1A

CDKN3

COL6A2

E2F1

EGR1
EPHA2

FGF13

FLOT2
JUN

LATS1

MITF

MMP1

MYC

NFE2L3

POU5F1

STAT3
TAZ

TRAF6
VEGFA

MAPKi x DMSO

-10 -5 0 5 10
0

1

2

3

4

5
SKMel-28

log2(Fold change)

-l
o
g
1
0
(p

-v
a
lu

e)

ATM

AXIN2

BAD

BCL2

BCL2L1
CASP8

CCND1

CXCR4

FOS

HIF1A

IGF1R

JUN

MMP1

NANOG

NFE2L3

NOTCH4

POU5F1

PTEN

RHOA

SNAIL1

SOX2

TWIST1

MAPKi x DMSO

c

Up-regulated

SKMel-5A375

SKMel-28

1
BAD2

NFE2L3

POU5F1

1
MMP1

7

512

0

Down-regulated

SKMel-5A375

SKMel-28

1
BCL2L1

00

0
9

4

0

MAPKi + VEs miR-195 x MAPKi + VEs Controle

Down-regulated

SKMel-5A375

SKMel-28

0

04

2
17

3

6

MAPKi x DMSOd

MAPKi + VEs miR-195

A375

SKMel-28

MAPKi + VEs miR-195

VEs Controle

VEs miR-195

miR-195 mimic Lipo

Control mimic

DMSO

MAPKi + VEs Controle

MAPKi + VEs Controle

MAPKi

Lipo

MAPKi

Control mimic

VEs miR-195

DMSO

VEs Controle

miR-195 mimic

LipoMAPKi + VEs miR-195

MAPKi + VEs Controle

miR-195 mimic

VEs miR-195MAPKi

VEs Controle

DMSOControl mimic

SKMel-5

4

0

-4

-8

-5 0 5 10

PC2 (14,9%)
P

C
1

 (
3

8
,2

%
)

b

Up-regulated

SKMel-5A375

SKMel-28

1
MMP1

5 4

8

183

0

BAD,  BBC3, 

BCL2L1, JUN
CASP8,

NANOG, NFE2L2, 

NFE2L3, SOX2

ATM, BCL2, 

CCND1, FOS

ATF4, TWIST1



Resultados 

 

Página | 43  

   

Figura 15. Expressão de POU5F1 e NFE2L3 e sobrevida de pacientes com melanoma. Dados do 

TCGA.  

Os dados foram classificados em low ou high a partir da média dos valores de expressão dos respectivos 

genes. POU5F1 Low n=22 POU5F1 High n=446; NFE2L3 Low n=211, NFE2L3 High n=257.  

 

Figura 16. Vias relacionadas aos genes diferencialmente expressos após tratamento.  

Gene Ontology de genes up ou down-regulados após tratamento com a. MAPKi ou b. MAPKi mais 

VEs miR-195. Resultado obtido no software String. 
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4.4. Análise do efeito de VEs miR-195 no crescimento tumoral in vivo 

Para a análise do efeito de VEs miR-195 no crescimento tumoral in vivo, células A375 

foram previamente tratadas com VEs miR-195 ou controle (108 partículas/mL) por 72 horas 

(adição diária) e injetadas s.c no ventre de camundongos Balb/C nu/nu machos (106 células por 

animal). Nove dias após a inoculação, quando os camundongos apresentaram tumores palpáveis 

não mensuráveis (PNMs), VEs foram administradas via intratumoral (108) a cada 3 dias. Como 

a realização deste experimento requiriu grandes quantidades de VEs e a transfecção das células 

para a obtenção destas quantidades seria desafiador, utilizamos VEs derivadas de células não 

tratadas após eletroporação com miR-195 ou controle (10nM). O processo de eletroporação não 

resultou em diferenças significas na morfologia das VEs (Fig. 17a) e levou ao aumento de miR-

195 intravesicular, como confirmado por RT-qPCR após o tratamento das VEs com Proteinase 

K mais RNAse A para a remoção de miRNAs não incorporados (Fig. 17b). 

