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RESUMO

O cancer de mama é o segundo tipo de cancer de maior incidéncia no mundo,
sendo o de maior mortalidade entre as mulheres. O controle da progressao
tumoral é dado, entre outros fatores, pela acdo de genes supressores tumorais,
entre eles o gene TP53, essencial na resposta aos danos ao DNA. Dessa forma,
mudangas nos niveis de p53 e de seus reguladores podem afetar a fungédo como
supressor de tumor e predispor ao desenvolvimento de cancer. As proteinas
MDM2 e MDM4 participam dessa regulacdo, pois inibem a funcédo de
transativacao de p53 bloqueando o sitio de ligagdo de fatores basais de
transcricdo, além de participar da via de poliubiquitinacdo marcando a proteina
p53 para posterior degradagéo por proteossomo. As proteinas MDM2 e MDM4
podem ser reguladas ao nivel de mRNA, por meio de regulacdo pods-
transcricional mediada por miRNA. A interacéo entre miRNA e mRNA ocorre pelo
pareamento de bases de sequéncias complementares entre a regido seed do
miRNA e a regido 3’ ndo traduzida (3’ UTR) do mRNA alvo. Polimorfismos de
nucleotideo unico (SNPs) situados nestes sitios de interacdo podem alterar a
afinidade de ligacao entre miRNAs e mRNA alvo. As analises computacionais de
predicao in silico sao capazes de fornecer uma lista de genes alvos candidatos
de regulacdo por miRNAs, levando em consideracdo a ocorréncia de SNPs
dentro dos sitios alvos de miRNA. Este trabalho parte da integracédo de dados de
bioinformatica e de regulacdo génica relevantes ao cancer de mama
previamente realizadas, que resultou na identificacdo de miRNAs que podem
estar envolvidos no cancer de mama de maneira dependente de polimorfismos
no sitio alvo. Foram selecionados como candidatos para a validagao funcional,
0 SNP (rs4245739) A>C do gene MDM4 e os miRNAs miR-887-3p e miR-191-
5p, preditos para se ligar ao mRNA na presenga do alelo C. O ensaio de gene
reporter luciferase foi utilizado com o objetivo de validar experimentalmente a
predicao in silico. A sequéncia 3’UTR do gene MDM4 contendo o SNP rs4245739
foi clonada a jusante do gene da firefly luciferase, presente no vetor pmirGLO. A
linhagem celular MDA-MB-231 foi utilizada para a co-transfecgado dos vetores
contendo os insertos A e C do SNP rs4245739 e o pre-miR-887-3p ou 0os miRNAs
mimics miR-887-3p e miR-191-5p. A partir do ensaio luciferase foi possivel
observar a ligagao especifica dos miRNAs 887-3p e 191-5p ao vetor contendo a
variante C e que as concentracdes de mimic transfectado, de 50nM e 100 nM,
nao mostraram diferengas significativas na interagdo miRNA-mRNA. Células
transfectadas apenas com os mimics foram usadas para avaliagao dos niveis de
MRNA do gene MDM4 por RT-qPCR. Apesar de observarmos uma diminui¢cao
na expressédo do RNA de MDM4, esta néo foi estatisticamente significativa,
sugerindo que outros mecanismos de regulagdo, como o bloqueio de tradugao
do mRNA mediado por miRNAs seja o modelo mais relevante Desta forma, foi
demonstrado que a variante genética rs4245739 no sitio de ligagdo para os
miRNAs 887-3p 191-5p é relevante do ponto de vista funcional, uma vez que
modula a afinidade de ligacdo destes de maneira diferencial, ou seja,
dependente da presenca das variantes A ou C.

Palavras-chave: Cancer de mama. MDM4. Polimorfismo. miRSNPs. Ensaio de
Luciferase.



ABSTRACT

Breast cancer is the second most prevalent cancer in the world, with the highest
mortality among women. Tumor progression is controlled among other factors
due to tumor suppressor genes including the TP53 gene, essential in response
to DNA damage. Thus, changes in levels of p53 and their regulators may affect
tumor suppressor function and predispose to cancer development. MDM2 and
MDM4 proteins participate in this regulation as they inhibit the transactivation
function of p53 by blocking the basal transcription factors binding site as well as
participating in the polyubiquitination pathway by marking the p53 protein for
further proteasome degradation. MDM2 and MDM4 proteins can be regulated at
the mRNA levels by miRNA-mediated post-transcriptional regulation. The
interaction between miRNA and mRNA occurs by base pairing between the
miRNA seed region and target mMRNA 3' untranslated region (3' UTR). Single
nucleotide polymorphisms (SNPs) within these interaction sites may alter the
binding affinity between miRNAs and mRNA targets. In silico prediction,
computational analysis provides a list of target genes candidates to miRNA
regulation considering the occurrence of SNPs within the target sites. This study
is based on previously performed bioinformatics integration of gene regulation
data relevant to breast cancer, which resulted in the identification of miRNAs that
may be involved in breast cancer in polymorphisms-depending manner. MDM4
SNP (rs4245739) A>C and miR-887-3p and miR-191-5p predicted to bind to
MRNA in the presence of the C allele, were selected for functional validation. The
luciferase reporter gene assay was used to experimentally validate in silico
prediction. MDM4 3'UTR sequence containing the rs4245739 SNP was cloned
downstream of the firefly luciferase gene in the pmirGLO vector. MDA-MB-231
breast cancer cell line was used for the co-transfection of vectors containing SNP
rs4245739 A and C inserts and the pre-miR-887 or the miRNA mimics miR-887-
3p and miR-191-5p. From the luciferase assay was possible to observe the
specific binding of the mimics 887-3p and 191-5p to the vector containing the C
allele and the concentrations of transfected mimics — 50nM and 100nM - did not
show significant differences in the miRNA-mRNA interaction. The transfected
cells with mimics were used to assesses MDM4 mRNA levels by RT-qPCR.
Although we observed a decrease in mRNA level from MDM4, this was not
statistically significant, suggesting that other regulatory mechanisms, such as
miRNA-mediated blocking of mRNA translation are the most relevant model.
Thus, it has been shown that the genetic variant rs4245739 at the binding site for
the miRNAs 887-3p and 191-5p is functionally relevant, since it modulates their
binding affinity in a differential way, i.e., dependent on the presence of variants A
or C.

