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RESUMO

Rocha AO. Avaliacdo do papel do miR-451 em linhagens celulares de tumores de células
germinativas e seu impacto na resposta a cisplatina. Dissertagdo (Mestrado). Barretos:

Hospital de Cancer de Barretos; 2017.

Os tumores de células germinativas (TCGs) fazem parte de um grupo raro e heterogéneo de
neoplasias, clinica e patologicamente complexo, que ocorre desde o periodo neonatal até a
idade adulta. Apesar das altas taxas de cura no TCG, 20% dos pacientes apresentam
resisténcia ao tratamento quimioterapico. Os microRNAs compreendem uma classe de RNAs
ndo codificadores que estdo envolvidos na regulacdo da expressdo génica. O miR-451 é
apontado como supressor tumoral e sua expressdao foi associada com a regulagdao da
proliferacdo celular, migracdo, invasdo e quimiossensibilidade em linhagens celulares,
desempenhando um papel importante na tumorigénese. Assim, considerando que dados
preliminares do nosso grupo demonstram que o miR-451 apresenta expressdo diminuida em
linhagens celulares de TCGs e que ele pode ter um papel funcional nestes tumores,
propusemos avaliar este papel em linhagens celulares de TCG . Nossos resultados sugerem
gue a superexpressdo do miR-451 nas linhagens NTERA-2 e JEG-3 foi associado a uma
redugao significativa na viabilidade, proliferagao, migragao e invasao celular, mas ndao houve
alteracdo em relagdo a resposta destas linhagens ao tratamento com cisplatina. O potencial
clonogénico em NTERA-2 parece ndo ser alterado, entretanto em JEG-3 ocorreu uma
diminuicdo no potencial clonogénico. Adicionalmente, o restabelecimento da expressdo do
miR-451 em NTERA-2 foi relacionado a uma regulagao das proteinas PDK1 e WDFY2, alvos
moleculares preditos para regulacdo deste miRNA. Na linhagem JEG-3 foi associado a uma
diminuigdo nos niveis proteicos de PDK1, PI3Ka e pAKT. Em conjunto, nossos dados sugerem
gue o miR-451 pode estar envolvido na regulacdo de diversos processos fundamentais em
tumores de células germinativas, e o seu papel na regulagdo da via PIK3a/AKT deve ser

melhor avaliado como potencial alternativa terapéutica em TCG.

Palavras-chave: tumor de célula germinativa, miR-451, superexpressao, ensaios funcionais,
cisplatina.



ABSTRACT

Rocha AO. Evaluation of the role of miR-451 in germ cell tumor cell lines and its impact on

cisplatin response. Dissertation (Master’s degree). Barretos: Barretos Cancer Hospital; 2017.

Germ cell tumors (GCT) are part of a rare and heterogeneous group of neoplasms, clinic and
pathologically complex, occurring from the neonatal period to adulthood. Despite the high
cure rates observed in GCT, 20% of patients present resistance to chemotherapy. MicroRNAs
comprise a class of non-coding RNAs that are involved in the regulation of gene expression.
MiR-451 was identified as a tumor suppressor and its expression was associated with the
regulation of cell proliferation, migration, invasion and chemosensitivity in cell lines,
indicating that miR-451 plays an important function in tumorigenesis. Therefore, considering
that recent data from our group demonstrated decreased expression of miR-451 in germ cell
tumor cell lines compared to normal tissues and that miR-451 may have a functional role in
these tumors, our goal in this project was to evaluate miR-451 functional role in GCT through
several in vitro assays (cell viability, migration, invasion, clonogenic, western blot) and its
impact on the response of GCT to cisplatin. Our results suggest that the overexpression of
miR-451 in the NTERA-2 and JEG-3 lines was associated with a significant reduction in cell
viability, proliferation, migration and invasion, but there was no change in the response of
these strains to cisplatin treatment. The clonogenic potential in NTERA-2 does not appear to
be altered, however in JEG-3 a decrease in the clonogenic potential occurred. Additionally,
the reestablishment of miR-451 expression in NTERA-2 was related to a regulation of the
PDK1 and WDFY2 proteins, molecular targets predicted for the regulation of this miRNA. In
the JEG-3 lineage it was associated with a decrease in the protein levels of PDK1, PI3Ka and
pAKT. Taken together, our data suggest that miR-451 may be involved in the regulation of
several key processes in germ cell tumors and its role in regulating the PIK3a/AKT pathway

should be better assessed as a potential therapeutic alternative in GCT.

Keywords: germ cell tumor, miR-451, overexpression, functional assays, cisplatin.
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1 INTRODUCAO

1.1 Tumores de Células Germinativas

Os tumores de células germinativas (TCGs) fazem parte de um grupo raro e
heterogéneo de neoplasias, clinica e patologicamente complexo, que ocorre desde o periodo
neonatal até a idade adulta’. De ordem maligna ou benigna, eles podem ocorrer em sitios
gonadais ou extragonadais (ao longo da linha média, no sistema nervoso central,
mediastino, retroperitonio e regido sacrococcigea), tendo como origem as células
germinativas primordiais pIuripotentesZ’3

Uma hipotese que explica a formacdo destes tumores propGe que durante a
embriogénese, as células germinativas primordiais migram pela linha média para dar origem
as gbnadas e caso ocorra uma migracdo imperfeita, essas células podem se estabelecer em
regiGes extragonadais®. A partir deste momento, essas células ou seus progenitores s3o
submetidos a estimulos do microambiente em que se encontram, iniciando um subsequente
processo de diferenciacdo, gerando o desenvolvimento dos tumores de células
germinativas‘c"7

Atualmente, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) classifica os TCGs em: (I)
Germinoma (seminoma quando localizado no testiculo, disgerminoma quando no ovdrio);

() Tumor de seio endodérmico; (lll) Carcinoma embrionario; (IV) Coriocarcinoma; (V)

Tumores mistos e (VI) Teratoma (maduro ou imaturo)S(Figura 1).

Célula germinativa
primordial

Célula Neoplasica

T
IndiferenCiado
Germlnoma
Seminomae Disgerminol
Carcinoma embrionario Tumor seio endodérmico
Teratoma (Maduro ouimaturo) Coriocarcinoma
W—

Figura 1- Representacdo esquemadtica da histogénese dos tumores de células germinativas. Adaptado de
Masters. J. et al, 2003°.
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O diagndstico dos TCGs geralmente é feito apds as manifestagdes clinicas da doenga,
por meio de exame fisico, avaliacdo do nivel de marcadores séricos, exames de imagem e
avaliagao histopalégicas’m.

Marcadores séricos como alfa-fetoproteina (AFP), porcdo beta da gonadotrofina
coridnica humana (B-HCG) e desidrogenase latica (DHL) desempenham um papel importante
no diagndstico, classificacdo histoldgica, estadiamento, decisGes terapéuticas, seguimento e

monitoramento da doenga> ™" 12

. Os tumores nao-seminomas foram os primeiros a serem
relatados com aumento de DHL, sua elevacdo também vem sendo relacionada com a
progressao do seminoma puro. Os tumores com elementos do saco vitelinico produzem AFP
e os derivados do tecido trofoblastico, B-hCG. Os teratomas maduros e os germinomas nao
secretam AFP ou B-hCG. Esses marcadores sdo encontrados em cerca de 70-80% dos
tumores n3o-seminomatosos de testiculo®. A meia vida destes marcadores para AFP (5-7
dias), B-HCG (24-36 horas) e DHL (10 horas-3 dias). Contudo, tais marcadores apresentam
algumas limitagdes quanto a sensibilidade e especificidade, sendo necessaria a investigagao
de novos biomarcadores®.

Algumas altera¢des moleculares, como aneuploidia, e a duplicacdo do braco curto do
cromossomo 12p sdo conhecidas em TCGs, e recentemente foram descritas alteracdes nos
cromossomos 7, 21, 22 e X**. Mutacbes oncogénicas em KRAS, além de amplificacbes e

14, 15

mutagdes em KIT em seminomas também ja foram reportadas . Alguns estudos relatam

gue sdo raras a presenca de mutacdoes em BRAF em TCGT (1% seminomas e 2% em nao

seminomas)*> *°

. Porém, um estudo recentemente realizado pelo nosso grupo demonstrou
auséncia de mutacdao em BRAF em pacientes com TCGTY.

Os TCGs apresentam diferencas no comportamento clinico e na resposta terapéutica,
acredita-se que essa diferenca seja justificada pelo grau de diferenciacdo celular, faixa etaria
do paciente, subtipo histologico, localizagao do tumor e diferengas no perfil de expressao
génica’.

A incidéncia de tumores de células germinativas vem aumentando nos ultimos 20
anos, porém os motivos que levaram a este aumento sdao desconhecidos. Os TCGs sdo mais
incidentes em homens brancos hispanicos e menos incidentes em homens asiaticos e
negros. Apenas 50% dos TCGs tém localizagao gonadal durante a infancia, enquanto na

idade adulta, essa localizag3o representa 95% de todos os tumores™® *°.



Os tumores da infancia sao biologicamente distintos dos adultos, e sua incidéncia é
de 4 casos/milhdo em criancas, e de 14 casos/milhdo em adultos®®. Tumores de células
germinativas pediatricos sdo raros, e 80% deles sdo benignos, 20% sdo malignos (2-3% de
todos os tumores pediatricos malignos)?*.

Na infancia, a maioria dos tumores de células germinativas sao extragonadais e
ocorrem principalmente na regido sacrococcigea®. Entretanto, dados do protocolo brasileiro
descreve maior ocorréncia de tumores gonadais na infancia, (42,9% ovario e 26,3% testiculo)
e apenas 15,2% dos pacientes com tumor sacrococcigeo como principal sitio, o que difere de
outros estudos. Essas diferencas podem ser explicadas, a maioria dos pacientes
possivelmente era de grandes centros de tratamento de cancer e aqueles com tumores de
estagio baixo foram encaminhados para centros de oncologia®?

O TCG tornou-se uma doenga altamente curavel, mesmo quando diagnosticado em
estagios clinicos avancados, com o advento clinico da quimioterapia a base de cisplatina, a
partir da década de 1970%. Atualmente, a cirurgia e quimioterapia, principalmente a base de
platina, etoposide e bleomicina (BEP), sdo os principais tratamentos utilizados, alcancando
altas taxas de cura®’. Geralmente, pacientes com doenga recorrente ou refrataria sao
tratados com radioterapia e transplante de medula, porém eles ndo sdo sempre curados?.

A toxicidade causada por quimioterapicos é uma importante barreira no tratamento
dos TCGs, mesmo baixas doses de cisplatina podem causar morbidade a longo prazozs. Em
pacientes com idade inferior a 18 anos classificados como risco intermediario, recentemente
um trabalho demonstrou que a redugdo da terapia para dois farmacos (PE) ndo
comprometeu a sobrevida dos pacientes **

Em torno de 20% dos pacientes sao refratarios ao tratamento®®. Dependendo da
localizag3o e do tipo histoldgico a probabilidade de uma cura pode ser inferior a 50%>. As
recidivas ocorrem em 1-3% de todos os casos com doenga avangada e a maioria das recaidas

27,28 |ss0 ocorre

sdo observadas em até dois anos apds a conclusdo do primeiro tratamento
principalmente em pacientes que apresentam resisténcia a quimioterapia, possivelmente
devido as caracteristicas bioldgicas distintas apresentadas pelos tumores?”. Definir o risco da
doenca para que a terapia e a toxidade possam ser adequadamente reduzidas para alguns
pacientes e intensificada para outros é de extrema importénciaZS.

Recentemente, um estudo do nosso grupo identificou a metilacio dos genes

MGMT e CALCA associadas com mal prognostico e doenga refrataria em TCGT™.



Ainda hoje, o sistema de estratificagdao de risco clinico ndo garante a distingdo entre
pacientes com TCG que terdo excelentes resultados, daqueles que apresentardo resisténcia
a quimioterapia e posterior recidiva da doen(;a31.

Os mecanismos moleculares relacionados a capacidade individual de resposta dos
pacientes com TCG ao tratamento representam um importante aspecto para o
desenvolvimento de novos regimes terapéuticos mais eficazes para pacientes que
apresentam resisténcia a cisplatina, sendo assim, uma area de grande interesse para novos

estudos.

