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INTRODUGAO:

A incidéncia do cancer de tireoide (CT) vem crescendo no mundo, e um dos desafios enfrentados
por médicos hoje é diferenciar casos mais agressivos que merecem intervencdes terapéuticas mais
complexas em contraste com a maioria dos casos que, por sua evolu¢do indolente, podem ser
submetidos apenas a vigilancia ativa (1,2).

Muitos estudos vém demonstrando a desregulacdo de microRNAs em amostras de tecido de
tumores tireoidianos, reforcando a sua importancia na regulacéo de genes sabidamente associados a
carcinogénese tireoidiana (3-6). Em trabalho prévio de nosso grupo demonstramos, usando ferramentas
de bioinformética e dados disponiveis em bancos de dados como o TCGA e GEO, que o miR-148a-5p
esta desregulado no CT na presenca de metastase linfonodal (MLN). Este miRNA ja foi associado a pior
prognéstico em outros tipos de cancer (7,8), mas seu papel na progressao dos tumores de tireoide ainda
€ pouco explorado.

Dessa forma, investigamos a participacdo de hsa-miR-148a-5p na migracao da célula tireoidiana
cancerigena derivada de tumores papiliferos com mutacdo de BRAF (BCPAP) e rearranjo RET/PTC
(TPC-1). Especificamente, buscamos:

1. Avaliar a participacdo do miR-148a-5p no processo de migragcdo celular em cultura celular
utilizando ensaio de Les&o de Monocamada,;

2. Avaliar a participacdo do miR-148a-5p no processo de migracéo e invasdo celular em cultura
celular utilizando ensaio Camara de Boyden.

METODOLOGIA:

Cultura celular

Duas linhagens celulares mantidas em nosso laboratério foram utilizadas para avaliar a atividade
do miR-148a-5p na migracao das células tireoidianas. As linhagens derivadas de carcinoma papilifero
humano TPC-1 e BCPAP possuem o rearranjo cromossémico RET/PTC1 e a mutacdo BRAFT1799A,
respectivamente. As linhagens foram mantidas em meio DMEM suplementadas com 5% e 10% de soro
fetal bovino, respectivamente, em estufa sob condicfes de 95 % de ar e 5 % de CO2, a 37°C, na
presenca de solucao antibiética e antifungica.

Transfec¢do do mimético hsa-miR-148a-5p

Para a superexpressdo do miRNAs utilizamos o sistema mirVana™ (Thermo Fisher). As
linhagens celulares foram plagqueadas em triplicatas e apés 24 horas o meio de cultura substituido por
meio apropriado na auséncia de SFB. Para a padroniza¢do, o mimético (Thermo Fisher) foi transfectado
em duas concentragdes diferentes, 10 e 25 nM, utilizando Lipofectamine 2000® (Thermo), segundo
instru¢des do fabricante.

XXXI Congresso de Iniciacdo Cientifica da UNICAMP — 2023 1



Migracgao celular

1. Ensaio de Lesdo em monocamada

Nas linhagens submetidas a transfec¢éo, com o auxilio de uma ponteira estéril, realizamos uma
les&o em linha vertical na monocamada celular no centro de cada pogo. O processo de cicatriza¢ao foi
registrado com camera acoplada ao computador logo apds a realizagéo da lesado nos tempos 0, 16 e 24
h. As imagens obtidas de cada poco foram analisadas com o auxilio do ImageJ® para célculo das
medidas da distancia das lesGes nos diferentes tempos. Cada imagem foi medida em trés diferentes
pontos, e os valores da distancia em pixels coletados para aplicacéo estatistica.

2. Ensaio em Camara de Boyden modificada

Este ensaio permite a avaliagdo de migragcdo e invasdo celular. Para avaliar a migracao foi
utilizada a camara de Boyden modificada contendo insertos de membrana com poros de 8,0um. Apds a
transfeccdo com mimético, as células foram ressuspendidas em meio contendo soro fetal bovino e
plagueadas no compartimento superior da camara. O compartimento inferior foi preenchido com meio
contendo 10% de soro fetal bovino. Apds 12 h, o meio de cultura foi removido e a camara foi lavada com
PBS. As células do compartimento superior foram removidas e as células no compartimento inferior
fixadas, coradas com 0,5% Violeta Cristal e fotografadas em microscopio Nikon Eclipse E600.