O tratamento com VEs miR-195 afetou a cinética de crescimento dos tumores, resultando 

em um aumento significativo na porcentagem de animais livres de tumores mensuráveis (Fig. 

17d, p<0.001). Quatorze dias após a inoculação das células a porcentagem de animais que 

possuíam tumores mensuráveis foi de 100% para o grupo controle e 20% para o grupo tratado 

com VEs miR-195 (n=5). A administração intratumoral de VEs miR-195 resultou na regressão 

completa de um tumor PNM em um dos animais. Ao fim do experimento, o volume (Fig. 17e, 

p<0.01) e o peso (Fig.17f, p<0.05) tumoral foram significativamente menores para tumores 

tratados com VEs miR-195 em relação ao controle. 
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Figura 17. Efeito de VEs contendo miR-195 no crescimento tumoral in vivo. 

a: Caracterização de VEs antes e após eletroporação com miR-195. Linhas pontilhadas representam o 

desvio padrão. b: Expressão do miR-195 em VEs após eletroporação. Resultado obtido por RT-qPCR. c: 

Esquematização do experimento in vivo. Figura criada no Biorender. d: Kaplan Meier representando a 

porcentagem de animais livres de tumores mensuráveis. e: cinética de crescimento tumoral. f: peso dos 

tumores. N=5 animais por grupo. Análises estatísticas foram realizadas pelo método one-way ANOVA e pós 

teste t de Student ou two-way ANOVA e pós-teste de Bonferoni. Os resultados são apresentados como média 

± desvio padrão. 
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4.5. Metilação e inibição por lncRNAs são possíveis mecanismos responsáveis pela 

down-regulação de miR-195 em melanomas  

Com base nos resultados reportados nas seções anteriores, nós hipotetizamos que a 

restauração da expressão do miR-195 possa ser uma nova estratégia para aumentar a eficácia 

do tratamento de melanomas. Assim, analisamos os possíveis mecanismos responsáveis pela 

down-regulação deste miRNA neste tipo de tumor. Dados do TCGA mostraram que o nível de 

metilação do miR-195 é maior em tecidos tumorais de melanoma comparado com tecidos 

saudáveis (Fig.18a, p=2.2.10-16). Com base neste dado, tratamos células de melanoma com o 

agente demetilante Azacitidina, a fim de induzir a re-expressão do miR-195. Este tratamento 

apresentou efeito citotóxico, levando a diminuição do número de células viáveis (Fig. 18b, 

p<0.01) e o aumento da porcentagem de células hipodiplóides (Fig. 18c, p<0.01). Porém, 

resultou no aumento da expressão de miR-195 apenas na linhagem SKMel-28 (Fig. 18d). 

Diferentes trabalhos reportaram recentemente a regulação do miR-195 por RNAs longos 

não codificantes (lncRNAs) em diferentes tipos de câncer, incluindo tumores de bexiga (LI et 

al., 2017), adenocarcinoma de pulmão (ZUO et al., 2019), linfoma de células B (WANG3 et al., 

2019) e tumores de próstata (WANG4 et al., 2019). Resultados in sílico mostraram que dentre 

30 lncRNAs capazes de regular miR-195 (Tabela 2), 17 estão superexpressos em melanoma, 

com base em resultados obtidos em dois bancos de dados diferentes, sendo 4 destes encontrados 

superexpressos em ambos (Fig. 18e). A avaliação da expressão destes 4 lncRNAs por RT-qPCR 

mostrou que LINC00473 e LINC00511 estão superexpressos nas três linhagens de melanoma 

testadas, em relação a linhagem de melanócito não-transformado (NGM). Além disso, o 

lncRNA PVT1, reportado como capaz induzir a metilação de miR-195 em células de câncer 

cervical através do aumento da histona H3K27me3 na região promotora deste gene, também 

foi encontrado superexpresso nas linhagens de melanoma (Fig. 18f), evidenciando que a 

expressão de miR-195 é possivelmente inibida por mecanismos pré e pós-transcricionais em 

melanomas. 
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Figura 18. O miR-195 é possivelmente down-regulado transcricional e pós-transcricionalmente em 

melanoma. 