1.2 MicroRNAs e cancer

O cancer é um processo de multiplas etapas em que as células normais sofrem
mudancas genéticas e epigenéticas e progridem através de estado pré-maligno (iniciacdo),
em cancer invasivo (progressdo), podendo se espalhar por todo o corpo (metastase). As
células transformadas sdao capazes de proliferar de forma independente aos sinais de
crescimento, e nao responder a inibicdo do crescimento e morte celular programada, elas
superam os limites de replicacdo intrinseca, induzem e sustentam a angiogénese e formam
coldnias distantes do tumor primério32.

As alteragOes genéticas levam a mudanca de bases do DNA, mutac¢Ges, deleces e
insercGes, enquanto as alteracdes epigenéticas sdo aquelas que modificam o perfil de
expressao dos genes através de mecanismos regulatérios, como por exemplo, regulagao
exercida pelos RNAs pequenos ndo-codificantes (e.g. microRNAs), metilacdo do DNA e
modificagdes de histonas®*3*,

Originalmente descoberto em Caenorhabditis elegans, os microRNAs sdo
encontrados na maioria dos eucariotos, incluindo os humanos. MicroRNAs, podem afetar
todas as etapas da progressao tumoral, incluindo crescimento tumoral, invasdo, capacidade
metastatica, angiogénese e predi¢ao da resposta terapéutica35.

Os microRNAs sdo pequenas sequéncias de RNA, com aproximadamente 22
nucleotideos, que se ligam a sequéncias complementares na regido 3' ndo traduzida (UTR)
ou em outras regides do seu RNA mensageiro (RNAm alvo), dessa forma regulando a
expressao génica 3 Acredita-se gue um RNAm possa ser reconhecido por varios microRNAs,

e que essas interagdes resultem no silenciamento génico, através da indugdo da degradagao



do mRNA ou a inibicdo da traducdo da proteina 37.38 A razdo pela qual um Unico microRNA
possa regular multiplos genes é devido a sua versatilidade na hora do pareamento, onde a
assimetria entre o microRNA e seu RNAm alvo é comumente observada *°.

A maioria dos microRNAs sdo transcritos pela via de biogénese convencional,
também chamada de canénica. Através da RNA polimerase Il, gerando um pri-miRNA em
torno de 1kb (kilobase). Esses transcritos primarios apresentam estruturas em forma de
“grampo” (stem-loop hairpin). E ainda no nucleo, esta estrutura primaria sofre acdo de uma
RNA polimerase lll (Drosha/DGCR8) formando uma nova estrutura com aproximadamente
70 nucleotideos (pré-miRNA). Este precursor é transportado ao citoplasma através de um
receptor nuclear XPO5 (exportina5), sendo entdo clivado por outra RNA polimerase llI
(DICER) formando o microRNA maduro. No entanto, existem caminhos alternativos de
biogénese, a via ndo-candnica, que diferem o numero de clivagens e enzimas responsaveis.
Assim, os pré-microRNAs ndo sdo processadas por Drosha e podem sofrer splicing. Sendo as
etapas subsequentes idénticas na via candnica e ndao candnica. Uma das fitas se incorpora
ao complexo de proteinas denominado RISC, e este direciona a ligagdo do miRNA ao RNA

40, 41

mensageiro alvo . A figura 2 representa a biogénes e dos microRNAs.
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Varios estudos tém demonstrado que a expressao de microRNAs é muito importante
para a manutencdo de processos fisiolégicos normais das células®. Entretanto, alteracdes
nos niveis de expressao de microRNAs tém sido exaustivamente relacionadas ao
estabelecimento de processos patoldgicos, incluindo o cancer*?. Ainda, os microRNAs podem
atuar como oncogenes (onco-miR) ou genes supressores tumorais, um Unico microRNA pode
desempenhar papéis distintos em diferentes tecido dependendo do contexto celular®. Por
exemplo, o miR-22, foi relatado como oncogene em tumor de mama, enquanto que em
cancer hepatocelular tem uma caracteristica de gene supressor* *.

Os microRNAs tém papel importante na transformacdo maligna, e altera¢bes na
expressao de microRNAs ja foram encontradas em diversos tipos de tumor. Essas alteragdes
ja foram associadas a pior sobrevida global, estagio mais avancados da doenca,

desenvolvimento de metdstases e recidivas em TCGs de testiculo®” .

1.3 MicroRNAs em tumores de células germinativas.

Os microRNAs desempenham um papel importante na patogénese do cancer e na
resposta de células cancerigenas a quimioterapia, e tém sido demonstrado que eles
modulam a sensibilidade das células aos quimioterépicos“. A avaliagao de microRNAs no
sangue tem revelado maior sensibilidade na indicacdo de recaida de pacientes com TCG do
gue os marcadores séricos tradicionais® /.

Um estudo realizado com tumores de células germinativas de testiculo de adultos
(TCGTs), avaliou um cluster de microRNAs, revelando a alta expressdo dos microRNAs 371 -
373 nestes tumores, sugerindo que eles podem atuar como oncogene em TCGTs, através da
inibicdo do gene supressor de tumor LATS2*, Subsequentemente, outro estudo demonstrou
que esse mesmo conjunto de microRNAs era superexpresso em TCGTs de adultos, quando
comparado com testiculos controles normais e, apds o término do tratamento foi possivel
observar uma diminui¢ao destes microRNAs a valores considerados normais”’.

Posteriormente, também foi demonstrado em TCGTs malignos que o conjunto de
miR 371-373 tem papel oncogénico e sdao superexpressos independente do subtipo
histolégico (tumor de saco Vvitelinico, seminoma ou carcinoma embrionario), local
(gonadal/extragonadal) ou idade do paciente (adulto/pediatrico), ocorrendo a sua

diminuigdao significativa apds a conclusao do tratamento, mostrando que a avaliagao



dessesmicroRNAsno soro pode ser clinicamente valiosa e que eles podem ser utilizados
como biomarcadores>*>%
Estudos realizados com o miR-21 tém mostrado sua atividade oncogénicaatravés da

% 3% Um trabalho

regulacdo da tumorigénese, progressao tumoral e quimioresisténcia
realizado in vitro com uma linhagem de TCG de teratocarcinoma ovariano, demonstrou que
o miRNA promove a manutencdo da pluripoténcia de populacdes de células tronco
tumorais>>. Outro estudo realizado com miR-21, em células de neuroblastoma constatou
aumento na sua expressao apos o estabelecimento de uma linhagem resistente a cisplatina
em comparagdao com a mesma linhagem parental, corroborando sua associagdo com a
quimioresisténciaSs.

Além disso, a superexpressdo do miR-302a na linhagem celular de carcinoma
embriondrio NTERA-2 demonstrou aumentar a quimiossensibilidade da linhagem a
cisplatina. A superexpressdao do miR-302a em conjunto com a cisplatina levou as células a
uma parada no ciclo celular na fase G2/M, através da regulacdo de p21, e posteriormente a
apoptose”’.

Ha pouca informagdo disponivel a respeito do perfil de microRNAs em TCGs, mas ja
foi demonstrado que uso dos seus niveis séricos pode dar origem a uma nova dimensdo de
biomarcadores potencialmente especificos e sensiveis. A investigacdo do papel dos
microRNAs pode auxiliar no diagnostico, progndstico ou mesmo permitir que novas

abordagens terapéuticas sejam utilizadas em TCGs.

1.4 miR-451 e cancer.

O miR-451 é amplamente desregulado no cancer e desempenha papel critico na
tumorigénese e progressao tumoral®®. No genoma humano, o miR-451 esta localizado no
cromossomo 17 na posicdo 17qg11.2 e foi identificado inicialmente como supressor tumoral
em cancer de pulmdo de ndo pequenas células (CPNPC), tendo como alvo o gene RAB14,
regulando a via AKT, desencadeando a apoptosesg.

Em carcinoma de bexiga o miR-451 é downregulado na comparagdao do tecido
tumoral com o adjacente normal e a superexpressdao do miR-451 inibiu a migragao e
invas30®. Em carcinoma hepatocelular, sua baixa express3o foi correlacionada com recidiva

precoce, metastases e menor sobrevida®’. E in vitro sua superexpressio conduziu a



regulagdo negativa da ciclina D1 e c-Myc através da inibigao de NF-kB, o que levou a inibi¢ao
da progressdo do ciclo celular®®. Em carcinoma de mama foi demonstrado que o miR-451
regula a expressao do gene MDR1, um fator crucial na resisténcia a Doxorrubicina neste tipo

tumoral® ®*

. Abaixa expressdao do miR-451 também foi relacionada com a progressao e pior
progndstico de pacientes com osteossarcoma, e através de analise de bioinformatica
demonstra-se que um dos alvos deste microRNA é a quimiocina CXCL16, e que a expressao
do miR-451 é inversamente associado com os niveis de CXCL16%.

O aumento da expressdo do miR-451 tem sido sugerido como uma estratégia
terapéutica util para o tratamento de gliomas, tendo em vista que sua re-expressdo levou a
uma diminuicao da proliferagao in vitro e in vivo de células de glioma, através da redugdo da
ativacdo da proteina AKT, que possui importante papel no controle de sobrevivéncia
celular®®.

Ainda, na linhagem celular de carcinoma de ndo pequenas células de pulmao
(CPNPC), A549, o aumento de expressdao do miR-451 resultou em maior sensibilidade destas
células em resposta ao tratamento com cisplatina, sugerindo que a modulacdo de expressao
deste miRNA pode ser utilizada como potencial estratégia terapéutica, principalmente nos
CPNPC resistentes a cisplatina®.

Uma anadlise de expressdo global de microRNAs em tumores de cabeca e pescoco
identificou o miR-451 com menor expressao em tumores quando comparado ao tecido
normal. Ainda, foi o Unico que demonstrou ser significativamente menos expresso em
pacientes que recairam da doenca, ou seja, resistentes ao tratamento, em compara¢do com
os que n3o recairam®. Além disso, pacientes com carcinoma nasofaringeo que
apresentaram menor expressao de miR-451 apresentam pior progndstico, ou seja menores
taxas de sobrevida global ou livre de eventos, em relacdo aos pacientes com maior
expressao deste miRNA®. A cisplatina também é utilizada no tratamento quimioterapico de
pacientes com tumores de cabeca e pescoc¢o, sendo associada a melhora na sobrevida livre
de progressdo destes pacientes®” 2.

Em conjunto, todos estes relatos reforgam o papel do miR-451 como um importante

supressor tumoral em tecidos humanos. Entretanto, em TCGs o papel do miR-451 ainda ndo

foi elucidado.
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1.5 Resisténcia a cisplatina em TCGs e via PI3K/AKT

A quimioterapia a base de platina é uma importante estratégia terapéutica e
amplamente aplicada na pratica clinica para o tratamento dos TCGs, no entanto, sua eficacia
é limitada devido a resisténcia®®. A cisplatina atua ligando-se ao DNA no nucleo celular,
formando adutos que desestabilizam a dupla hélice, assim resultando na inibicdo da
replicacdo e da transcricio, levando a célula a apoptose ou necrose®. Apds quatro décadas
dos seus beneficios clinicos serem reconhecidos, os estudos ainda buscam entender
exatamente como a cisplatina funciona e quais os mecanismos de resisténcia sdo associadas
com a droga70.

Os mecanismos de resisténcia a cisplatina sao multifatoriais e envolvem a absorgao
reduzida de droga, o aumento da inativacao da droga, aumento da reparacdao de danos no
DNA, e a inibigao da transmissao de sinais de reconhecimento de danos no DNA para a via
apoptética®.