Keywords: Breast cancer. MDM4. Polymorphisms. miRSNPs. Luciferase Assay.
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1 INTRODUGAO

O cancer de mama € o segundo tipo de cancer de maior incidéncia no
mundo, e o0 mais comum em mulheres (INCA, 2020). O cancer de mama é uma
doenga heterogénea de curso clinico variavel, sendo que o progndstico e as
taxas de sobrevida variam dependendo do tipo de cancer, estadiamento e
resposta ao tratamento (SUN et al., 2014).

O controle da progressao tumoral € dado, entre outros fatores, pela agao
de genes supressores tumorais. O gene TP53 &€ um supressor de tumor
essencial na resposta aos danos ao DNA e exerce importante papel na
manutengdo da estabilidade genémica, controle do ciclo celular e apoptose.
Dessa forma, mudangas nos niveis de p53 e de seus reguladores podem afetar
sua fungao como supressor de tumor e predispor ao desenvolvimento de cancer
(PIETSCH; HUMBEY; MURPHY, 2006; WYNENDAELE et al., 2010; SUDA et
al., 2011). A atividade de p53 pode ser regulada por componentes da via de
degradacéo por ubiquitinagao. Entre estes ultimos, a atividade de p53 é regulada
predominantemente por MDM2 (murine doble minute 2) e seu homologo MDM4
(murine double minute 4) (THUT; GOODRICH; TIJAN, 1997). Estas proteinas
inibem a funcao de transativagao de p53, bloqueando o sitio de ligag&o de fatores
basais de transcri¢cao, além de participar da via de poliubiquitinagcdo marcando o
substrato para posterior degradagdo. Uma das formas de regular a expresséo
das proteinas MDM2 e MDM4, acontece ao nivel de mRNA, por meio de
regulacao pos-transcricional mediada por miRNA.

Os miRNAs (microRNAs) sao curtas sequéncias de nucleotideos (18-25
nucleotideos) ndo codificantes com a capacidade de regular a expressao génica
por um mecanismo pos-transcricional e apresentam potencial como
biomarcadores de suscetibilidade a doenga, de diagndstico, prognostico e
direcionamento de terapia adequada (McGUIRE; BROWN; KERIN, 2015;
MULRANE, et al., 2013; CIPOLLINI; LANDI; GEMIGNANI, 2014). Os miRNAs
atuam nas vias regulatorias associadas ao cancer, incluindo proliferacao celular,
migracao e apoptose. A interagao entre miRNA e mRNA ocorre pelo pareamento
de bases de sequéncias complementares entre a regiao seed do miRNA e a
regidao 3’ ndo traduzida (3’ UTR) do mRNA alvo. Polimorfismos de nucleotideo

unico (SNPs) situados nestes sitios de interacdo podem alterar a afinidade de
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ligacao entre miRNAs e mRNA alvo (BARTEL, 2009; MULRANE, et al., 2013;
CIPOLLINI; LANDI; GEMIGNANI, 2014; ANWAR; WULANINGSIH; WATKINS,
2017) criando ou desfazendo sitios de reconhecimento para um determinado
miRNA, alterando assim o padrao de regulagao existente.

O SNP rs4245739 A>C situado na 3’'UTR do gene MDM4 tem sido
associado com varios tipos de cancer, entre eles cancer de mama. Em 2016
Gansmo et al. observaram que individuos portadores do alelo C do SNP
rs4245739 de MDM4 tém elevado risco ao cancer de ovario quando comparado
aos portadores do alelo A. O alelo C do SNP rs4245739 cria um sitio de ligacao
para dois miRNAS, miR-191-5p e miR-887-3p. Stegeman et al. (2015)
observaram a ligacdo de ambos os miRNAs com o mRNA do gene MDM4,
através de ensaio com gene reporter luciferase. A capacidade de ligacdo do
miRNA ao alelo A ou C na 3’'UTR do gene MDM4 regula a expressao deste gene
e sua subsequente fung¢ao na via do p53.

A integracdo de dados GWAS, ocorréncia de SNPs em sitio de ligagao
3'UTR — miRSNPs, e efeito eQTL previamente realizada pelo nosso grupo de
pesquisa, resultou na identificacdo de 160 miRNAs que podem estar envolvidos
no cancer de mama de maneira dependente de 43 SNPs. Para testar essa
abordagem de bioinformatica realizada previamente foram selecionados como
candidatos para a validagcao funcional, o miRSNP rs4245739 A>C do gene
MDM4 e os miRNAs miR-887-3p e miR-191-5p, como ja reportados em outros
estudos, mas que ainda ndo foram analisados em linhagens de cancer de mama.

Aqui, pretende-se validar esta estratégia de predig¢ao in silico, explorando o
impacto da variagdo genética em sitios-alvo destes miRNAs e seu efeito na

expressao de MDM4, no contexto do cancer de mama.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 CANCER

O cancer refere-se ao conjunto de mais de 100 doengas que apresentam
crescimento desordenado — maligno- de células que invadem os tecidos e 6rgaos
e podem espalhar-se para outras regides do corpo (INCA, 2020).