a: Perfil de metilação do miR-195 em melanomas (dados do TCGA). b: Número de células obtido 

através da contagem com azul de tripan. c: Perfil de ciclo celular de células marcadas com iodeto de propídeo 

d: expressão relativa do miR-195 obtida por RT-qPCR. RNU48 foi utilizado como controle endógeno. b-c: 

Dados obtidos 48 horas após tratamento com Azacitidina. e: Venn diagram de lncRNAs capazes de inibir 

miR-195 que são encontrados superexpressos em melanoma em dois bancos de dados diferentes. f: Expressão 

relativa dos lncRNAs em linhagens de melanoma. A linhagem de melanócito não transformado (NGM) foi 

utilizada como referência. GAPDH e β-ACTINA foram utilizados como controle endógeno. Análises 

estatísticas foram realizadas pelo método two-way ANOVA e pós-teste de Bonferoni. Os resultados são 

apresentados como média ± desvio padrão (n=3; triplicata técnica). 
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Tabela 2. Expressão dos lncRNAs capazes de inibir miR-195 em melanoma comparado com tecidos 

não-malignos. 
 

LncRNA Sítio de ligação Referência 
Expressão em Melanomas 

TCGA GSE4587 

AC003092.1 
5'-ctCACTcATcTgCTaTGCTGCtg-3' 

Xu et al., (2018) 
Dado não 

disponível 

Dado não 

disponível 3'-cgGTTA-TA-AaGAcACGACGat-5' 

AGAP2 
5'-uuaccuugacCU-UGCUGCUC-3' 

Shen et al., (2020) Indiferente Superexpresso 
3'-cgguuauaaaGAcACGACGAu-5' 

BANCR 
5'-cgtgccgctggTGTGCTGCTg-3' 

Wu et al., (2019) Superexpresso Superexpresso 
5'-cgguuauaaagACACGACGAu-5' 

CASC9 
5'-agauggAcacaUuUGCUGCUu-3' 

Wang1 et al., (2020) Indiferente 
Dado não 

disponível 3'-cgguuaUaaagAcACGACGAu-5' 

CDKN2B-AS1 
5'-ggCAAhA-aaCauUGCUGCUa-3' 

Tian et al., (2020) Indiferente Superexpresso 
3'-cgGUUuAAAgACacgacgaU-5' 

CTBP1-AS2 
5'-uuggauggacgaaUGCUGCUu-3' 

Liu et al., (2020) Superexpresso Hipoexpresso 
3'-cgguuauaaagacACGACGAu-5' 

DDX11-AS1 
5'-ccauggguauaaGUGCUGCUA-3' 

Wan et al., (2021) Indiferente Superexpresso 
3'-cgguuauaaagaCACGACGAU-5' 

DGCR5 
5'-gccugugugaaugGUGCUGCUc-3' 

Tang et al., (2018) Indiferente Superexpresso 
3'-cgguuauaaaga-CACGACGAu-5' 

DLX6-AS1 
5'-ucaaacaaaaagaUGCUGCUa-3' 

Wang2 et al., (2020) Indiferente Superexpresso 
3'-cgguuauaaagacACGACGAu-5' 

FOXD2-AS1 
5'-gggcccugaaUuGGGGCAGc-3' 

Liu et al., (2020) Superexpresso Superexpresso 
3'-ggucgucgugGaCCCCGUCa-5' 

FGD5-AS1 
5'-uuuaauguuaaaUGCUGCUu-3' 

Cai et al., (2020) Indiferente Superexpresso 
3'-cgguuauaaagacACGACGAu-5' 

LINC00210 
5'-agttccctttgtcTGCTGCTc-3' 