Em pacientes com TCG, a resisténcia é definida de forma diferenciada, quando
comparada a outros tumores sélidos. Por ser altamente curavel, a resposta incompleta ou
recaida, ndo importando a quao significativo foi a resposta inicial é considerado indicativo de

16,71 As recaidas s3o geralmente observadas durante ou no prazo de

resisténcia a cisplatina
dois anos ap6s a conclusdao do primeiro tratamento sistémico, ja as recidivas ocorrem apds
este periodo de tempo em 1-3% dos pacientes com doenga avancada®®. Para ultrapassar a
barreira da resisténcia, doses mais elevadas de farmacos sdo administradas, resultando em
efeitos colaterais indesejados72. Além disso, terapias de resgate atingem respostas na
maioria das vezes de curta duracdo, e a sobrevida destes pacientes permanece baixa, com
taxas entre 5-15%">.

Embora para muitos tumores ja se tenha conhecido que algumas alteragGes
moleculares confiram resisténcia a quimioterapia, as diferengas moleculares entre doenga
curével e incurdvel permanecem desconhecidas nos TCGs’”.

Mutagdes em genes supressores tumorais classicos ou em oncogenes sdo raras, e
quando presentes, ndao sao sempre associadas a resisténcia a cisplatina. Exemplos sao os

75, 76

genes TP53 e RB raramente mutados em TCG . Tem sido proposto que o sucesso do

tratamento com cisplatina em tumores de células germinativas quando comparado a outras
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malignidades é conferida justamente pela integridade da via do TP53 e RB, que facilitam a
inducdo a apoptose em resposta a danos no DNA 75,77

Anormalidades na via de sinalizagdo PI3K/AKT sdo comumente observadas no cancer,
e elas sdo associadas a tumorigénese, uma vez que a ativacdo desta via pode levar ao
aumento da proliferagao, migragao, e invasao celular’®. Andlises funcionais em linhagens
celulares e amostras de pacientes indicam o papel desta via na quimioresisténcia’ . O
bloqueio da via PI3K/AKT pode aumentar a citotoxicidade das drogas e a sensibilidade das
células tumorais & quimioterapia’®

A superexpressao do miR-451 ja foi associada com aumento de sensibilidade e
resposta a cisplatina em cancer de pulmado nao pequenas células, através da regulagdo da via
de sinalizagdo PI3K/AKT®. A primeira evidéncia da desregulardo da via foi apresentada por
Di Vizioet al. (2005) mostrando a perda de fungdo de PTEN em TCGs®!. Outro relato analisou
a presenca de mutagdes somaticas nos genes PI3K/AKT1 em amostras tumorais de pacientes
sensiveis e resistentes a cisplatina, em que se observou uma maior frequéncia de alteragdes
nesta via, em TCGs resistentes a cisplatinalG. Entretanto, a presenca de mutacdes em genes
desta via ndo explica ao todo a resisténcia a cisplatina em TCG, uma vez que grande parte
dos pacientes que apresentam resisténcia ndo tem mutagdes nestes genes.

Tendo em vista que apesar das altas taxas de cura no TCG uma parcela consideravel
dos pacientes nao responde bem ao tratamento e apresenta resisténcia a cisplatina,
compreender os mecanismos envolvidos na regulacdo da via PI3K/AKT parece ser
extremamente relevante nos TCGs. A relagdo entre a expressao de microRNAs e
sensibilidade a cisplatina em TCG ndo foi amplamente explorada. Acreditamos que a perda
de expressdo do miR-451 pode estar associada a ativagdo da via PI3K/AKT e que isso possa
contribuir para o estabelecimento do fendtipo resistente das células de TCG.

Assim, baseado por todo o exposto, nds propomos neste projeto avaliar de forma
abrangente o papel funcional do miR-451 em linhagens celulares de TCGs e seu impacto na
resposta destas células ao tratamento com cisplatina. O desenvolvimento deste projeto
pode contribuir no esclarecimento do papel deste miRNA na biologia dos TCGs e no
mecanismo de resisténcia destas células a cisplatina, bem como podera auxiliar na

identificagdo de um novo alvo molecular para o estabelecimento e direcionamento de novas

estratégias terapéuticas. Além disso, essa abordagem pode ter um impacto substancial em
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pacientes que apresentam doenga resistente a cisplatina, e que s3ao refratarios ao

tratamento mesmo apds a realizagdo do transplante de medula.
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2 OBJETIVO PRINCIPAL

Realizar a caracterizagao funcional da agao do miR-451, a partir da modulagao da
expressao deste miRNA e verificar seu impacto na resposta a cisplatina em linhagens

celulares de tumores de células germinativas.

2.1 Objetivos Especificos

|.  Estabelecer a superexpressao permanente do miR-451 em linhagens celulares de
TCG;

[I.  Avaliar o impacto do miR-451 em processos bioldgicos celulares nas linhagens
selecionadas, a partir de ensaios in vitro;

lIl.  Avaliar o impacto do miR-451 na via de sinalizacdo de PI3K/AKT nestas linhagens;

IV.  Avaliar o impacto do miR-451 na resposta destas linhagens ao tratamento com

cisplatina.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Cultura e sele¢ao das linhagens celulares tumorais de TCG

As linhagens celulares de tumores de células germinativas NTERA-2 e JEG-3 foram
adquiridas do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ - http://bcrj.org.br). Ambas foram
cultivadas em DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de antibidtico
Penicillin-Streptomycin (Invitrogen), mantidas a 37°C com 5% de CO, e umidade controlada.

Foram realizados testes de autenticacdo das linhagens pela andlise de STR (short
tandem repeat) de acordo com os padrdes internacionais para autenticagdo de linhagens
celulares, no Centro de Diagndstico Molecular do Hospital de Cancer de Barretos®.

Ambas as linhagens celulares foram selecionadas por fazerem parte do grupo ndo
seminoma, que sdo mais associadas a recidiva e resisténcia a cisplatina em tumores de
células germinativas. A linhagem NTERA-2 representa a histologia ndo seminoma mais
comum. Essa linhagem foi originalmente isolada de um paciente de 22 anos do sexo
masculino, a partir de uma metdstase pulmonar de carcinoma embriondrio primario de
testiculo.O tumor foi xenoenxertado em ratos nude, e destes clones celulares foi derivada a
linhagem®*. A linhagem JEG-3 representa a histologia de coriocarcinoma, que apesar de ser
um tumor raro, e o tipo agressivo e mais comunmente refratario ao tratamento com
cisplatina. A linhagem celular tumoral JEG-3 foi estabelecida a partir de um coriocarcinoma
placentdrio humano. As células tumorais foram xenoenxertadas em ratos nude, e a partir

dessas células malignas se derivou a Iinhagemgs.

3.2 Descongelamento, manutencgao, passagem e congelamento das linhagens celulares

As células foram descongeladas por um minuto em banho maria a 37°C, em seguida
foram adicionadas a tubos contendo 7ml de meio de cultura DMEM suplementado com 10%
SFB, centrifugadas e ressuspendidas em 5ml de meio de cultura suplementado com soro
fetal bovino. Apds, elas foram cultivadas em frascos de cultura celular de 25 cm? (TPP) com
seu meio especifico, até obterem 80% de confluéncia. Em seguida foram lavadas com 1mL

de Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (DPBS-Sigma Aldrich),e removidas do frasco com a



17

incubacgdo de 750 uL de Tryple express (Gibco) por aproximadamente 4minutos a 37°C. Em
seguida, 5 mL de meio de cultura completo foram usados na inativacdo da tripsina. Apds a
inativacdo, as células foram transferidas para novos frascos de cultura (T25) na proporgao de
1:2. As células utilizadas em todos os testes se encontravam em terceira passagem ou
superior para garantir os padrdes celulares estaveis apds o descongelamento.

Para o congelamento as linhagens foram trispsinizadas, inativadas com meio de
cultura, centrifugadas e ressuspendidas em solucdo de congelamento (SFB + 5% DMSO) e
imediatamente colocadas em tubos de criopreservacdo (Corning). Em seguida foram

acondicionadas por uma hora a -20°C e posteriormente a -80°C.

3.3 Contagem de células

Apds a tripsinizacdo e inativagdo, as células foram contadas com auxilio do contador
de células automatizado Countess (Invitrogen), conforme as instru¢gdes do fabricante. A
suspensdo celular da linhagem JEG-3 foi filtrada antes da contagem usando membranas com
poros de 40um (BD Biosciences), pois as células frequentemente apresentam grumos apds o
processo de tripsinizacdo, o que impossibilita a contagem precisa das células e um
plagueamento uniforme. A quantidade necessaria de células vidveis para cada experimento

foi aliquotada e semeada.

3.4 Tansfeccao celular nas linhagens celulares de TCG

Inicialmente a superexpressao do miR-451 foi realizada com MISSION MicroRNA
Mimics (Sigma-Aldrich), que fornece oligonucleotideos sintéticos que mimetizam a acdo dos
miRNAs. A transfecgao das linhagens celulares tumorais foi realizada utilizando o agente
INTERFER/'n@(Polyplus-transfection).

Basicamente, 2x10° células foram plaqueadas em placas com 2 mL de meio de cultura
com 10% SFB e acondicionadas a 37°C em atmosfera Umida com 5% de CO,.Ap6s 24 horas,
20nM do mimic hsa-miR-451 (Sigma-Aldrich) com INTERFERin® (Polyplus-Transfection) foi
adiciona para permitir a formacdo dos complexos de transfec¢do. Em seguida, os complexos

foram adicionados as células e incubados por 24 horas. Apds esse periodo, as células foram
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lavadas trés vezes com DPBS e posteriormente submetidas aos ensaios funcionais.
Realizamos a analise de expressdo do miR-451 nas linhagens e confirmamos a eficiéncia da
transfecgao.

3.5 Avaliagdo do perfil mutacional em genes associados a via PI3K/AKT nas linhagens

NTERA-2, JEG-3 e em tumores de células germinativas de testiculos

Avaliamos in silico o perfil mutacional dos genes associados com a via PI3K/AKT nas
linhagens NTERA-2 e JEG-3 através dos dados disponiveis no Cosmic Cell Lines Project
(http://cancer.sanger.ac.uk/cell_lines). E em amostras de tumores de células germinativas

de testiculo através do banco de dados do TCGA (https://tcga-data.nci.nih.gov/tcga/).

3.6 Determinagao do ICyoo para selegao das células resistentes a puromicina

Para determinar o valor do ICyoo (concentragcdo que inibe 100% da viabilidade celular)
foi construida uma curva dose-resposta a puromicina para as linhagens selecionadas. A
quantidade de 3x10%células foi semeada em placa de 96 pogos, com DMEM suplementado
com 10% SFB, Penicilina e Streptomicina 1%. Depois de 24 horas foram adicionadas doses
crescentes de puromicina (Sigma Aldrich).

Ap0ds 72 horas do tratamento com o antibidtico, foi realizado o ensaio de viabilidade
celular em solucdo aquosa por meio de um método colorimétrico, o Cell Titer 96 Aqueous
One Solution Cell Proliferation Assay (Promega), conforme as recomendacdes do fabricante.
Para este ensaio, as células foram semeadas em trés repetigdes. A absorbancia foi avaliada
através do Varioskan Flash (Thermo Fisher Scientific) a 490 nm. Selecionamos a menor dose

de puromicina capaz de inviabilizar 100% das células.

3.7 Transdugdo celular nas linhagens celulares de TCG

Apds a selegdo das linhagens NTERA-2 e JEG-3 a superexpressao do miR-451 foi
realizada por meio da transducdo com o vetor lentiviral MISSION® Lenti microRNA Human

HSA-miR-451, sendo utilizado o vetor MISSION® Lenti micro RNAHuman Negative Control
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(Sigma Aldrich) como controle negativo. Esses vetores virais sdo baseados no plasmideo
lentiviral pLKO.miRNA.puro que contém o promotor do fator de elongacdo Ela para a
expressao do miRNA e também o gene de resisténcia a puromicina. Para otimizar a
transducdo nas células alvo usamos um polimero catidénico hexadimetrina (Sigma Aldrich).
As células foram plaqueadas em placas de 6 pogos com meio de cultura sem
antibidtico e suplementado com 10% SFB, a uma densidade de 50%. Apds 24 horas,as células
foram transduzidas com as particulas virais contendo o vetor de expressao do miR-451 e do
vetor controle com um miRNA irrelevante.As células foram transduzidas na concentracao de
uma particula viral por célula (MOI=1 particula/célula), com 8 ug/mL de hexadimetrina, em
400pL de meio DMEM suplementado com 10% SFB, Penicilina e Streptomicina 1%. Além
disso, também utilizamos dois controles experimentais, a linhagem parental sem nenhum
tratamento e a linhagem parental tratada apenas com hexadimetrina e puromicina. Em
seguida, as células foram incubadas em estufas a 37°C e 5% CO, por 24horas. Apds esse
periodo, as células foram plaqueadas em placas de petri delOcm de diametro, em trés
diluicbes diferentes (1:10, 1:100 e 1:2.000). As células remanescentes também foram
plagueadas para obtengao de um pool celular. Foi utilizado meio suplementado com 10%
SFB, com antibidtico puromicina, sendo substituido a cada4 dias, durante 20 dias para
selecdo dos clones resistentes a puromicina. Além disso, realizamos a individualizacdo de

clones por citometria de fluxo e por tripsinizagao.