Para os ensaios de invasao celular, foi utilizada matriz extracelular (ECM Gel from Engelbreth-
Holm-Swarm murine sarcoma — liquid, BioReagent), diluida em DMEM. Foram plaqueados 30uL da
matriz diluida na parte superior de cada inserto. Apés o plagueamento da matriz, a placa contendo os
insertos foi colocada em estufa a 37°C durante duas horas para solidificagcdo. Posteriormente a
preparacdo dos insertos, seguiu-se o mesmo protocolo de plaqueamento, coleta das amostras e
fotografia do ensaio de migragao.

Analise dos resultados
A andlise estatistica e construcdo dos gréficos foi realizada com auxilio do programa GraphPad
Prism versao 9.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Através do ensaio de lesdo em monocamada, observamos que a restauracdo do miR-148a-5p
produziu reducdo na migracao celular, tanto na linhagem de células TPC-1 (Figuras 1 e 2) quanto com
as células BCPAP (Figuras 3 e 4). Comparado ao controle, na linhagem TPC-1 todas as concentragdes
provocaram uma reducéo na taxa de migragao celular das células neoplasicas da tireoide de pelo menos
39% e no maximo 55% (Figura 2). Ja com a linhagem BCPAP, todas as concentra¢des provocaram uma
reducéo de no minimo 33% e no méaximo 65% (Figura 4).

TPC-1
miR-148a-5p

Control 5nM 10nM 15nM 20nM

Figura 1. Células TPC-1 transfectadas (5-20nM) ou ndo (controle) com o mimético miR-148a-5p em ensaio de lesdo de
monocamada. Imagens feitas em aumento de 40x em 0, 16 e 24 horas
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Redugéo da taxa de cicatrizagdo
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Figura 2. Taxa de cicatriza¢éo das feridas em ensaio de lesdo de monocamada em células TPC-1 transfectadas (5-20nM) ou
ndo (controle) com o mimético miR-148a-5p

BCPAP
miR-148a-5p

Figura 3. Células BCPAP transfectadas (5-20nM) ou ndo (controle) com o mimético miR-148a-5p em ensaio de lesdo de
monocamada. Imagens feitas em aumento de 40x em 0, 16 e 24 horas

Reducido da taxa de cicatrizacdo de feridas
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Figura 4. Taxa de cicatrizagdo das feridas em ensaio de lesdo de monocamada em células BCPAP transfectadas (5-20nM) ou
néo (controle) com o mimético miR-148a-5p

Em relac@o ao ensaio de migragdo em camara de Boyden modificada, a restauracao dos niveis
do mir-148a-5p nas células BCPAP diminuiu a migracao celular em relacao ao grupo controle (Figuras
5e 6).
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Figura 5. Avaliagcdo da taxa de migragdo através do ensaio
de camara de Boyden modificada. Feito em células BCPAP
transfectadas (10-20nM) ou nao (controle) com o mimético

mirld48a-5p

Figura 6. Grafico do nimero de células que migraram no
grupo controle (mock) e nos grupos transfectados (10nM-
20nM), em ensaio de camara de Boyden modificada.

miR-148a-5p.

Por fim, no estudo de invasdo celular em cadmara de Boyden modificada, essa restauracao
reduziu a invasao em relagdo ao grupo controle (Figura 7 e 8).
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Figura 7. Avaliag&o da taxa de invaséo através do ensaio Figura 8. Gréafico do nimero de células que invadiram no

de cdmara de Boyden modificada. Feito em células BCPAP grupo controle (mock) e nos grupos transfectados (10nM-

transfectadas (10-20nM) ou ndo (controle) com o mimético
miR-148a-5p.

20nM), em ensaio de camara de Boyden modificada.

Logo, os resultados de migracdo e invasdo celular do miR-148a-5p estdo de acordo com a
hipotese inicial, que teve como base a estreita relacdo desse miRNA com piora no prognéstico de alguns
tipos de cancer, além de dados preliminares do nosso grupo. Portanto, os dados apresentados indicam
gue sua desregulacdo negativa esta relacionada com a migragéo e invaséo celular, de modo a corroborar
a ideia de que participa do processo metastatico do cancer de tireoide e ainda pode ser utilizado como
marcador de progndstico e/ou no seguimento dos pacientes com tumores de tireoide. Em estudos
anteriores, o miRNA 148a-5p foi relacionado a um pior progndstico no cancer gastrico (7) e
adenocarcinoma ductal pancreatico (8), assim como é descrita a relacao desse miRNA com diversos
genes relacionados a agressividade tumoral como THBS2, P4HA3, SERPINH1, CDH11, BCAT1 e
KCNG3.

CONCLUSOES

Nossos resultados confirmam a participacdo do miR-148a-5p na migracédo celular das células
de linhagens de carcinoma papilifero humano abrindo perspectivas para novas possibilidades no
diagnostico e no manejo desse tumor.
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