Trata-se de uma doenga caracterizada por alteragdes que ocorrem no
material genético de uma célula e sao transmitidas as suas descendentes por
multiplicacdo clonal. A populacdo de células derivada dessa célula ancestral
comum € denominada monoclonal. As mudangas genéticas sucessivas
acumuladas em uma célula e que conferem uma vantagem proliferativa leva
estas células a transformacao de um estado normal a células cancerosas
(HANAHAN, WEINBERG, 2000; WEINBERG, 2008). As mutagdes génicas,
cromossOmicas e mecanismos epigenéticos podem resultar em alteragbes nos
programas de crescimento celular levando ao surgimento de grandes
populagdes de células incompativeis com a organizagao estrutural e fisioldgica
de um tecido normal. O desenvolvimento de um tecido maligno compreende um
processo de progressado tumoral com multiplas etapas, nos quais populacdes
celulares se desenvolvem progressivamente com graus de anormalidade
crescentes até chegar as formas mais agressivas e invasivas. Nesta progressao,
um tecido saudavel se torna hiperplasico, em seguida displasico e se torna uma
neoplasia, que pode ainda se tornar metastatico (WEINBERG, 2008). As
alteragdes genéticas que ocorrem na tumorogénese podem ser resultado de
fatores internos (fatores genéticos herdados) ou externos, que incluem agentes
fisicos, quimicos e biolégicos. A maioria dos casos de cancer resulta de
mutagdes somaticas, porém as mutagdes herdaveis da linhagem germinativa
contribuem para uma predisposi¢cao a varios tipos de cancer, dependendo do
gene afetado (WEINBERG, 2008; ELLISEN, HABER, 2010).

Os dois principais conjuntos de genes envolvidos no desenvolvimento
tumoral sdo os genes supressores de tumor e os proto-oncogenes. Os genes
supressores de tumor atuam regulando negativamente a proliferagao celular,
sendo que a inativagdo de ambos os alelos desses genes leva a proliferagcao

celular descontrolada. Os proto-oncogenes estimulam o crescimento e divisdo
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das células. A ocorréncia de mutagbes génicas ou cromossdémicas
(translocagdes) transforma os proto-oncogenes em oncogenes, de modo que a
superexpressao ou expressao constitutiva desses produtos génicos leva a
proliferagdo desregulada (WEINBERG, 2008).

Hanahan e Weinberg (2011) destacaram a existéncia de tragos
moleculares, bioquimicos e celulares — capacidades adquiridas - comuns a
maioria dos tipos de cancer que caracterizam seu fendtipo: sinalizacao
proliferativa sustentada, capacidade de evadir os mecanismos de supressao de
crescimento, escape do sistema imune, imortalidade replicativa, inflamacao
promovida pelo tumor, invasdo e metastase, inducdo de angiogénese,
instabilidade genémica e mutacéo, resisténcia a morte celular e metabolismo

energético desregulado.

2.2 CANCER DE MAMA

O cancer de mama € o segundo tipo de cancer de maior incidéncia no
mundo, e 0 mais comum entre as mulheres. Estima-se que no triénio 2020-2022
serdo diagnosticados 66.280 novos casos no Brasil por ano (INCA, 2020).

E uma doenga heterogénea de curso clinico variavel, sendo que o
prognéstico e as taxas de sobrevivéncia variam dependendo do tipo de cancer,
seu estadiamento e resposta ao tratamento (SUN et al., 2014).

O cancer de mama pode ser classificado de acordo com o tipo histolégico
e grau (ELSTON, ELLIS, 1991; ELLIS et al., 1992). O tipo histolégico
corresponde ao padrao de crescimento dos tumores, sendo que o tipo mais
comum de carcinoma de mama é o carcinoma ductal invasivo de tipo nao
especial (IDC-NST, invasive ductal carcinoma of no special type). A classificagdo
por graus, refere-se ao nivel de diferenciagdo, como o grau de formacgao de
tubulos, pleomorfismo nuclear e atividade proliferativa. O grau variade 1 a 3 e
reflete a agressividade, de modo que, os tumores de grau 1 s&o o0s mais
diferenciados, e, portanto, menos agressivos, enquanto os de grau 3 sdo menos
diferenciados, e consequentemente mais agressivos (WEIGELT, GEYER, REIS-
FILHO, 2010; VUONG et al., 2014).

Na pratica clinica quatro biomarcadores sdo comumente utilizados para a

classificagao do cancer de mama de modo a auxiliar na definicdo do progndstico
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e direcionamento de terapia; a expressédo do receptor de estrogénio (ER), do
receptor da progesterona (PR), receptor 2 do fator de crescimento epidermal
humano (HER2 ou ERBB2) e Ki-67, avaliados por imunoistoquimica e/ou FISH
(para HER2) (PRAT, PEROU, 2011; GOLDHIRSCH et al., 2013; CHEANG et al.,
2015).

Ao longo das ultimas décadas, a grande quantidade de dados gerados a
partir de abordagens moleculares permitiu uma nova forma de classificagdo do
cancer de mama. Com base no perfil de expressao génica gerado por
microarranjo, inicialmente o trabalho desenvolvido por Perou et al. (2000) e
posteriormente ampliado e validado por Sorlie et al. (2001, 2003), estabeleceu
uma classificagdo molecular para o cancer de mama. Segundo os autores,
existem quatro subtipos moleculares de cancer de mama ou intrinsic subtypes of
breast cancer: Luminal, subdividido em Luminal A e Luminal B; HER2-enriched;
basal-like e normal-like. Além das diferencas moleculares esses subtipos
apresentam diferengas de incidéncia, resposta ao tratamento e sobrevivéncia
(PRAT, PEROU, 2011). O subtipo luminal A € o mais comum, representando 50-
60% dos casos. E caracterizado pela positividade para ER e PR e negativo para
HERZ2, e apresenta baixa expressdo de genes relacionados a proliferagéo
celular, como o MKI67 que codifica a proteina Ki-67, observados na
imunoistoquimica. E um tumor de baixo grau histolégico e, portanto, de bom
prognostico (WEIGELT, GEYER, REIS-FILHO, 2010; EROLES, et al. 2012). A
taxa de recorréncia € em torno de 27,8%, e menor do que nos demais subtipos.
O tratamento destas pacientes é realizado principalmente com terapia hormonal,
como o Tamoxifeno, um modulador seletivo do receptor de estrogénio e com
inibidores de aromatase em pacientes pds-menopausa (EROLES et al., 2012).