3.7.1 Selegdo de células por citometriade fluxo

Depois de 10 dias da transdugdo, a populagao celular foi submetida ao single cell
sorting para o isolamento de clones celulares. As células foram tripsinizadas, inativas e
lavadas 2x com Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (DPBS - Sigma Aldrich), apés, foram
ressuspendidas em DPBS com 0,2% de BSA e entdo individualizadas por citometria de fluxo
(Cell sorter FACS Aria II- BD Biosciences) considerando o tamanho e a complexidade celular
em placas de 96 pocos. Posteriormente os clones foram submetidos ao screening de

expressao para selecdo daqueles que apresentavam expressdao de miR-451.
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3.7.2 Selegao de coldnias celulares por tripsinizagao

Realizamos a sele¢do tendo como base a maior diluicdo (1:2000), utilizando col6nias
isoladas derivadas de um unico clone. Apds 16 dias do plagueamento, as col6nias foram
marcadas, lavadas com Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (DPBS-Sigma Aldrich), e
removidas através de um pedago de papel filtro contendo tripsina, suficiente para recobrir
apenas uma colénia. Apds 5 minutos as células se aderem ao papel filtro, possibilitando sua
transferéncia para placa de cultura de 24 pogos. Os clones foram submetidos ao screening

de expressdo para selecdo daqueles que apresentavam expressao de miR-451.

3.8 Extracao do RNA total e avalia¢do da expressao do miR-451

O RNA das linhagens foi extraido com o reagente TRIZOL (Invitrogen). Foi adicionado
1 mL do reagente em garrafa de cultura (T25) 80% confluente para completa lise celular e
exposicdao do material genético. Em seguida, foi realizada a separagao das fases aquosas,
intermediaria e organica com a adicdo de 200 pL de cloroférmio. A precipitacdo do RNA foi
realizada com adicdo de 750 pL de Isopropanol (MERCK) e 1 uL de glicogénio (20ug/uL) apds
a centrifugacdo a 6000 rpm por 10 minutos. O RNA extraido foi deixado em temperatura
ambiente para evaporagao e ressuspendido com 20 plL de agua ultrapura.

Posteriormente, a sintese de cDNA foi realizada a partir de 10ng de RNA, com
Universal cDNA synthesis kit Il RT (Exigon) conforme recomendacgdes do fabricante.

Apds, o nivel de expressao do miR-451 nas linhagens foi avaliado por meio de RT-PCR
em tempo real (RT-qPCR), utilizando os ensaios LNA PCR primers set (Exigon) especificos
para o miR-451, em conjunto com o ExiLENT SYBR Green Master Mix (Exigon) no aparelho
ABI prism®7900HT Fast Real Time PCR System (Applied Biosystems). Para a normaliza¢do dos
resultados de expressao foi utilizado o gene de referéncia SNORD48. Para o calculo de
express3o normalizada dos microRNAs foi utilizado o modelo matematico; 2“®, em que ACq
corresponde a diferenga entre o Cq do transcrito alvo e o Cq do transcrito do gene de

referéncia®,
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3.9 Avaliagdo da viabilidade celular (MTS)

A avaliacdo da viabilidade celular foi realizada por meio do ensaio de MTS (Promega),
que consiste em um método colorimétrico que determina indiretamente o numero de
células vidveis nos ensaios de viabilidade ou citotoxicidade. O método é baseado no
composto tetrazdlio [3-(4,5-dimetil-2-il)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfofenil)-2H-
tetrazolio, sal interno; MTS] usado como um reagente de acoplamento de elétrons
(fenazinaethosulfate; PES). O PES possui uma estabilidade quimica melhorada, o que lhe
permite ser combinado com MTS para formar uma solucdo estavel colorida. Ao medir a
absorbancia das diferentes amostras, pode-se inferir o nimero de células viaveis em cada
condicdo estabelecida. Utilizamos neste ensaio, 5x10° células, semeadas em placas de 96
pocos. Apds cada periodo de tempo, foram adicionados 10ulL do reagente de MTS diluido
em 90puL de meio de cultura em cada pogo, e sua absorbancia foi no equipamento Varioskan
Flash (Thermo Fisher Scientific) a 490 nm, ap0ds trés horas de incubagdo nos intervalos de 24,
48 e 72 horas.

Os dados referentes a absorbancia foram obtidos e convertidos em porcentagem
média * desvio padrdo de viabilidade celular, e normalizados contra a sobrevivéncia média
da linhagem relativa ao tempo de 24 horas, correspondendo a 100% de viabilidade. Todos os

experimentos foram realizados em triplicatas experimentais e bioldgicas.

3.10 Ensaio de proliferagao celular (DAPI)

Para a avaliacdo da proliferacdo celular e obtencdo de uma curva de crescimento foi
realizada a coloragdo das células com DAPI (Sigma Aldrich), um fluoréforo marcador de
acidos nucléicos. Para este ensaio, 5x10° células foram semeadas em placas de 96 pocos. O
numero de células foi quantificado nos intervalos de 24, 48 e 72 horas. Apds cada intervalo,
as células foram lavadas 3x com DPBS e fixadas com 100uL metanol 100% a -20°C por 5
minutos. Posteriormente, as células foram novamente lavadas com DPBS e entdo
adicionado100uL de DAPI 1pg/mL e incubado a temperatura ambiente por 5 minutos. As
imagens foram capturadas com a objetiva de 4x utilizando o equipamento IN Cell Analyzer

2200 (GE Healthcare) com o filtro de 400 nm. Foram adquiridas 4 imagens de cada pogo da
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placa e os nucleos celulares marcados com DAPI presentes em cada campo foram
guantificados utilizando o programa IN Cell Analyzer 1000 Workstation (versdo 3.7.3). Os
dados referentes a fluorescéncia de cada nucleo foram obtidos e convertidos em
porcentagem média + desvio padrdo de proliferacdo celular, e normalizados contra a
sobrevivéncia média da linhagem relativa ao tempo de 24 horas, correspondendo a 100% de
proliferacdo. Todos os experimentos foram realizados em triplicatas experimentais e

bioldgicas.

3.11 Ensaio de migracao celular (transwell)

Para o ensaio de migracao celular foi utilizado o ensaio da BD Falcon Multi well insert
system (BD Biosciences). Apds a realizagdo da transdu¢dao do miRNA, no compartimento
inferior dos pogos foi colocado meio de cultura suplementado com 10% SFB e, 1x10° células
foram adicionadas com meio de cultura sem SFB aos compartimentos superiores dos
insertos, incubadas a 37°C por 24 horas. As células que tiveram a capacidade de migrar e
atravessar a membrana do inserto foram fixadas com metanol 100% e coradas com
hematoxilina e eosina. As células foram visualizadas e fotografadas utilizando
estereomicroscopio (Olympus S2616), sendo posteriormente quantificadas através do
programa I/magel. Os experimentos foram realizados em duplicatas experimentais e
bioldgicas. Os dados obtidos foram convertidos em porcentagem média *+ desvio padrdo
normalizados em relagdo a migracdo média da linhagem transduzida com o controle

negativo.

3.12 Ensaio de invasao celular

A propriedade de invasdao das linhagens celulares foi avaliada pelo ensaio em
matrigel com a utilizagdo do Biocoat Matrigel Invasion Chamber (BD Biosciences). Apds a
realizacdo da transducdo do miRNA, o matrigel foi hidratado por 2 horas com meio de
cultura sem soro. Posteriormente, no compartimento inferior dos pocos foi colocado meio
de cultura suplementado com 10% SFB e, 1x10° células foram adicionadas aos

compartimentos superiores dos insertos, incubadas a 37°C por 24 horas. Apds este periodo,
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o matrigel foi removido e os inserto fixado com metanol 100%, e corado com hematoxilina e
eosina. Os insertos foram fotografados utilizando estereomicroscopio (Olympus S2616), e as
células quantificadas no programa ImageJ.Os experimentos foram realizados em duplicatas
bioldgicas e experimentais.

Os dados obtidos foram convertidos em porcentagem média + desvio padrao

normalizados em relacdo a invasdo média da linhagem transduzida com o controle negativo.

3.13 Ensaio de formagdo de coldnia (clonogénico)

As células (5x10%) foram plaqueadas em placas de 12 pocos com meio de cultura
suplementado e incubadas a 37°C e 5% de CO, durante 12 dias. A seguir, as col6nias foram
fixadas com metanol 100% durante 5 minutos e coradas com cristal violeta 0,03% por 10
minutos. Apds, os pocos foram lavados abundantemente com dagua destilada. As células
foram fotografadas utilizando estereomicroscdpio (Olympus S2616). Entdo, foi adicionado 1
mL de acido acético 33% (MERK) em cada poco e a placa foi incubada por 5 minutos.

Posteriormente a absorbancia foi medida no equipamento Varioskan Flash (Thermo
Fisher Scientific) a 440 nm. Os dados referentes a absorbancia foram obtidos e convertidos
em porcentagem média + desvio padrdao, e normalizados em relacdo a clonogenicidade
média da linhagem transduzida com o controle negativo, correspondendo a 100%. Todos os

experimentos foram realizados em duplicatas experimentais e triplicatas bioldgicas.

3.14 Busca in silico para sele¢do de alvos do miR-451

Por meio do banco de dados de predicdo de alvos para microRNAs, miRWalk

(http://www.umm.uni-heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk/),foi realizada uma analise criteriosa

de sequéncia usando os parametros de avaliacdo de conservacdo, cdlculo de estabilidade
termodinamica RNAm por energia livre de Gibbs (MFE), além dos sitios de conservagado na
regido 3’UTRY. Tais pardmetros sdo avaliados pelo programa por meio de algoritmos que
buscaram aumentar a probabilidade de se ter uma sequéncia alvo do miR-451.

Foram selecionados os genes preditos em quatro ou mais algoritmos, e que estavam

associados a processos bioldgicos, tais como proliferagao, migragao, invasao e apoptose.
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Apés, utilizando a ferramenta on-line STRING (http://string-db.org/) foram avaliadas

possiveis interacdes entre as proteinas alvo selecionadas com as proteinas PI3K e AKT.

3.15 Western Blot

Apds a transducdo, as células foram lisadas com tampao “RIPA” (50 mM Tris-HCI pH
7,5, 0,5% desoxicolato de sddio, 1% NP-40, 150 mM NaCl, 0,1% SDS), acrescido de coquetel
de inibidores de protease (5 mM EDTA, 1 mM PMSF, 10 pg/ml leupeptin, 25 pug/ml aprotinin
e 1mM). Posteriormente, a quantificacdo de proteinas foi realizada usando o Bio Rad Protein
Assay (BioRad) de acordo com as instrucdes do fabricante.