Du et al., (2019) 
Dado não 

disponível 
Indiferente 

3'-cggttataaagacACGACGAt-5' 

LINC00324 
5'-uccgcccgUUaU--UGCUGCUc-3' 

Xu et al., (2020) Indiferente Hipoexpresso 
3'-cgguuauaaaGAcACGACGAu-5' 

LINC00355 
5'-GCCucagccUCUGgUGuaGCUG-3' 

Lu et al., (2020) Indiferente 
Dado não 

disponível 3'-CGGuuauaaAGAC-ACgaCGAU-5' 

LINC00473 
5'-------------cUGCUGCUg-3' 

Wang3 et al., (2020) Superexpresso Superexpresso 
3'-cgguuauaaagacACGACGAu-5' 

LINC00485 
5'-tcCAcTttTTcaCatTGCTGTTt-3' 

Zuo et al., (2019) 
Dado não 

disponível 
Indiferente 

3'-cgGUuAuaAA--GacACGACGAu-5' 

LINC00511 
5'-gaaAgUgUUUcCUcUGCUGCUa-3' 

Li et al., (2020) Superexpresso Superexpresso 
3'-cggUuAuAAA---GAcACGACGAu-5' 

LUADT1 
5'-gca---ccaggUGUGUUGUcuacc---ucu-3' 

Zhang et al., (2020) 
Dado não 

disponível 

Dado não 

disponível 3'-cgg---uaaagACACGACGaa-5' 

MALAT1 
5'-guacuguucugaucccGCUGCUA-3' 

Wang3 et al., (2019) Hipoexpresso Hipoexpresso 
3'-cgguuauaaagacaCGACGAU-5' 

MEG3 
5'-caCAcAUgUggCcuUGCUGCUg-3' 

Chen et al., (2020) Hipoexpresso Hipoexpresso 
3'-cgGU---UAuAaaGacACGACGAu-5' 

NKILA 
5'-tCCAcacccatTGT-CTGCTg-3' 

3'-cGGTtataaagACAcGACGAt-5' 
He et al., (2021) Indiferente 

Dado não 

disponível 
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PVT1 
5'-tttgcttcTcCTGtTGCTGCTa-3' 

Wu et al., (2017) Indiferente Superexpresso 
3'-cggttataAaGAC-ACGACGAt-5' 

SMAD5-AS1 
5'-aCCtattcaaTCTtTGCTGCTA-3' 

Li et al., (2019) Hipoexpresso Superexpresso 
3'-cGGttataa-AGAcACGACGAT-5' 

SNHG1 
5'-acCAgTgaTgaatTGcTGCTc-3' 

Meng et al., (2020) Indiferente Indiferente 
3'-cgGTtAtaAagacACgACGAt-5' 

SNHG12 
5'-ccCgcTA-gTCgcTGCTGCTg-3' 

Zhou et al., (2018) Hipoexpresso Superexpresso 
3'-cgGuuAUaaAGacACGACGAt-5' 

TRPM2-AS 
5'-caugggucuccugaUGCUGCUg-3' 

Huang et al., (2019) Superexpresso Indiferente 
3'-cgguuauaaagac-ACGACGAu-5' 

TTN-AS1 
5'-uguggacUUaCgGaUGCUGCUg-3' 

Lin et al., (2020) Indiferente Superexpresso 
3'-cgguuauAAaGaC--ACGACGAu-5' 

UCA1 
5'-gGCUGAaga--CUGaUGCUGCc-3' 

Li et al., (2017) Indiferente Indiferente 
3'--CGGUUauaaaGAC-ACGACGau-5' 

VANGL1 
5'-ccacgcuggcaacUGCUGCUg-3' 

Wang1 et al., (2019) Indiferente Superexpresso 
3'-cgguuauaaagacACGACGAu-5' 

XIST 
5'-atctacactttttttTGCTGCTg-3' 

Yang et al., (2018) Indiferente Hipoexpresso 
3'-cggttataaagacACGACGAt-5' 
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5. DISCUSSÃO 
 