O subtipo luminal B representa 10-20% dos casos de cancer de mama.
Assim como o luminal A, é positivo para a expressao de ER, mas pode ser PR
positivo ou negativo e HER2 positivo ou negativo. Em comparacgéo ao luminal A,
o subtipo luminal B apresenta maior grau histolégico, pior prognostico e um
fendtipo mais agressivo com alto indice proliferativo demonstrado pela maior
expressao de Ki67 por imunoistoquimica (WEIGELT, GEYER, REIS-FILHO,
2010; PRAT, PEROU, 2011; EROLES et al., 2012; VUONG et al., 2014;). O
tratamento utilizado € a base de terapia hormonal, como Tamoxifeno, e

quimioterapia neoadjuvante (EROLES, et al. 2012).
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O subtipo HER2-enriched compreende 15-20% de todos os casos de
cancer de mama. Este subtipo tumoral é caracterizado pela alta expresséo de
HER2 e negatividade para os receptores hormonais ER-/PR-. O gene do receptor
para o fator de crescimento epidermal humano esta localizado no cromossomo
17912 e pode ser superexpresso como resultado de amplificagado génica. Como
consequéncia, esse aumento da sinalizacdo leva as células a proliferacéo
descontrolada e as protege da morte celular programada (apoptose)
(WEINBERG, 2010). Este subtipo apresenta uma alta expressdo de genes
relacionados a proliferacao celular e tem alto grau histologico, e dessa forma nao
apresenta um prognostico favoravel, no entanto o tratamento com anticorpo
monoclonal anti-HER2 — Transtuzumab® - tem melhorado a sobrevivéncia
dessas pacientes tanto nos estagios iniciais da doenga como em metastase
(EROLES, et al. 2012).

O subtipo basal-like representa 10-20% dos casos de cancer de mama. E
assim denominado por expressar genes que estdo normalmente presentes em
células mioepiteliais da mama normal, como citoqueratinas CK5 e CK17, P-
caderina, caveolina 1 e 2, nestina, CD44 e EGFR. E caracterizado pela
negatividade para os trés receptores (ER-/PR-/HER2-). Costumam ocorrer em
mulheres jovens, apresentam alto grau histolégico e comprometimento de
linfonodos com alta frequéncia. Tendem a ser carcinomas ductais infiltrantes,
com necrose tumoral, margens em expansao e alto indice mitético. Possuem um
fendtipo agressivo, com padrdo de metastase para o pulmao e sistema nervoso
central (WEIGELT, GEYER, REIS-FILHO, 2010; EROLES et al.,, 2012). Os
tumores do subtipo basal-like frequentemente apresentam mutagcées do gene
TP53 e mutacdes de BRCA1 (BRCA1 DNA repair associated), que caracterizam
tumores agressivos e de prognostico ruim (EROLES et al., 2012). O uso de
inibidores de PARP-1 (poly-ADP ribosepolymerase-1) € uma das alternativas no
tratamento desse tipo de tumor, uma vez que a inibicao da atividade de PARP-1
no reparo de quebras de DNA leva ao acumulo dessas quebras e induz a célula
a morte celular (PEROU, 2010; PRAT, PEROU, 2011; EROLES, et al., 2012). Na
pratica clinica o termo triplo negativo € muito utilizado para referir-se ao subtipo
basal-like devido a expressdo negativa dos trés receptores: ER, PR e HER2.
Porém, muitas evidéncias tém demonstrado que a auséncia de expressao destes
marcadores, nao é restrita ao subtipo basal-like (PEROU, 2010; PRAT, PEROU,
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2011; EROLES et al., 2012; PRAT et al., 2013). O subtipo normal-like representa
5-10% de todos os casos de cancer de mama. S&o negativos para os receptores
ER, PR e HER2, e podem ser classificados também como triplo negativos. Ao
contrario do subtipo basal-like sdo negativos para CK5 e EGFR e expressam
genes caracteristicos de tecido adiposo. Apresentam um progndéstico
intermediario entre os subtipos luminal e basal-like, porém ¢é pouco
caracterizado, havendo controvérsias sobre a sua real existéncia ou ser
resultado de artefato técnico por contaminagdo com tecido normal (EROLES et
al., 2012). Desde a descricao inicial dos subtipos moleculares intrinsecos, a
disponibilidade de técnicas moleculares tem contribuido para o surgimento e
caracterizacao de outros subtipos moleculares, incluindo claudina baixa e
apoécrino molecular. Os tumores do subtipo apdcrino molecular parecem ser
similares ao subtipo HER2 e apresentam ativagao da sinalizagao do receptor de
androgénio (WEIGELT, GEYER, REIS-FILHO, 2010; VUONG, et al., 2014). Os
tumores do subtipo claudina baixa apresentam baixa expressdo dos genes
claudina, envolvidas nas jungdes epiteliais do tipo jungdes de oclusao, incluindo
claudinas 3, 4 e 7, além da proteina E-caderina envolvida na jungao célula-célula.
Apresentam superexpressao de um conjunto de genes relacionados a resposta
imune com intensa infiltracdo de células imunes. Possuem maior caracteristica
mesenquimal e baixa diferenciagao luminal-epitelial, caracteristica de transigao
epitelial-mesenquimal (EMT). A maioria dos tumores claudina baixa também sao
triplo negativos (ER-/PR-/HER2-) e portanto, podem ser considerados um
subgrupo juntamente com o subtipo basal-like, porém alguns tumores s&o
positivos para os receptores hormonais (PEROU, 2010; PRAT et al., 2010;
WEIGELT, GEYER, REISFILHO, 2010; PRAT, PEROU, 2011; EROLES et al.,
2012).