Aproximadamente 20 ug de proteina total foram separadas por meio de eletroforese
em gel de poliacrilamida (10-12%) com SDS e, em seguida, foram transferidas para
membranas de nitrocelulose (Hybond-P — Amersham Biosciences). As membranas foram
bloqueadas durante uma hora a temperatura ambiente com TBST (140 mM NacCl, 2,5 mM
KCl, 10 mM Na,PO4, 2 mM KH;, e 0,05% de Tween 20) contendo 5% de leite desnatado
liofilizado. Posteriormente, as membranas foram incubadas por 12-16 horas com anticorpos
primarios especificos para cada proteina. Em seguida, as membranas foram incubadas com o
anticorpo secundario conjugado com peroxidase por 1 hora em temperatura ambiente, e
entdo, as reacdes foram reveladas com a solucdo ECL Western blotting analysis system (Cell
Signaling) no ImageQuant™ LAS 4000 mini (GE Healthcare). A intensidade das bandas
obtidas foi quantificada por densitometria pelo programa ImageJ. A expressao da proteina
R-actina foi usada como controle interno de normalizacdo para as proteinas totais. Para a
normalizagdo de pAKT foi utilizada a proteina AKT total. Apds as normalizagdes de expressao
das proteinas em porcentagem em relagdo ao controle negativo.

Todos os anticorpos foram diluidos e armazenados segundo as recomendagdes dos
seus fabricantes. Os anticorpos utilizados neste trabalho estdo listados abaixo (tabela 1) com

as respectivas informagoes e diluigdes utilizadas.



Tabela 1- Relagdo de anticorpos utilizados nos ensaios de western blot.

Anticorpos Diluigao Condigao Fabricante
Ractina 1:2000 12-16 horas  CellSignaling
CAB39 1:1000 12-16 horas  CellSignaling
pPDK1 1:1000 12-16 horas  CellSignaling
PDK1 1:1000 12-16 horas  CellSignaling
WDFY2 1:200 12-16 horas  Abcam

PI3Ka 1:1000 12-16 horas  CellSignaling
PAKT 1:1000 12-16 horas CellSignaling
AKT 1:1000 12-16 horas  CellSignaling
Anti-mouse IgG 1:2000 1 hora CellSignaling
Anti-rabbitlgG 1:2000 1 hora CellSignaling

3.16 Determinagao do ICsg para avaliar a resposta ao tratamento com cisplatina

Para determinar o valor do ICso (concentracdo que inibe 50% da viabilidade celular)
baseado na literatura, foi construida uma curva dose-resposta a cisplatina para as linhagens
transduzidas com miR-451 e com controle negativo. Foram semeadas 3x10°células em placa
de 96 pocos com DMEM suplementado com 10% SFB, com Penicilina e Streptomicina 1%.
Depois de 24 horas, foram acrescidos em cada triplicata pontos de concentracgGes crescentes
de cisplatina. Apds 72 horas do tratamento com o quimioterapico foi adicionado 10uL do
reagente MTS diluido em 90uL de meio de cultura em cada pogo e sua a absorbancia foi
medida no equipamento Varioskan Flash (Thermo Fisher Scientific) a 490 nm, apds 3 horas
de incubacdo. Os dados brutos obtidos foram convertidos em porcentagem média + desvio
padrdo e normalizados em relacdo a sobrevivéncia média das amostras tratadas apenas com
Nacl 0,9%, o veiculo de diluicdo especifico da cisplatina (controle), para comparacao entre os
ICso. Todos os experimentos foram realizados em triplicatas experimentais e duplicatas

bioldgicas.
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3.17 Analise Estatistica

Para comparagdo entre os grupos experimentais, foi utilizado o teste de Mann-
Whitney através da analise das médias e do desvio padrdo. Foi considerada em todas as
analises, a significdncia estatistica de p<0,05. Os graficos foram gerados utilizando o

programa GraphPad Prism (versdo 5.01).
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CONSIDERACOES ETICAS
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4 CONSIDERAGOES ETICAS

Esse estudo foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da Fundagio Pio Xl -
Hospital de Cancer de Barretos, Brasil, (CEP: 947/2015) apenas para ciéncia deste comité,
uma vez que o estudo utilizou apenas linhagens celulares comerciais de tumores de células
germinativas, e dispensa aprovacdo do comité para o uso deste tipo de amostras bioldgicas

(Anexo A).
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliagdo da expressao do miR-451 em linhagens celulares de tumores de células

germinativas

Inicialmente a expressao do miR-451 foi avaliado em cinco linhagens celulares de TCG
NTERA-2, 1777N, 1411H, JEG-3 e N2102. Os resultados demonstraram a menor expressao
deste miRNA nestas linhagens, quando comparadas a um pool de tecidos normais (Ambion's

First Choice® Human Total RNA Survey Panel) (Figura 3).
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Figura 3- Expressdao normalizada do miR-451 nas linhagens celulares tumorais de TCG.PTN: pool de tecidos
normais. Os niveis de expressdo foram obtidos pelo método matematico Z'Acq, sendo a normalizagdo realizada
pela expressao do controle endégeno SNORD48. As barras verticais indicam o desvio padrdo dos experimentos.

Além disso, experimentos iniciais demonstraram que o restabelecimento da
expressao do miR-451 na linhagem de TCG 1777N resultou em uma diminuigao significativa

no potencial de migracdo e invasdo destas células (Figura 4).
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Figura 4- Impacto da expressdo ectdpica do miR-451, na migracdo e invasdo da linhagem 1777N. Ambos
experimentos foram desenvolvidos pelo ensaio de transwell e avaliadas apds 24 horas. IR: linhagem parental
transfectada com um miRNA irrelevante (controle negativo); miR-451: linhagem parental transfectada com o
miRNA de interesse. As barras verticais indicam o desvio padrdo. Teste de Mann-Whitney; * p<0,05,
comparado ao IR.
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Assim, estes resultados indicaram as primeiras evidéncias de que o miR-451 pode ter
um importante papel funcional em tumores de células germinativas. Apds a obtencdo destes
resultados, selecionamos as linhagens celulares tumorais NTERA-2 e JEG-3 para a conducgdo

dos ensaios funcionais.

5.2 Avaliagdo do perfil mutacional em genes associados a via PI3K/AKT nas linhagens

NTERA-2, JEG-3 e em tumores de células germinativas de testiculos

A avaliacdo de mutagdes foi realizada através dos dados disponiveis no Cosmic Cell
Lines Project (http://cancer.sanger.ac.uk/cell_lines) nas linhagens NTERA-2 e JEG-3. Foram
avaliados os genes ACLY, AKT, ATG13, ATM, ATR, ATXN1, BAD, BAX, BCL2L11, CAB39, CCNA2,
CCDC88B, CDK2, CKDN1B, CHUK, DEPTOR, EBP, FOXO1, GABRG2, HTT, IL2, IRS1, JAK1, KITLG,
LYN, MTOR, MYT1, NOS3, PALD1, PDCD4, PDPK1, PFKFB2, PHLPP1, PIKFYVE, PPP2CA, PRKDC,
PTEN, PTK2, RICTOR, RPS6, SKP2, SYK, TBK1, TP53, TRAF, TSC1, TSC2, TSPY1, WDFY2, WEE],
XIAP e WHAB. Praticamente todos os genes avaliados ndo apresentavam mutagdes, com
excecdo de mutacdes missense encontradas nos genes ATR (c.6259A>G) na linhagem NTERA-
2, e ATG13 (c.1021G>A)e ATXN1 (c.419C>G) na linhagem JEG-3 (Tabela 2). Porém os efeitos
causados por essas mutagdes ainda ndo foram determinados.

Adicionalmente, nosso grupo reportou que as linhagens NTERA-2 e JEG-3 ndo
apresentam mutacGes na regido promotora do gene TERT, BRAF (V600E) e ambas
apresentam estabilidade de microssatélites” %,

Além disso, nés avaliamos in silico o perfil mutacional dos mesmos genes em células
germinativas de testiculo utilizando o banco de dados do TCGA (https://tcga-
data.nci.nih.gov/tcga/). Nas 155 amostras analisadas, observamos uma baixa frequéncia de
mutagdo para os genes analisados (Figura 5).

Esses dados demonstram que as linhagens celulares de tumores de células
germinativas NTERA-2 e JEG-3 apresentam poucas mutacdes em genes que tem papel
importante na regulacdo da via PI3K/AKT, reforcando assim que a regula¢do da via possa

ocorrer por outros mecanismos moleculares.



Tabela 2 - Andlise do perfil mutacional das linhagens celulares tumorais NTERA-2 e JEG-3.

Gene NTERA-2 JEG-3
ACLY selvagem selvagem
AKT selvagem selvagem
ATG13 selvagem selvagem
ATM selvagem mutado
ATR mutado  selvagem
ATXN1 selvagem mutado
BAD selvagem selvagem
BAX selvagem selvagem
BCL2L11 selvagem selvagem
CAB39 selvagem selvagem
CCNA2 selvagem selvagem
CCD(C88B selvagem selvagem
CDK2 selvagem selvagem
CDKN1B selvagem selvagem
CHUK selvagem selvagem
DEPTOR selvagem selvagem
EBP selvagem selvagem
FOXO01 selvagem selvagem
GABRG2 selvagem selvagem
HTT selvagem selvagem
ILK selvagem selvagem
IRS1 selvagem selvagem
JAK1 selvagem selvagem
KITLG selvagem selvagem
LYN selvagem selvagem
MTOR selvagem selvagem

Gene NTERA-2 JEG-3
MYT1 selvagem selvagem
NOS3 selvagem selvagem
PALD1 selvagem selvagem
PDCD4  selvagem selvagem
PDPK1 selvagem selvagem
PFKFB2  selvagem selvagem
PHLPP1 selvagem selvagem
PIKFYVE selvagem selvagem
PPP2CA selvagem selvagem
PRKDC  selvagem selvagem
PTEN selvagem selvagem
PTK2 selvagem selvagem
RICTOR  selvagem selvagem
RPS6 selvagem selvagem
SKP2 selvagem selvagem
SYK selvagem selvagem
TBK1 selvagem selvagem
TP53 selvagem selvagem
TRAF6 selvagem selvagem
T5C1 selvagem selvagem
75C2 selvagem selvagem
TSPY1 selvagem selvagem
WDFY2  selvagem selvagem
WEE1 selvagem selvagem
XIAP selvagem selvagem
YWHAB selvagem selvagem
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ACLY 0.7%
AKT1 0%
ATG13 0%
ATM 0.7%
ATR 1.3%
ATXN1 0.7%
BAD 0%
BAX 0%

BCL2L11 0%

CAB39 0%

CCNA2 0%

ccpcssB 0.7%

CDK2 0%
CDKN1B 0%
CHUK 0%
DEPTOR 0%
EBP 0.7%
FOXO1 0%

GABRG2 0.7%

HTT 2%
L2 0%
IRS1 0.7%
JAK1 0.7%
KITLG 0%
LYN 0%
MTOR 0.7%
MYT1 0.7%
NOs3 0.7%
PALD1 0%
PDCD4 0.7%
PDPK1 0.7%
PFKFB2 0%
PHLPP1 0.7%

PIKFYVE 0%

PPP2CA 0%
PRKDC 2.7%
PTEN 0%
PTK2 0.7%
RICTOR 0.7%
RPS6 0%
SKP2 0.7%
SYK 0.7%
TBK1 0%
TP53 1.3%
TRAF1 0%
TSC1 0%
Tsc2 0.7%
TSPY1 0%
WDFY2 0%
WEE1 0%
XIAP 0.7%
YWHAB 0%

= MutagBes

Figura 5- Analise de mutagdes em tumores de células germinativas de testiculo do consércio internacional The
Cancer Genome Atlas. Os genes da via PI3K/AKT foram avaliados por meio de sequenciamento de nova
geragdo. Os retangulos cinza representam cada uma das amostras avaliadas, em um total de 155 amostras, e os
retangulos verdes indicam a presenga de mutagao.
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5.3 Determinacgao do IC,oo para selegdo das células resistentes a puromicina.

As células transduzidas com Lenti microRNA foram selecionadas com puromicina, ja
que o vetor lentiviral possui o gene de resisténcia a este antibiético.Para determinar a
guantidade de puromicina necessdria para selecionar as células transduzidas, foi construida
uma curva dose-resposta de puromicina nas linhagens parentais. Para a linhagem celular
NTERA-2 foram utilizadas as concentra¢des de 0,5, 1,0 e 1,5 pg/mL, e para a linhagem JEG-3
foram usadas as concentracgées de 0,25, 0,5, 1,0, 1,5, 1,875, 2,5 e 5,0 ug/mL.