O melanoma metastático geralmente apresenta prognóstico desfavorável com baixas 

taxas de sobrevida global e livre de progressão. O tratamento alvo-dirigido combinado, com 

inibidores da via MAPK, é considerado a abordagem terapêutica padrão para pacientes 

portadores da mutação BRAF. Apesar das melhorias significativas quando comparado as taxas 

de resposta obtidas com a quimioterapia convencional, a maioria destes pacientes apresenta 

progressão dentro de alguns meses após o início do tratamento. Vários estudos têm se 

concentrado em compreender os mecanismos responsáveis por esse fenótipo altamente 

resistente. A desregulação da expressão de miRNAs é um dos mecanismos envolvidos nos 

processos de regulação da sensibilidade aos tratamentos (CIRILO et al., 2017; YU2 et al., 2018; 

CAPORALI et al., 2019), influenciando o prognóstico dos pacientes (WANG et al., 2015; XU 

et al., 2020). Recentemente, o papel das Vesículas Extracelulares na modulação da resposta 

terapêutica tem sido amplamente investigado. Por meio da transferência de moléculas bioativas, 

elas podem atuar tanto inibindo quanto favorecendo a progressão tumoral. 

Particularmente, a presença de miRNAs específicos em VEs isoladas do plasma de 

pacientes (pVEs) com melanoma pode ser associada ao prognóstico e à resposta ao tratamento 

alvo-dirigido. Por exemplo, níveis aumentados de miRNAs considerados oncogênicos, como 

miR-211 em pVEs foram associados à resistência aos inibidores de BRAF (LUNAVAT et al., 

2017), enquanto a presença de miRNAs supressores em pVEs, como miR-34a (LEE et al., 

2019) e miR-497 (SVEDMAN et al., 2018), está associada a inibição do crescimento tumoral 

e maior sobrevida livre de progressão durante o tratamento com inibidores da via MAPK. O 

miR-195 é classificado como um supressor tumoral em vários cânceres, incluindo carcinoma 

de pulmão (CHAE et al., 2019), câncer de cólon (LI et al., 2018), próstata (MA et al., 2020), 

mama (YANG et al., 2018; PUROHIT et al., 2019) e melanoma (CIRILO et al., 2017). 
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Nossos resultados mostraram que a superexpressão de miR-195 resulta no aumento da 

liberação de VEs, através da indução da expressão de GTPases envolvidas na secreção destas 

partículas. A linhagem A375 apresentou aumento na expressão de RAB27B, a qual, juntamente 

com RAB27A, está envolvida na fusão dos corpos multivesículares com a membrana 

plasmática, resultando na liberação de ILVs. A linhagem SKMel-28 apresentou aumento na 

expressão de FLOT2, enquanto a linhagem SKMel-5 apresentou maiores níveis de RAB31 e 

FLOT2 após transfecção com miR-195. Ambas GTPases estão envolvidas na formação de 

ILVs, como recentemente reportado por Wei et al., 2021. Além de induzir a formação de 

vesículas intraluminais, RAB31 também atua inibindo a degradação de MVBs através da 

inativação de RAB7, favorecendo assim a produção de exossomos (WEI, et al., 2021). Além 

disso, a diminuição da expressão de CDC42 e RHOA, observada nas linhagens SKMel-28 e 

A375, respectivamente, pode estar associada a inibição da liberação de microvesículas, uma 

vez que estas proteínas estão envolvidas na produção destas partículas (WANG et al., 2021). 