2.3 SELECAO DE miRSNPs e miRNAs

Doengas complexas como o cancer ndao séo determinadas por um unico
gene, mas por um conjunto de genes e variantes genéticas, assim como pelas
interagcbes gene-ambiente. Nesse contexto, estudos GWA (genome-wide

association studies) realizam uma analise do genoma com o objetivo de
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identificar variagcbes na sequéncia de DNA que regulam uma caracteristica
complexa ou alteram o risco a uma doenca. A abordagem empregada por
estudos GWA compara a frequéncia de alelos encontradas em casos e controles
e permitem identificar variantes genéticas associadas ao aumento do risco a uma
determinada doenga (UITTERLIDEN et al.,, 2016; VISSCHER et al., 2017;
DEHGHAN et al., 2018). Estudos gendbmicos de associagdo (GWAS) tém
identificado milhares de SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) associados
com diferentes doengas (GOULART et al, 2015; VOSA et al., 2015). Os SNPs
consistem na mudanga de uma unica base na sequéncia de DNA com frequéncia
maior que 1% entre a populag¢ado, sendo o tipo mais comum de variagao genética
(HASSAN et al., 2016; WILK and BRAUN, 2018).

A presenca dessas variagdes polimorficas na regido alvo de ligagao de
miRNA pode afetar a regulacéo génica pds-transcricional, criando ou desfazendo
sitios de reconhecimento para um determinado miRNA, e levar a uma maior ou
menor suscetibilidade a doencgas. Por isso, a importancia de identificar SNPs que
possam exibir um papel regulatério. Assim como estudos GWA, as analises de
predigao de alvos de miRNAs consistem em uma metodologia de integragao de
dados usando um conjunto de critérios que permitem identificar alvos de ligagéo
de miRNAs e fornecer uma lista de genes alvos candidatos para estudos
funcionais (ALVAREZ, 2014, ABIDIN et al., 2017; ALMEIDA et al., 2018; OULAS
etal., 2014). Cada ferramenta de predicdo emprega uma combinagcdo de
critérios para predigdo de alvos (TARANG, WESTON, 2014), porém, ha trés
caracteristicas que sdo comumente utilizadas pelos algoritmos: pareamento
entre a regiao seed e o sitio alvo, conservacao do sitio de ligagédo e a energia
minima livre (KUHN et al., 2008, HAMZEIY, ALLMER, YOUSEF, 2013;
PETERSON et al., 2014, OULAS et al., 2014). A maioria das ferramentas de
predicdo leva em consideragao o pareamento de bases entre a regido seed do
MiRNA e o sitio alvo em 3'UTR, porém, também existem sitios alvos na S’UTR e
dentro da regido codificante (MARTINEZ-SANCHEZ, MURPHY, 2013;
PETERSON et al., 2014). Com relagdo a conservagao, tais ferramentas de
predicao identificam sequéncias 3'UTR ortdlogas e realizam uma analise de
conservagao entre as espécies. Maior grau de conservacgao reflete uma predicao
mais confiavel (TARANG, WESTON, 2014). A energia livre € empregada para
avaliar a estabilidade do complexo miRNA-mRNA. Quanto menor a energia livre
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disponivel, maior a estabilidade termodinamica (HUANG et al., 2010;
PETERSON et al., 2014, TARANG, WESTON, 2014). Outras caracteristicas que
podem ser incorporadas aos algoritmos de predigao incluem: a acessibilidade do
sitio alvo; composicédo dos nucleotideos flanqueando os sitios de ligagao;
proximidade de sitios de ligacdo na mesma regidao 3’'UTR; possibilidade de GU
wobble no pareamento e pareamento fora da regido seed (OULAS et al., 2014;
HAMZEIY,ALLMER, YOUSEF, 2013; PETERSON et al., 2014).

A complexa interacao entre miRNA e mRNA pode dificultar a predi¢cao de
alvos. Além disso, um miRNA pode ter como alvo varios transcritos, os quais por
sua vez, podem ser regulados por multiplos miRNAs (HAMZEIY, ALLMER,
YOUSEF, 2013; PETERSON et al., 2014; AMIRKHAH et al., 2017).

Além da complexidade da interagao descrita, ela torna-se ainda maior
quando sao detectados SNPs na regidao alvo de miRNA. Por isso, foram
desenvolvidos algoritmos que levam em consideragdo a ocorréncia de SNPs
dentro dos sitios alvos de miRNA (AKHTAR et al., 2015; AMIRKHAH et al.,
2017). Uma vez que as ferramentas in silico fornecem uma lista de alvos, podem
ser realizadas abordagens experimentais para validagao (KUHN et al., 2008;
ALVAREZ, 2014; AMIRKHAH et al., 2017; ANKASHA et al., 2018).

Sabendo do efeito que os SNPs apresentam sobre o risco a uma
determinada doenca e considerando a sua ocorréncia em regides regulatérias
3'UTR com sitio de ligagao para miRNAs (miRSNPs), este trablho buscou uma
maneira de integrar predigdes oriundas de diferentes bancos de dados para
verificar a influéncia de diferentes gendtipos (MiRSNPs) nos niveis de expressao
de mRNA alvo de miRNAs e valida-las experimentalmente. Essa integragédo de
dados é fundamental visto que apesar de dados GWAS possibilitarem a
identificacdo de variantes associadas a doencga, o impacto funcional desses
SNPs em sitios regulatérios 3'UTR na regulagao génica precisa ser explorado
de acordo com a associagdo ao miRNA predito e seu efeito sobre o gene alvo.
Dessa forma, essa abordagem permite identificar variantes associadas a
doengas complexas, como o cancer, que afetam a expressdo génica (efeito
eQTL).