Apds 72 horas do tratamento com antibidtico, o ensaio de viabilidade celular
determinou o efeito das diferentes concentragGes de puromicina. (Figura 6). A partir desse
resultado, para linhagem NTERA-2 foi determinada a concentragdo 0,5 ug/mL e para

linhagem JEG-3 de 2,5 pug/mL para selecdo das linhagens apds a transducdo com o lentivirus.
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Figura 6- Determinagdo do IC,yo da puromicina nas linhagens celulares NTERA-2 e JEG-3. Apds 72 horas do
tratamento com o antibidtico o ensaio de viabilidade celular determinou o efeito das diferentes concentragées
de puromicina.

5.4 Avaliagdo da expressdo do miR-451 nas linhagens celulares NTERA-2 e JEG-3 apds a

transducao

A avaliagdo de expressao do miR-451 demonstrou que microRNA ndo é expresso nas
linhagens parentais de TCG NTERA-2, 1777N, 1411H, JEG-3 e N2102. Assim, selecionamos as
linhagens celulares NTERA-2 e JEG para a transdugao celular e a selegao com puromicina. Os
clones das duas linhagens foram submetidos ao screening de expressdo para avaliacdo do

nivel de expressao do miR-451.
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Para a linhagem NTERA-2 foram sete clones transduzidos com o microRNA
irrelevante através da citometria de fluxo e 11 clones transduzidos com o miR-451, sendo
que sete deles foram isolados por citometria de fluxo e quatro com filtro contendo tripsina.
Todos os clones transduzidos com o microRNA irrelevante ndo apresentavam expressao do
miR-451 (expressdo indetectdvel), assim como as linhagens parentais. Além disso,
observamos superexpressao do microRNA em sete dos 11 clones transduzidos com o miRNA,
sendo que apenas quatro clones ndo apresentaram aumento no nivel de expressdao do miR-
451 (dois clones selecionados por citometria e dois com filtro) (Figura 7).

A partir da avaliacdo do nivel de expressao na linhagem NTERA-2, selecionamos para
conduzir os experimentos funcionais o pool celular transduzido com o miRNA irrelevante
(IR), o clone 4 (nivel de expressao do miR-451 mais proximo ao testiculo normal) e o clone 6
(nivel de expressdao do miR-451aumentado em relagdo testiculo normal). A fim de facilitar a
distincdo entre os clones selecionados, chamaremos o clone 4 de clone A, e o clone 6 de

clone B.

NTERA-2

Expressdao
Normalizada

0.6-.
0.4+
0.2+
0.0 T

T T L T —T T T T
IR clone 1 clone 2 clone 3 clone 4 clone 5 clone 6 clone 7

Figura 7- Andlise da expressdao do miR-451 na linhagem celular NTERA-2. LP: linhagem parental sem qualquer
tratamento, LN: linfonodo normal, PTN: pool de testiculos normais (Ambion's First Choice® Human Total RNA
Survey Panel), IR: clone transduzido com um miRNA irrelevante (controle negativo), e clones transduzidos que
apresentam expressdo do miR-451. Os niveis de expressao foram obtidos pelo método matematico 2 sendo
a normalizagdo realizada pela expressao de controle endégeno SNORD48. As barras verticais indicam o desvio
padrao das duplicatas dos experimentos.

Para a linhagem celular JEG-3 foram selecionados cinco clones transduzidos com o
microRNA irrelevante, sendo dois deles selecionados por citometria de fluxo, e trés col6nias
celulares isoladas com filtro contendo tripsina. Ainda, foram obtidos 11 clones transduzidos
com o miR-451, sendo seis deles selecionados por citometria de fluxo e cinco com filtro

contendo tripsina. Todos os clones transduzidos com o microRNA irrelevante nao
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apresentavam expressdao do miR-451 (expressdo indetectavel). Além disso observamos um
aumento de expressdo do miR-451 em todos os clones selecionados, apds a transducdo da
linhagem JEG-3 (Figura 8).

Apds a avaliagdo do nivel de expressdao na linhagem JEG-3, selecionamos para
conduzir os experimentos funcionais o pool celular transduzido com o miRNA irrelevante
(IR), o clone 8 (nivel de expressdao do miR-451 mais préximo ao de testiculo normal) e o clone
11(nivel de expressdo do miR-451 superior ao de testiculo normal).A fim de facilitar a
distincdo entre os clones selecionados, chamaremos o clone 8 apenas de clone A, e o clone
11 de clone B.

JEG-3

Expressdao
Normalizada

LP LN PTN IR clone 1 clone 2 clone 3 clone 4 clone 5 clone 6 clone 7 clone 8 clone 9 clone 10 clone 11

Figura 8- Andlise da expressdo do miR-451 na linhagem celular JEG-3. LP: linhagem parental sem qualquer
tratamento, LN: linfonodo normal, PTN: pool de testiculos normais (Ambion's First Choice® Human Total RNA
Survey Panel), IR: clone transduzido com um miRNA irrelevante (controle negativo), e clones transduzidos que
apresentam expressdao do miR-451. Os niveis de expressao foram obtidos pelo método matematico 2% sendo
a normalizagdo realizada pela expressao de controle endégeno SNORD48. As barras verticais indicam o desvio
padrdo das duplicatas dos experimentos.

5.5 Avaliacido do impacto da superexpressio do miR-451 na viabilidade celular das

linhagens de TCG

Apds a selecdo dos clones, para determinarmos o efeito da superexpressao do miR-
451 na viabilidade celular nas linhagens de TCG NTERA-2 e JEG-3 realizamos o ensaio de MTS
pelo periodo de 72 horas com intervalos de 24 horas. Na linhagem NTERA-2 a
superexpressdo do miR-451 n3do apresentou impacto na viabilidade celular em 48 horas no
clone A e B (p=0,69 e p=0,17), respectivamente. No tempo de 72horas ndo houve impacto
no clone A (p=0,17), porém no clone B ocorreu um aumento da viabilidade celular (p=0,02)

(Figura 9).
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Entretanto, na linhagem celular JEG-3 foi detectado uma redugao da viabilidade para

ambos os clones (A e B) avaliados no tempo de 48 horas (p<0,01) e em 72 horas (p<0,01)

(Figura 9).
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Figura 9- Impacto da superexpressdo do miR-451 na viabilidade celular das linhagens de TCG avaliadas. IR:
linhagem parental transduzida com um miRNA irrelevante (controle negativo), e clone A (nivel de expressido
préximo ao pool de testiculos normais) e clone B (nivel de expressdo superior ao pool de testiculos normais). As
barras verticais indicam o desvio padrdo das triplicatas dos experimentos, os resultados foram expressos por
porcentagem média relativo ao tempo de 24 horas (considerado 100% de viabilidade), os asteriscos indicam
significancia estatistica (*) p<0,05.

5.6 Avaliagdo do impacto da superexpressao do miR-451 no potencial de proliferacdo

(DAPI) das linhagens de TCG
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O indice de proliferagao celular foi avaliado através da coloragao dos nucleos
celulares com DAPI. Na linhagem NTERA-2 a superexpressdo do miR-451 ndo alterou a
proliferacdo celular em 48 horas no clone A (p=0,13), porém no clone B ocorreu um
aumento da viabilidade celular (p=0,01). Em 72 horas ndo ha diferenca estatistica entre as
condicbes analisadas, no clone A e B (p=0,24 e p=0,30), respectivamente (Figura 10).

Na linhagem celular JEG-3 apds 48 horas ocorreu uma diminuicdo da proliferacdo
celular no clone A (p<0,01), o mesmo ndo sendo visto no clone B (p=0,66). Em 72 horas

encontramos uma reducdo da proliferacdo celular para os clones A e B (p<0,01) (Figura 10).
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Figura 10- Impacto da superexpressdo do miR-451 na capacidade de proliferacdo das linhagens de TCG
avaliadas.IR: linhagem parental transduzida com um miRNA irrelevante (controle negativo), e clone A (nivel de
expressdo proximo ao pool de testiculos normais) e clone B (nivel de expressdo superior ao pool de testiculos
normais). As barras verticais indicam o desvio padrdo das triplicatas dos experimentos, os resultados foram
expressos por porcentagem média relativo ao tempo de 24 horas (considerado 100% de viabilidade), os
asteriscos indicam significancia estatistica (*) p<0,05.
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5.7 Avaliagao do impacto da superexpressao do miR-451 no potencial de migragao celular

das linhagens de TCG

Na linhagem NTERA-2, a andlise da capacidade de migracdo pelo ensaio transwell
mostrou que em ambos os clones expressando o miR-451 ocorre uma diminuicdo
significativa no potencial migratdrio no clone A (p<0,01) e no clone B (p=0,03) comparado ao
miRNA irrelevante (Figura 11). Na linhagem JEG-3, a superexpressdo do miR-451 levou a
diminuicdo da capacidade migratéria das células transduzidas no clone A (p<0,01), no
entanto no clone B (p<0,01) ocorreu um aumento significativo na taxa de migracdo celular

(Figura 11).
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Figura 11- Impacto da superexpressao do miR-451 na capacidade de migracdo celular das linhagens de TCG
avaliadas. A) Membranas da migracdo transwell. B) Taxa de migracdo celular. IR: linhagem parental transduzida
com um miRNA irrelevante (controle negativo), e clone A (nivel de expressdo préximo ao pool de testiculos
normais) e clone B (nivel de expressdo superior ao pool de testiculos normais). Os experimentos foram
avaliados apds 24 horas. As barras verticais indicam o desvio padrao das triplicatas dos experimentos, os
resultados foram expressos por porcentagem média relativo ao IR (considerado 100%). Teste de Mann-
Whitney (*) p<0,05, (**) p<0,01.
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5.8 Avalia¢do do impacto da superexpressdo do miR-451 no potencial de invasdo celular

das linhagens de TCG

Para melhor elucidar o papel do miR-451 na progressao dos tumores de células
germinativas realizamos o ensaio de invasdo celular nas linhagens NTERA-2 e JEG-3.Nossos
resultados mostraram que houve uma significativa diminuigdo na capacidade de invasao
celular da linhagem NTERA-2, no clone A (p=0,01), entretanto para o clone B (p=0,61)ndo foi
observada diferenca significativa(Figura 12). J4 a superexpressao do miR-451 em JEG-3, ndo
foi capaz de inibir a invasdo celular no clone A(p=0,76), porém para oclone B(p=0,01) foi

observado um aumento significativo na capacidade de invasdo celular(Figura 12).
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Figura 12- Impacto da superexpressdo do miR-451 na capacidade de invasdo celular das linhagens de TCG
avaliadas. A) Membranas da invasdo transwell. B) Taxa de invasdo celular. IR: linhagem parental transduzida
com um miRNA irrelevante (controle negativo), e clone A (nivel de expressdao préoximo ao pool de testiculos
normais) e clone B (nivel de expressdo superior ao pool de testiculos normais). Os experimentos foram
avaliados apds 24 horas. As barras verticais indicam o desvio padrdo das triplicatas dos experimentos, os

resultados foram expressos por porcentagem média relativo ao IR (considerado 100% ). Teste de Mann-
Whitney (*) p<0,05.
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5.9 Avaliacao do impacto da superexpressao do miR-451 no potencial de formagdo de

coldnia (clonogénico) das linhagens de TCG.

Buscando determinar o impacto da superexpressdao do miR-451 na capacidade de
formacdo de colbnias, utilizamos o ensaio de clonogenicidade dependente de ancoragem.
Na linhagem NTERA-2, ndo observamos alteracdes significativas no potencial clonogénico
tanto paraoclone A (p=0,21)quanto para o clone B (p=0,07).(Figura 13). Ja na linhagem JEG-
3, as células com expressao restabelecida do miR-451 apresentaram menor potencial

clonogénicotanto para o clone A (p<0,01) quanto para o clone B( p=0,03) (Figura 13).
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Figura 13- Impacto da superexpressdao do miR-451 na capacidade de formacdo de colonia das linhagens de TCG
avaliadas. A) Imagens representativas do ensaio de formacdo de coldnia; B) Quantificacdo das coldnias. IR:
linhagem parental transduzida com um miRNA irrelevante (controle negativo), e clone A (nivel de expressido
préoximo ao pool de testiculos normais) e clone B (nivel de expressdo superior ao pool de testiculos normais).
Os experimentos foram avaliados apds 12 dias. As barras verticais indicam o desvio padrao das triplicatas dos

experimentos, os resultados foram expressos por porcentagem média relativo ao IR (considerado 100%) Teste
de Mann-Whitney (*) p<0,05, (**) p<0,01.
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5.10 Busca in silico para sele¢do de alvos do miR-451

Através do banco de dados de predi¢cdo de alvos para microRNAs, miRWalk foram
selecionadas as proteinas alvos PDPK1 e WDFY2 para avaliagdo de regulagao pelo miR-
451(Figura 19), além das proteinas PI3K e AKT.