Este aumento na liberação de vesículas enriquecidas em exosomos pode estar relacionado ao 

estresse causado pela superexpressão de miR-195. Diferentes trabalhos têm mostrado que o 

tratamento com agentes antineoplásicos ou fatores estressores induzem vesiculação em células 

tumorais (LI-HONG et al., 2012; VULPIS et al., 2017; ANDRADE et al., 2019) 

A superexpressão de miR-195 em células parentais resultou no enriquecimento deste 

miRNA em VEs. Resultados similares foram obtidos por Li et al., (2017), os quais mostraram 

que a superexpressão de miR-195 em fibroblastos resultou na liberação de VEs enriquecidas 

com este miRNA, as quais puderam inibir o crescimento tumoral e a capacidade de invasão em 

modelo de colangiocarcinoma.  Várias proteínas de ligação a RNA, como Argonauta 2 (AGO2) 

e proteínas da família de ribonucleoproteínas nucleares heterogêneas (hnRNPs), foram 

reportadas como capazes de regular o sorting de miRNAs em VEs, especialmente exossomos 

(GROOT e LEE, 2020). No entanto, alguns trabalhos sugerem que a superexpressão de 
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miRNAs em células parentais resulta em um enriquecimento inespecífico do miRNA em 

questão em VEs, por meio de mecanismos ainda não totalmente elucidados (COLLINO et al., 

2017; JAFARI et al., 2020). Neste contexto, estudos futuros são necessários para elucidar os 

mecanismos moleculares pelos quais o miR-195 é enriquecido em VEs após transfecção. 

Nossos resultados também mostraram que VEs miR-195 são capazes de induzir efeito 

antiproliferativo em células receptoras, através da inibição de CCND1 e YAP1 e indução da 

expressão das ciclinas inibidores de quinases CDKN1A e CDKN3. Tanto CCND1 quanto 

YAP1 são alvos preditos de miR-195. A inibição destes genes por este miRNA já foi associada 

a diminuição de proliferação e potencial invasivo em câncer de ovário (HAO et al., 2020), 

inibição de metástase em osteossarcomas (HAN et al., 2015) e diminuição do potencial 

migratório e inibição da transição epitélio-mesênquima em tumores cervicais (LIU et al., 2020). 

O aumento da expressão de CDKN1A pode estar associado a regulação da via MDM2/P53 por 

miR-195, uma vez que MDM2 é possivelmente down-regulado por miR-195, por ser um target 

predito. A inibição de MDM2 pode levar a estabilização de P53 e consequente indução de 

CDKN1A (BROUDE et al., 2007). 

O efeito antiproliferativo de VEs miR-195 também pôde ser observado no crescimento 

tumoral in vivo. O tratamento com VEs miR-195 pré e pós (intratumoral) inoculação das células 

resultou em menor volume e peso tumoral comparado ao grupo controle, além de induzir a 

regressão de um tumor PNM em um dos animais. Resultados similares já foram reportados por 

outros trabalhos em diferentes modelos. Em câncer de mama, a transfecção de miR-195 inibiu 

o crescimento tumoral in vivo através da down-regulação de VEGF (WANG et al., 2016). 

Similarmente, em carcinoma de tireoide, a superexpressão de miR-195 resultou em menor 

volume e peso tumoral, o que foi associado a inibição de CCND1 e FGF2 (YIN et al., 2017).  

Além disso, em modelo xenográfico de câncer de ovário, a superexpressão de miR-195 retardou 

o crescimento tumoral e aumentou a sobrevida dos animais, através da inibição de MICU1 
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(RAO et al., 2020). Até o momento, nossos resultados representam os primeiros achados 

demonstrando o efeito de miR-195 intravesicular no crescimento tumoral in vivo. 

VEs miR-195 também foram capazes de sensibilizar células naïve ao tratamento com 

inibidores de BRAF e MEK através da inibição de BCL2L1 e indução de BAD. Em 

concordância com estes resultados, diferentes trabalhos mostraram que a inibição de alvos 

preditos do miR-195 está associada ao aumento da sensibilidade de células de melanoma à 

terapia direcionada. Por exemplo, Najem et al., (2017) mostraram que a inibição da proteína 

anti-apoptótica BCL-2, geralmente up-regulada após o tratamento, pôde sensibilizar células de 

melanoma aos inibidores de MAPK. Além disso, diversos trabalhos reportaram que a inibição 

do metabolismo mitocondrial e dos níveis de fosforilação oxidativa aumenta a resposta 

terapêutica e atrasa a ocorrência de resistência (HONG et al., 2017; MARCHETTI et al., 2018; 