Este trabalho é a continuidade de um estudo de integragcado de dados de
bioinformatica e de regulagdo génica relevantes ao cancer de mama, cujas

analises foram executadas pelos professores Dr. Rodrigo Coutinho Almeida do
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Laboratério de Genética Molecular Humana (Leiden University Medical Center)
e Dr. Mauro Castro (UFPR).

Para a selecdo dos SNPs candidatos aplicou-se uma estatistica
Bayesiana Ingénua de acordo com os parametros de Von Mering et al. 2004, no
qual os scores de predigao fornecidos por cada ferramenta: PolymiRts v.3
(http://compbio.uthsc.edu/miRSNP/); miRSNP

(http://bioinfo.bjmu.edu.cn/mirsnp/search/); e miRSNPscore

(http://www.bigr.medisin.ntnu.no/mirsnpscore/ ) foram normalizados a fim de se

obter um score padronizado. Quanto mais proximo de 1, maior a probabilidade
de a predicdo ser verdadeira. Nesta analise foram consideradas apenas
predicdes com score maior que 0.7.

Em seguida, para identificar SNPs que estdo correlacionados com
expressdo génica (eQTL - expression quantitative trait loci), foram usados 3
bancos de dados: GTEx eQTL browser (http://www.gtexportal.org/home/),
BloodeQTL browser (http://genenetwork.nl/bloodeqtlbrowser/ ) e METABRIC

(Molecular Taxonomy of Breast Cancer International Consortium).

Posteriormente, esses dados foram intersectados com resultados de
estudos gendmicos de associacdo (GWAS, Genome Wide Association Studies)
de cancer de mama disponiveis no banco de dados GWAS Catalog
(https://www.ebi.ac.uk/gwas/).

Foram considerados candidatos os SNPs que obedeciam aos seguintes
critérios concomitantemente: 1. SNPs com alta probabilidade de alterar a
afinidade de ligagao entre miRNA e mRNA de acordo com a Bayesiana Ingénua
Classificatéria; 2. SNPs com efeito eQTL; 3. SNPs associados com cancer de
mama de acordo com dados de GWAS.

A analise resultou em 338.894 miRSNPs candidatos (score > 0,7).
Desses, 43 foram associados ao cancer de mama (p <10®) e preditos por alterar
a interacdo de 160 miRNAs com 20 genes alvos. Na analise de eQTL foram
identificados miRSNPs com efeito cis-eQTL e a analise de correlagao confirmou
a predicao de 18 miRNAs e 17 alvos (p <0,05) (FIGURA 1).

FIGURA 1 — ANALISE DE CORRELACAO ENTRE A EXPRESSAO DE miRNAs E GENES
PREDITOS
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Analise de correlagao de Pearson entre a expressdo de miRNAs e genes alvos preditos. FONTE:
O autor (2020).

Entre os miRNAs preditos, para a validagdo funcional, optou-se por
aqueles que interagem com genes de fungdo conhecida e relacionados ao
cancer. Desse modo, foi selecionado o gene MDM4 e os miRNAs com os quais
interage, visto que este gene esta relacionado com a regulagéo da proteina p53,
que tem reconhecido papel na regulagcdo do ciclo celular e envolvimento no
desenvolvimento do cancer (PIETSCH, HUMBEY, MURPHY, 2006;
WYNENDAELE et al., 2010; SUDA et al., 2011; MEEK, 2015). Nesta analise foram
preditos 6 miRNAs que interagem com 3 SNPs do gene MDM4 e que estao
relacionados ao cancer de mama (QUADRO 1), e selecionados os miRNAs miR-
887-3p e miR-191-5p que interagem com o SNP rs4245739 da regidao 3’UTR do
gene MDM4 e que apresentam os maiores escores (FIGURA 2). O gene MDMA4
apresenta 11 éxons e o transcrito mais comum desse gene possui 10050 pb que
codifica uma proteina de 490 aminoacidos. O SNP rs4245739 encontra-se na
regiao 3’ UTR do mRNA de MDM4 e esta localizado no chr1:204549714.

QUADRO 1 - SNPs E miRNAS DO GENE MDM4 SELECIONADOS A PARTIR DE
INTEGRACAO DE DADOS DE FERRAMENTAS DE BIOINFORMATICA, GWAS E eQTL
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SNP miRNA Score | Eféito | yaps | Alelopredito |, .
eQTL para ligagao
rs4245739 | miR-887-3p | 0.9861151 Down Cc Cc MDM4
rs4245739 | miR-203b-3p | 0.9067668 Down C A MDM4
rs4245739 | miR-191-5p | 0.9672482 | Down Cc Cc MDM4
rs4245739 miR-4427 0.8636520 Down A MDM4
rs10900596 miR-1257 0.9325023 Down T C MDM4
rs10900597 | miR-5589-3p | 0.7397210 Down C MDM4

*Alelo de menor frequéncia (MAF) para a populacdo ‘global’ de acordo com o 1000 Genomas.
Fonte: dbSNP, disponivel em < https://www.ncbhi.nlm.nih.gov/snp/rs4245739#frequency tab>.