A

WDFY2 3'UTR 5' .. .AGUAUUUAC[IH?Z?AGA-I?JIXCII??IIJ[IIG. .o
miR-451la 3' UUGAGUCAUUACCAUUGCCAAA

PDPK1 3’UTR 5' ...CCUCUAGAGAGAGCCGGUU...

I
miR-451a 3' UUGAGUCAUUACCAUUGCCAAA

Figura 14- Previsdo de alvos do miR-451. Sequéncia prevista com pareamento na regidgo 3'UTR dos genes
WDFY2 (A) e PDPK1 (B) .

Estas proteinas foram reportadas como possiveis alvos do miR-451 por pelo menos
quatro algoritmos diferentes, e além disso, elas foram selecionadas porque existem relatos
na literatura de que elas estdo associadas a processos bioldgicos envolvidos na

8, 90 Através da

tumorigénesee podem estar envolvidas na ativacdo da via PI3K/Akt
ferramenta STRING geramos uma representagao que indica um alto nivel de confianga da
interacdo entre as proteinas preditas e a via PI3K/AKT (Figura 14). A partir desses resultados
avaliamos o impacto da superexpressdao do miR-451 nas proteinas associadas com a via

PI3K/AKT.
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Figura 14- Representacdo esquematica da rede de interacdo das proteinas envolvidas regulacdo da via de
sinalizacdo PI3K/Akt. Essa rede de interacdo entre as proteinas foi gerada utilizando-se a ferramenta on-line
STRING (http://string-db.org/). A espessura das linhas indica o valor do escore combinado de intera¢do entre as
proteinas. Quanta mais espessa maior o escore, ou seja, maior evidéncia da interagdo significativa entre as
proteinas.
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5.11 Avaliag¢do do impacto da superexpressdo do miR-451 sobre as proteinas associadas

com a via PI3K/AKT nas linhagens de TCG

Apds transducdo, para avaliar o impacto dos potenciais alvos moleculares do miR-451
preditos na analise in silico analisamos os niveis das proteinas PDK1,WDFY2, PI3Ka e pAKT
por western blot. A proteina CAB39 foi utilizada como um controle positivo para agao do
miR-451, uma vez que j4 foi validada como regulada pelo miR-451%°. E a proteina R-actina foi
usada como controle interno de normalizagdao. A analise do nivel de proteinas foi realizada
nas linhagens celulares de tumores de células germinativas NTERA-2 e JEG-3. Os resultados
demonstram que na linhagem celular NTERA-2 ocorreu uma regulacdo na expressdo de PDK1
para ambos os clones (p=0,02) e na proteina WDFY2 no clone A (p=0,02). Entretanto, nos
clones A e B ndo houve regulacdo nas proteinas CAB39 (p=0,88), PI3a (p=0,88) e pAKT
(p=0,88) (Figura 15).
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Figura 15- Avaliagdo da expressdo das proteinas CAB39, PDK1, WDFY2, PI3Ka e pAKT apds a superexpressao do
miR-451 na Inhagem NTERA-2. Apds a transdugdo a analise de expressdo proteica foi realizada por meio de
ensaio de Western Blot. IR: linhagem parental transduzida com um miRNA irrelevante (controle negativo), e
clone A (nivel de expressdo proximo ao pool de testiculos normais) e clone B (nivel de expressdo superior ao
pool de testiculos normais). R-act: proteina beta actina (normalizador), pAKT: por¢do fosforilada da proteina
AKT. As bandas referente a expressdo das proteinas foram quantificadas por densitometria com auxilio do
programa Imagel). As barras verticais indicam o desvio padrao das duplicatas dos experimentos, os resultados
foram expressos por porcentagem média relativo ao IR (considerado 100%). Teste de Mann-Whitney * p<0,05.
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Na linhagem JEG-3, fica evidenciado que a superexpressdao do miR-451 pode estar
associado com a regulacdo das proteinas CAB39 e PDK1 em ambos os clones (p=0,02), e com
a reducdo na forma ativa da proteina pAKT para ambos os clones avaliados (p=0,02). A
proteina WDFY2, ndo foi regulada nos clone A e clone B (p=0,30). E ainda a regulacdo de

PI3Ka foi observada somente no clone A (p=0,02) (Figura 16).

IR clone A clone B IR clone A daone B IR clone A clone B

CAB3D w—— e PDKL |sm— : WDFY2 | s e |

R w— —
R-Act R LT~ 3 ——— R -Act
150 150 150

100

I 1T
100 —1— 100 ——

- —
—=

50

50, .

U=

T T T T T T T T T
IR clone A clone B IR clone A clone B IR clone A clone B

Expressio Relativa (%)
Expressao Relativa (%)
Expressdo Relativa (%)

IR clone A cloneB IR clone A clone B
PI3Ka =l — DAKT —
R-Act —— B-Act — — —
150 150
9 9
= )
Z 400 — £ 100
s —] ]
3 3 1
14 * e
8 L 2 -
2 50 & 50
@ Q
& &
3 ¢
w |
0 T T T 0 T T T
IR clone A clone B IR clone A clone B

Figura 16- Avaliacdo da expressao das proteinas CAB39, PDK1, WDFY2, PI3Ka e pAKT apds a superexpressao do
miR-451 na linhagem JEG-3.Ap0ds a transdugdo a analise de expressdo proteica foi realizada por meio de ensaio
de Western Blot. IR: linhagem parental transduzida com um miRNA irrelevante (controle negativo), e clone A
(nivel de expressdo préximo ao pool de testiculos normais) e clone B (nivel de expressdo superior ao pool de
testiculos normais). B-act: proteina beta actina (normalizador), pAKT: porg¢do fosforilada da proteina AKT. As
bandas referente a expressdao das proteinas foram quantificadas por densitometria com auxilio do programa
Imagel.As barras verticais indicam o desvio padrdo das duplicatas dos experimentos, os resultados foram
expressos por porcentagem média relativo ao IR (considerado 100%). Teste de Mann-Whitney * p<0,05.

5.12 Avaliacdo do impacto da superexpressao do miR-451na resposta ao tratamento com

cisplatina das linhagens de TCG

Buscando explorar o papel do miR-451 e seu impacto em relagdo a resposta a
cisplatina nestas linhagens, inicialmente foram determinados os valores de ICsy nas

linhagens parentais NTERA-2 (ICso = 0,05 uM) e JEG-3 (ICso = 6,90 uM). Apds a transducdo
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foram testadas sete concentracdes do quimioterapico, variando de 0,125 uM a 50 uM, em
NaCl 0,9%.

Nas duas linhagens avaliadas, a superexpressao do miR-451 n3do teve impacto
significativo na respostadas células ao tratamento com cisplatina, qguando comparamos os

valores de ICsg obtidos no controle (IR) (Figura 17).
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Figura 17-Impacto da superexpressdo do miR-451 no tratamento com cisplastina das linhagens de TCG
avaliadas. Curva de concentrac¢des de cisplatina. IR: linhagem parental transduzida com um miRNA irrelevante
(controle negativo), e clone A (nivel de expressdo proximo ao pool de testiculos normais) e clone B (nivel de
expressdo superior ao pool de testiculos normais). Os experimentos foram avaliados apds 72hors. As barras
verticais indicam o desvio padrdo das triplicatas dos experimentos.
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6 DISCUSSAO

Os tumores de células germinativas sdo raros e ocorrem mais comumente nos
testiculo em adultos e na regido sacral em criancas. Nas ultimas décadas foi observada uma
elevagdo na incidéncia de TCGs, porém as causas desse aumento permanecem
desconhecidas®. Para os TCGT a exposicdo a agentes toxicos no ambiente, predisposicao
genética e criptorquidismo sao fatores associados ao desenvolvimento desses tumores®. A
tumorigénese é um processo complexo e varios mediadores moleculares influenciam o
comportamento tumoral.Ainda,alteragdes na expressao de microRNAs ja foram associadas
ao desenvolvimento dos tumores de células germinativaszs.

A descoberta do primeiro microRNA aconteceu ha mais de 20 anos e deu inicio a uma
nova era na biologia molecular. Atualmente, os microRNAs forneceram uma nova
perspectiva sobre a regulacdo da expressdo génica, acredita-se que eles regulem um terco
dos genes no genoma, exercendo papel importante em processos biolégicos fundamentais
como o controle da diferenciacdo celular, crescimento e apoptose® **.

Os microRNAs constituem uma familia de RNAs enddgenos pequenos, altamente
conservados,que ndo codificam proteinas, e regulam negativamente a expressdo génica
mediando a repressao da transdugdo ou clivagem de mRNAs. A desregulagao de expressao
de microRNAs é uma caracteristica comum dos tumores, eles sdo categorizados em
oncogenes ou supressor de tumor B A perda de expressdo de microRNAs pode levar ao
aumento da expressdo de oncogenes alvo, e o aumento da expressao de
microRNAsoncogénicos (oncomirs) pode reprimir a expressdo de supressores de tumores
alvos *°. 0 papel dos microRNAsvem sendo explorado através de estudos funcionais para
melhor caracterizacdo de seu papel no diagndstico, classificacdo, progndstico e tratamento
do cancer.

O miR-451 tem expressao reduzida em tumores na compara¢ao com o tecido normal

60, 62, 65 A 14
Al

em carcinoma de pulmao, carcinoma hepatocelular e em carcinoma de bexiga em

disso, pacientes com tumores gastrico que apresentam niveis de expressao mais elevados do
miR-451 tem melhor sobrevida®. O miR-451 j4 foi descrito com caracteristicas de supressor
de tumorem gliomas, tumores gdastricos e de mama, e a sua superexpressdo pode levar ao

59, 64, 65, 97, 98

aumento de sensibilidade a cisplatina em carcinoma de pulmao . Contrério a isso,
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recentemente um trabalho o descreve com caracteristica oncogénica em cancer
pancreatico®. Resultados iniciais de um trabalho realizado pelo nosso grupo com linhagens
de tumores de célula germinativa reforcou a hipdétese de que o miR-451 tem papel
importante como supressor tumoral neste tipo de tumor (vide tdpico 5.1).

Assim, o presente estudo buscou caracterizar o efeito da superexpressao in vitro do miR-
451 em duas linhagens tumorais de tumores de células germinativas, NTERA-2 e JEG-3, e sua
resposta ao tratamento com cisplatina.

Neste trabalho a estratégia baseada na utilizacdo de vetores lentivirais foi eficiente para
restabelecer a expressdao do miR-451 de forma estavel e permanente nas linhagens celulares
selecionadas. Embora,o sistema lentiviral possa transduzi rcom alta eficiéncia células que
estdo ou ndo em divisdo celular, ndo é possivel controlar o local da inser¢cdo e nimero de
particulas virais introduzidas em cada célula, o que pode ocasionar em niveis varidveis de
expressao do microRNA, ou mesmo promover o rompimento de genes importantes para a
manutencdo do fenétipo destas células™®® %,

Apds a transducdo e isolamente de clones, nds avaliamos o nivel de expressdo do
miR-451 por meio da técnica de RT-gPCR, e conforme esperado, obtivemos clones com
diferentes niveis de expressdo. Para auxiliar na selecdo dos clones que seriam utilizados nos
ensaios funcionais, nos baseamos no nivel de expressdao de um pool de testiculos normais
como referéncia, buscando obter um nivel préximo ao fisioldgico. Assim, optamos pela
avaliacdo de dois clones em cada linhagem para verificar se o nivel de superexpressdo
influenciaria nos resultados. Dessa forma, selecionamos um clone que apresentava
expressao do miR-451 préximo ao pool de testiculos normais (clone-A), e um clone que
apresentava nivel de expressdo superior ao do pool (clone-B) para conduc¢do dos ensaios
funcionais.