BRUMMER et al., 2018; GODAL et al., 2019). Conforme demonstrado recentemente por 

nosso grupo, PHB1 é capaz de favorecer estes processos (TORTELLI et al., 2017) e é um target 

de miR-195 (CIRILO et al., 2017). Assim, a indução de apoptose e a inibição do metabolismo 

mitocondrial representam possíveis mecanismos pelos quais VEs miR-195 são capazes de 

sensibilizar as células naïve à terapia. 

Diante destes resultados, buscamos analisar quais mecanismos poderiam ser responsáveis 

pela down-regulação de miR-195 no melanoma, com o intuito de restaurar sua expressão. 

Vários estudos mostraram que a metilação do promotor é responsável pela inibição de miR-195 

em diferentes tipos de câncer, incluindo tumores gástricos (DENG et al., 2013), de mama (LI 

et al., 2011) e cervicais (SHEN et al., 2017). Com base nestes resultados, comparamos os níveis 

de metilação de miR-195 em melanomas com tecidos não malignos e os resultados mostraram 

um maior nível de metilação deste miRNA em tecidos tumorais em relação aos controles. 

Apesar do tratamento com o inibidor de metiltransferases Azacitidina ter sido reportado por 

outros trabalhos como capaz de restaurar a expressão de miR-195 em células tumorais (DENG 
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et al., 2013; MA et al., 2020), pudemos observar um aumento nos níveis de expressão do miR-

195 após o tratamento com AZA somente em uma das três linhagens de melanoma testadas 

(SKMel-28).  

Recentemente, a inibição de miRNAs por lncRNAs tem sido amplamente investigada e 

diversos lncRNAs já foram reportados como capazes de inibir miR-195. LncRNAs podem 

regular a expressão de miRNAs tanto pré quanto pós-transcricionalmente. Dentre os miRNAs 

encontrados superexpressos em melanoma a partir de resultados in silico, confirmamos a 

superexpressão de LINC00473, LINC00511 e PVT1 por RT-qPCR nas linhagens A375, 

SKMel-5 e SKMel-28.  A superexpressão destes lncRNAs já foi reportada em outros tipos 

tumorais. LINC00473, por exemplo, é superexpresso em tumores de próstata e pancreáticos, 

induzindo proliferação celular através da inibição de miR-195 e ativação da via JAK/STAT 

(XING et al., 2020), além de favorecer o processo de evasão do sistema imune, através da up-

regulação de PD-L1 induzida pela inibição de miR-195 (ZHOU et al., 2019). Já a 

superexpressão de LINC00511 está associada a indução de proliferação e maior potencial 

invasivo de células leucêmicas (LI et al., 2020), e indução de fenótipos stemness em células de 

câncer de mama (LU et al., 2018).  

O lncRNA PVT1, além de inibir o miR-195 pós-transcricionalmente via pareamento 

complementar, também é capaz de induzir a metilação do promotor deste miRNA através do 

recrutamento do complexo PCR2 para esta região, o qual induz metilação repressora do tipo 

H3K27m3, como reportado por Shen et al., (2017). Curiosamente, a expressão deste lncRNA 

foi significativamente maior (fold change >20.000) na linhagem SKMel-28, em comparação 

com as demais, a qual apresentou um pequeno aumento na expressão de miR-195 após o 

tratamento com AZA. Assim, a metilação do promotor e inibição via sponging representam 

possíveis mecanismos pelos quais miR-195 é down-regulado no decorrer da progressão do 
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melanoma e ambos os processos podem estar relacionados a desregulação da expressão de 

lncRNAs.  
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6. CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 

A superexpressão de miR-195 modula o perfil de vesiculação de células de melanoma, 

induzindo a secreção de vesículas enriquecidas em exosomos. VEs derivadas de células que 

superexpressam miR-195 induzem efeito citostático em células naïve através da inibição de 

CCND1 e YAP1 e aumento de CDKN1A e CDKN3. VEs contendo miR-195 também 

impactaram o crescimento tumoral in vivo, resultando em uma maior fração de animais livres 

de tumores mensuráveis; e, menor volume e peso tumoral em comparação ao grupo controle. 