FIGURA 2 — REPRESENTAGAO DA INTERAGAO ENTRE miR-887-3p E miR-191-5p E A
REGIAO 3'UTR DO GENE MDM4
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3'UTR MDM4 mRNA rs4245739 alelo C
5 AAAUGCAUUUAUUCCGUUCACUUACCA 3

11
3 GUCGACGAAAACCCUAAGGCAAC &
miR-191-5p

3'UTR MDM4 mRNA rs4245739 alelo A
5 AAAUGCAUUUAUUCAGUUCACUUACCA 3

| X111
3' GUCGACGAAAACCCUAAGGCAAC 5

miR-191-5p

Em negrito a regido seed do miR-887-3p e miR-191-5p e o sitio de interagdo na regido 3’'UTR de
MDMA4. A presenga do SNP rs4245739*C cria um sitio de ligagéo para estes miRNAs. FONTE:
O autor (2020).

2.4 TP53

O controle da progressao tumoral € dado, entre outros fatores, pela agao
de genes supressores tumorais. O gene TP53 € um supressor de tumor
essencial na resposta aos danos ao DNA e em resposta ao estresse celular atua
em diferentes vias, provocando a parada do ciclo celular e interrupcdo da
proliferagéo; facilita o reparo de danos ao DNA e induz a apoptose. Entre os
varios genes que regula estdo: WAF1/CIP1, GADD45, 14-3-3-a, CDC25 e ciclina
B1 — de controle do ciclo celular; p21, BAX, PUMA, NOXA — que induzem
apoptose; PTEN, TSC-2 IGF-BP3 — envolvidos na via m-TOR que controlam o
crescimento e divisdo celular através de regulacdo do metabolismo (MEEK,
2015).

O gene ancestral que deu origem ao gene TP53 em anémonas tinha como
funcao proteger os gametas da linhagem germinativa dos danos ao DNA. Essa
funcdo persiste ao longo de milhdes de anos em diversos organismos, como
insetos, vermes, vertebrados e humanos, destacando assim a sua importancia
(BELYI et al., 2010; HAUPT, 2017). O gene TP53 mantém sua fungao atuando
na manutengao da integridade e fidelidade do DNA nas células somaticas e na
duplicacao das células progenitoras prevenindo a replicacdo dos danos (BELYI
et al., 2010).

De acordo com o papel central desse gene, mutagbes germinativas do
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gene TP53 sao a causa da sindrome Li-Fraumeni e Li-Fraumeni-Like Sindrome.
Essas sindromes de predisposi¢cao hereditaria ao cancer, caracterizam-se pelo
aparecimento precoce de tumores, incluindo sarcomas, carcinoma de adrenal,
cancer de mama e de cérebro (KAMADA et al., 2016).

A familia de genes TP53 compreende os genes TP63 e TP73 (BELYI et
al., 2010; NIAZI, PUROHIT, NIAZI, 2018; KAMADA et al., 2016). O gene TP53
esta localizado no cromossomo 17p13.1 e € composto de 11 éxons, sendo que
a sequéncia codificante comega no segundo éxon. A isoforma completa da
proteina p53 possui 393 aminoacidos (BELYI et al., 2010; KAMADA et al.,
amada, 2016). O gene TP63 esta localizado no cromossomo 3q27-29 e
composto por 14 éxons, assim como o gene TP73 localizado no cromossomo
1p36.3 (BELYI et al., 2010). Cada uma dessas proteinas tem a capacidade de
regular a transcricdo de um conjunto de genes em comum, como aqueles
envolvidos no reparo de danos ao DNA nas células germinativas; assim como
de genes especificos (BELYI et al., 2010). Os nucleotideos que formam o motivo
de reconhecimento de ligagdo ao DNA sao altamente conservados entre esses
genes, cujas proteinas exibem algumas diferengcas nas caracteristicas
estruturais como tetramerizacao e estabilidade (KAMADA et al., 2016; MEEK,
2015; NIAZI, PUROHIT, NIAZI, 2018). A proteina p53 é expressa de maneira
constitutiva e em maiores niveis, enquanto as proteinas p63 e p73 sao expressas
em células e condi¢des fisiologicas especificas. A proteina p53 atua como
importante fator de transcricdo de genes envolvidos em inumeras das vias
descritas como hallmarks do céancer, destacando seu efeito antiangiogénese, no
controle da inflamacdo e resposta imune, na repressdo de metastase e na
estabilidade genémica (BERTHEAU et al., 2013).

A proteina MDMZ2 ¢é a principal reguladora da via p53, inibe sua atividade
transcricional, promove relocalizagdo celular e interfere na estabilidade da
proteina. MDM2 possui um dominio RING com atividade E3 ligase e exerce
papel central na degradacdo da proteina p53 via ubiquitinagdo e degradacéo
pelo proteosomo 26S (INOUE, FRY, FRAZIER, 2016; LIU et al., 2016; KWON,
SAINDANE, BAEK, 2017; MANSOUR, 2018). A ubiquitinagéo é uma modificagdo
covalente que envolve a adigdo de moléculas de ubiquitil altamente conservadas
a residuos de lisina da proteina, que é posteriormente degradada pelo
proteossomo 26S (LINARES et al., 2003; MENDOZA, MANDANI, MOMAND,
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2014). As proteinas alvo podem ser monoubiquithadas, multiubiquitinadas ou
poliubiquitinadas. A monoubiquitinagéo atua sobre o transporte de proteina e
exporte nuclear; a multiubiquitinagdo desencadeia endocitose e a
poliubiquitinagdo da proteina alvo, promove a degradagao via proteosomo 26S
(BROOKS, GU, 2011; KWON, SAINDANE, BAEK, 2017; MANSOUR, 2018;
NIAZI, PUROHIT, NIAZI, 2018). Entre as proteinas com atividade E3 de
poliubiquitinagcdo estdo MDM2, Pirh2 e COP-1 (KWON, SAINDANE, BAEK,
2017; NIAZI, PUROHIT, NIAZI, 2018). A ubiquitinagdo pode ativar ou bloquear
vias relacionadas ao cancer, seja pela desregulacédo da atividade e expresséao
de E3 ligases e deubiquitina ligases que atuam sobre agentes promotores ou
supressores tumorais (MANSOUR, 2018). O processo de ubiquitinagao pode ser
revertido pela acdo de enzimas de deubiquitinagdo (DUB). Essas enzimas
separam a ligagao entre o residuo glicina da ubiquitina e o residuo lisina da
proteina alvo. Podem atuar diretamente sobre p53 ou estabilizando E3 ligases.
USP7 (ubiquitin-specific protease 7) ou HAUSP (herpes virus-associated
ubiquitin-specific protease) deubiquitina e estabiliza p53, assim como MDM2 de
uma maneira independente de p53. Enquanto USP10 interage e estabiliza
apenas p53. A enzima USP2a tem como alvo as proteinas MDM2 e MDM4 e por
isso, mantém a estabilidade de p53 (BROOKS, GU, 2011; CHAO, 2015; KWON,
SAINDANE, BAEK, 2017).