As células normais controlam cautelosamente os estimulos de crescimento celular, ja
as células cancerigenas além de ndo responderem aos estimulos do microambiente podem
adquirir a capacidade de sustentar a sinalizagdo proliferativa, resultando em uma
proliferagdo demasiada®’. Nossos resultados demonstraram que a superexpressao do miR-
451 na linhagem NTERA-2 em 48 horas promoveu um aumento da proliferacdo, eapds 72
horas observamos um aumento significativo da viabilidade celular no clone-B. Na linhagem
JEG-3, ocorreu a reducdo na viabilidade celular em ambos os clones e tempos avaliados, jano

ensaio de proliferagdao constatamos uma diminuigdo da proliferagdao celular no clone A em
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48 horas, e em ambos os clones em 72 horas.Estudos anteriores mostram que
asuperexpressdao do miR-451 leva areducdo da proliferacdo e da viabilidade celular em
carcinoma hepatocelular in vitro e in vivo®. Em contraste, no carcinoma pancreatico a
superexpressdao do miR-451 levou a um aumento da proliferacdo e viabilidade celular in vitro
e in vivo™.

A migragdo e invasao celular sdo aspectos importantes na progressao tumoral e
envolvem a disseminagao de células neoplasicas além do sitio primério32. Em nosso trabalho
a superexpressdao do miR-451 na linhagem NTERA-2 inibiu a migracdo e invasdo celular no
clone A. Na linhagem JEG-3 também aconteceu uma reduc¢do na migragdo celular no clone A,
por outro lado, de forma inesperada ocorreu um aumento na capacidade de migracdo e
invasdo no clone B. Em linhagens de carcinoma de nasofagingee no cancer colorretal
gastrico a superexpressdao do miR-451 levou uma reducdo da capacidade de migracdo e
invasdo, além de suprimir o crescimento de tumores de nasofagingeem camundongos
xenoenxertados’® %2,

A disseminacdo do cancer para outros tecidos acontece quando células que se
desprenderam do tumor conseguem se estabelecer e formar col6nias celulares em outros
6rgdos, dando origem a metastase®’. O ensaio clonogénico realizado na linhagem JEG-3
mostrou um decréscimo no numero e no volume das colGnias para ambos os clones
analisados, ja o potencial clonogénico na linhagem NTERA-2 nao foi alterado. Em cancer de
pulmao ndo pequenas células e cancer colorretal a superexpressdo do miR-451 também foi

associado com a diminuicdo do numero de colénias celulares.® 103

. Além disso, a inibicdo do
miR-451 levou a um aumento das colénias em linhagens de carcinoma hepatocelular®.

Com a finalidade de encontrar possiveis genes alvos do miR-451 utilizamos uma
abordagem in silico e identificamos os genes PDK1 e WDFY?2. Essa abordagem ndo identificou
genes PI3K e AKT como alvos diretos do miR-451. No entanto, usando a rede de associagao
funcional de proteinas denominada STRING identificamos uma interacdo entre PDK1 e
WDFY2 com a via PI3K/AKT. A via PI3K/AKT é a mais frequentemente alterada no cancer, e
desempenha importante papel no controle de diversas funcdes celulares como sintese de
proteinas, ciclo celular, sobrevivéncia, apoptose e esta amplamente envolvida na resisténcia

a medicamentos’®. Em linhagens celulares de cancer de pulmdo a superexpressao de miR-

451 foi associada a reducdo da proteina pAKT®.
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A proteina quinase 1 dependente de 3-fosfoinositideo (PDK1),é codificada pelo gene
PDPK1 e esta envolvida na promoc¢do da tumorigénese, nos processos de proliferacao,
apoptose e invasao celular'®. A diminuigdo da sua expressao reduz o crescimento celular no
cancer colorretal, e em células tumorais de figado e esta intimamente associada a atividade
da viaPI3K/AKT™>7 A indugdao da expressdao de PDK1 ja foi associada com o crescimento
tumoral de carcinoma mamario, através da regulacdo da via PI3K/AKT pela fosforilacdo do
residuo 308 de AKT e ativagdo de PI3Ka'®. A expressao de WDFY2 foi capaz de induzir a
progressao tumoral, e sua inibicdo foi associada com o bloqueio da via PI3K/AKT em
carcinoma de ovario®. Ja a superexpressdo de WDFY2 em linhagens celulares tumorais de
prostata levou a diminuigao da capacidade migratdria e de formagao de col6nia suprimindo
a via de AKT, demonstrando assim que seu papel é diferenciado e depende do contexto
celular.

Demonstramos neste trabalho que apds a transducdo do miR-451 ocorreu uma
regulagdao da proteina PDK1 em ambas linhagens. E na linhagem NTERA-2 a regulagao de
WDFY2 em apenas um dos clones avaliados. J4 na linhagem JEG-3 observamos a diminuicdo
nos niveis protéicos de CAB39, PDK1, PI3Ka e pAKT. A proteina de ligacdo ao cdlcio 39
(CAB39) ja havia sido demonstrada previamente como alvo do miR-451 em carcinoma

9 99 Esses resultados

hepatocelular e no glioma humano influenciando a via PI3K/AKT
demonstram que pode haver uma interagdo e uma regulagdo indireta da via PI3K/AKT pelo
miR-451,porém sdo necessarios mais estudos para elucidar a sua fungdo bioldgica e seu na
rede regulatdria.

Embora a maioria dos pacientes com tumores de células germinativas metastaticos
sejam curados com terapias baseadas em cisplatina, o desenvolvimento de resisténcia a
droga é uma limitagdo grave no tratamento. Alteracdes na expressao de microRNAs podem
influenciar na sensibilidade dos tumores a terapias, e evidéncias apontam que os microRNAs
podem representar uma nova abordagem para o tratamento do cancer'®®. Um trabalho
realizado com linhagem celular de cancer de pulmdo, mostrou que a superexpressao do miR-
451 foi capaz de sensibilizar as células a cisplatina in vitro e in vivo em camundongos
indicando que a regulacdo do miR-451 poderia ser uma potencial estratégia terapéutica
neste tipo tumoral®.

No nosso trabalho a superexpressdao do miR-451 ndo teve impacto na sensibilidade a

cisplatina nas linhagens celulares NTERA-2 e JEG-3. Porém, ambas as linhagens se mostraram
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muito sensiveis antes mesmo da transdugao, o que dificultou a avaliagao do impacto do miR-
451 na resposta a cisplatina destas células. A extrema sensibilidade a quimioterapia nos
TCGs parece ser multifatorial. Esses tumores sdo propensos a apoptose e alguns estudos
tém associado esse fato a niveis elevados de Bax uma proteina pro-apoptética e baixos
niveis da proteina anti-apoptdtica Bcl-2, capacidade de reparo do DNA reduzida, além de
terem altos niveis de TP53 selvagem™®*?,

Apesar das linhagens celulares de tumores de células germinativas NTERA-2 e JEG-3
fazerem parte do mesmo grupo tumoral, elas apresentam diferentes histologias, o que
poderia justificar os divergentes resultados encontrados entre as linhagens®* .

Nenhum dos trabalhos citados aqui reporta se o nivel de superexpressao do miR-451
pode influenciar no seu papel funcional. Na literatura tem sido reportado que a expressao
em niveis supra-fisioldgicos pode nao sé levar a inibigdo de alvos que normalmente nao
seriam regulados, mas também sobrecarregar a maquinaria de interferéncia de RNA (dicer,
RISC, ARG etc), de tal forma que outros microRNAs terdo seu processamento e fungdo
afetadas'*.

Todos esses resultados em conjunto sugerem que a superexpressao do miR-451 pode
ter importante papel na tumorigénese dos tumores de células germinativas possivelmente

pela regulacdo indireta da viaPI3K/AKT. No entanto, mais ensaios necessitam ser realizados

para compreendermos de forma mais detalhada o papel do miR-451.
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7 LimitagGes do estudo

Podemos observar algumas limitacées em nosso trabalho, entre elas, o fato de
termos analisado o impacto da superexpressao do miR-451 em apenas duas linhagens
celulares de TCG, diante de um grupo de tumores muito heterogéneo. Ainda, os ensaios
funcionais foram realizados em apenas dois clones transduzidos com o miR-451 para cada
linhagem tumoral. Utilizamos o nivel de expressdo do miR-451 de um pool de testiculos
normais como referéncia, mas ndo sabemos neste momento se esta é a referéncia ideal.
Adicionalmente, as linhagens celulares utilizadas no estudo apresentam alta sensibilidade a
cisplatina, ndo sendo possivel avaliar com clareza o efeito da superexpressao do miR-451.

Além disso, neste momento ndo avaliamos o sitio de inser¢do do microRNA no
genoma das células, ndo sendo possivel avaliar se esta integracdo levou a alguma alteracao

molecular importante na fisiologia celular.
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8 CONCLUSOES

e Foi possivel realizar com eficiéncia a superexpressao in vitro do miR-451 nas
linhagens tumorais NTERA-2 e JEG-3 com o sistema lentiviral;

® O restabelecimento da expressdao do miR-451, préximo aos niveis de tecido normal,
na linhagem NTERA-2 foi associado a uma maior proliferagdo e viabilidade celular, e a
uma menor capacidade de migracdo e invasdo. Na linhagem JEG-3 foi associado, a
uma diminuicdo na viabilidade e proliferacdo celular, e menor capacidade de
migracdo e formacdo de colOnias, e maior capacidade de invasdo;

e QO restabelecimento da expressdo do miR-451 na linhagem NTERA-2 foi relacionado a
regulacdo das proteinas PDK1 e WDFY2, e na linhagem JEG-3 foi associado a
diminuig¢do nos niveis protéicos de CAB39, PDK1, PI3Ka e pAKT, demonstrando assim
gue superexpressdo do miR-451 possivelmente pode regular indiretamente a via
P13k/AKT;

e Nao foi possivel determinar o papel do miR-451 em relagao a resposta a cisplatina
nas linhagens celulares selecionadas, uma vez que ambas apresentam alta
sensibilidade a esta droga;

e QOs resultados apresentados demonstram evidéncias de que o restabelecimento da
expressao do miR-451pode ter papel importante no desenvolvimento dos tumores

de células germinativas.
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ANEXO

HOSPITAL Comité de Eti o .
BARRETOS omité de Etica em Pesquisa
@ ) Parecer Ad Referendum

Para: Aline Oliveira da Rocha

De: Thiago Buosi Silva
Coordenador Adjunto do Comité de Etica em Pesquisa

Data: 03/06/2015

Projeto de pesquisa: 947/2015

Prezado (a) Senhor (a),

Vimos, por meio desta, informar que o Comité de Ftica em Pesquisa (CEP) da Fundag&o Pio
XIl — Hospital de Cancer de Barretos recebeu o estudo de caso intitulado “Avaliagdo do papel do
miR-451 em linhagens celulares de tumores de células germinativas e seu impacto na resposta a
cisplatina.”, o qual foi cadastrado sob o numero 947/2015.

Declaramos estar cientes da realizacio do projeto de pesquisa supracitado, e que por
utilizar linhagens celulares comerciais de células germinativas e ndo se tratar de pesquisa

envolvendo seres humanos, ndo ha necessidade de apreciagdo/aprovagdo do CEP.

Atenciosamente,

Thiago Buosi Silva
Coordenador Adjunto do-€omité de Etica em Pesquisa
Fundagdo Pio XII - Hospital de Cancer de Barretos

. A Snoy 15106 S

Fundag&o Pio XIl — Hospital de Cancer de Barretos
Rua Antenor Duarte Villela, 1331 — B. Dr. Paulo Prata — Barretos — SP CEP 14784-400 — CNPJ 49.150.352/0001-12
Tel. 17 3321 0347 ou 17 3321 6600 R. 6647 — cep@hcancerbarretos.com.br