O tratamento combinado com VEs miR-195 e inibidores de BRAF e MEK resultou em maior 

expressão de BAD e inibição de BCL2L1, aumentando a porcentagem de morte celular e 

diminuindo o potencial clonogênico das células.  

Desta forma, a restauração da expressão de miR-195 representa uma estratégia 

promissora para sensibilizar células de melanoma via transferência horizontal de informação. 

Os dados foram confirmados em três linhagens de melanoma BRAFV600E. A análise do efeito 

das VEs no crescimento tumoral in vivo após o tratamento com os inibidores de BRAF e MEK, 

assim como a avaliação do perfil de miRNAs presente nestas partículas estão sendo conduzidas 

no momento.  

Adicionalmente, com relação ao mecanismo de regulação de miR-195 em melanomas, 

confirmamos a superexpressão dos lncRNAs LINC00473, LINC00511 e PVT1 nas 3 linhagens 

testadas, os quais tem como alvo esse miR. Além disso, observamos o aumento na expressão 

de miR-195 após tratamento com azacitidina na linhagem SKMel-28, a qual apresenta maior 

expressão do lncRNA PVT1, reportado como capaz de induzir metilação do promotor deste 

miRNA. Estes resultados indicam que a expressão de miR-195 em melanomas é possivelmente 

inibida por mecanismos pré e pós-transcricionais. Experimentos futuros são necessários para 

validar a estes achados. 
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Anexo IV. Prorrogação CEUA 
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Anexo V. Lista de genes avaliados por RT-qPCR por microfluídica 
 

1. ABCB1 

2. ABCC1 

3. ACTB 

4. ACVR1B 

5. AKT1 

6. ALDH1A1 

7. ATF4 

8. ATF6 

9. ATM 

10. AXIN2 

11. B2M 

12. BAD 

13. BAX 

14. BBC3 

15. BCL2 

16. BCL2L1 

17. BIRC5 

18. CASP8 

19. CCND1 

20. CD274 

21. CD44 

22. CDH1 

23. CDH2 

24. CDH5 

25. CDKN1A 

26. CDKN2A 

27. CDKN3 

28. CFLAR 

29. COL6A2 

30. CXCR4 

31. E2F1 

32. EGFR 

33. EGR1 

34. EIF2AK3 

35. EPHA2 

36. ERN1 

37. FGF13 

38. FGF2 

39. FGF2R 

40. FLOT2 

41. FOS 

42. GAPDH 

43. GUSB 

44. HIF1A 

45. HMGB1 

46. HPRT1 

47. IGF1R 

48. JUN 

49. KRAS 

50. LAMC2 

51. LATS1 

52. LATS2 

53. MCL1 

54. MDM2 

55. MITF 

56. MMP1 

57. MMP12 

58. MMP9 

59. MYC 

60. NANOG 

61. NFE2L2 

62. NFE2L3 

63. NODAL 

64. NOTCH1 

65. NOTCH4 

66. PDCD1 

67. PHB 

68. POU5F1 

69. PTEN 

70. RB1 

71. RHOA 

72. RIPK2 

73. RIPK3 

74. RPLP0 

75. SNAI1 

76. SOX2 

77. SOX7 

78. STAT1 

79. STAT3 

80. STK3 

81. STK4 

82. TAZ 

83. TBK1 

84. TFRC 

85. TGFB1 

86. TRAF6 

87. TWIST1 

88. TWIST2 

89. VEGFA 

90. VIM 

91. WNT3A 

92. WNT5A 

93. YAP1 

94. YWHAZ 

95. ZEB1 

96. ZEB2 
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Anexo VI. Certificado de autenticação das linhagens utilizadas 
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