A interacao entre p53 e MDM2 ocorre através do dominio de transativacao
da porcao N-terminal de p53 e uma fenda na por¢ao N-terminal de MDM2. Essa
interacdo € possivel devido a complementariedade estérica entre as regides,
porém a superficie de contato entre as proteinas é relativamente pequena
(SAHA, KAR, SA, 2015). p53 atua como fator de transcricdo e controla a
expressao de varios genes, entre eles MDM2 — seu principal regulador negativo.
Dessa forma, estabelece um mecanismo de regulacédo por feedback negativo
(BROOKS, GU, 2011; CHAO, 2015; NIAZI, PUROHIT, NIAZI, 2018).

Em resposta ao estresse celular alguns mecanismos interferem na
interacao entre MDM2 e p53, como a fosforilagcdo dos residuos Ser15 e Ser20
de p53 por ATM, ATR, DNA-PK, Chk1 e Chk2 e dessa forma, estabilizam p53.
De outro modo, a acetilagéo de residuos lisina na por¢gao C-terminal de MDM2
pode competir e impedir a fungdo de ubiquititinacdo em p53 (BROOKS, GU,
2011).



37

Meios de perturbar a interacdo MDM2-p53 tém sido alvo de estudos como
estratégias terapéuticas. Nutlin, um composto da classe imidazolina, foi
desenvolvido e vem sendo testado para competir na ligacédo e desfazer o
complexo formado entre essas duas proteinas. RITA (reactivation of p53 and
induction of tumor cell apoptosis) tem a capacidade de ligar-se a porgdo N-
terminal de p53 com alta afinidade e impede a interacdo MDM2-p53, levando a
reativagdo da parada do ciclo celular e indugcdo de apoptose (BROOKS, GU,
2011; SAHA, KAR, SA, 2015; HIENTZ et al., 2017; MANSOUR, 2018; NIAZI,
PUROHIT, NIAZI, 2018).

Apesar de MDM2 exercer papel central no controle dos niveis de p53,
outras proteinas também sao capazes de promover ubiquitinacdo. Enzimas E3
ligases com diferentes dominios cataliticos RING tais como Pirh2, COP1, ARF-
BP1, CHIP, WWP1, UBE4B, p300/CBP, UBC13 e E4F1 induzem ubiquitinagao
de p53 de modo independente de MDM2 e levam a degradacdo mediada pelo
proteosomo. A ubiquitina ligase associada a chaperona (CHIP, do inglés
chaperone-associated ubiquitin ligase) exerce sua fungcdo dependente da
associagao com chaperonas Hsc70 e Hsp90 (BROOKS, GU, 2011; CHAO, 2015;
KWON, SAINDANE, BAEK, 2017; NIAZI, PUROHIT, NIAZI, 2018).

A ativagao de p53 ocorre em resposta a diversos estimulos durante o
estresse celular e danos ao DNA. A proteina ARF codificada pelo gene
CDKNZ2A/INK4A é um inibidor de MDMZ2. A ativagédo de oncogenes, como Ras,
Myc, E2F-1 e B-catenina induzem aumento dos niveis de ARF, seja por estimulo
da transcri¢ao, inibicdo da degradacao ou separagao da ubiquitina ligase da qual
é alvo. Dessa forma com a estabilizacdo de ARF, esta interage com MDM2 e
inibe sua funcdo de ubiquitina ligase. Além disso, ARF também €& capaz de
promover o sequestro nucleolar de MDM2. A acéo E3 ligase de MDM2 também
€ inibida pela ligacdo de proteina ribossomais especificas em resposta ao
estresse ribossomal/nucleolar (MEEK, 2015).

A proteina MDM4 atua em conjunto com MDM2 na regulagdo dos niveis
proteicos de p53. Embora MDM4 n&o apresente a fungdo de enzima E3 ligase,
sua associagdo com a proteina MDM2 garante a eficiéncia do processo de
ubiquitinagdo. Os niveis de MDM4 podem ser regulados pela fosforilagao dos
residuos Ser342 e Ser367 por CHK2 e Ser403 por ATM. O residuo Ser367
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fosforilado permite a ligagcdo de 14-3-3-y que ubiquitina e leva MDM4 a
degradacao (MEEK, 2015).

Duas proteinas quinases relacionadas — ATM (ataxia teleangiectasia
mutated) e ATR (ataxia teleangiectasia- and Rad3-related) — estimulam a
ativacao de p53 em resposta a quebras de dupla e simples fita, respectivamente.
ATM induz a fosforilagdo de residuos serina de MDM2, sendo a principal a
Ser395 localizada no dominio C-terminal. Essa modificacdo alostérica inibe a
associacdo de MDMZ2 a outras proteinas e sua atividade de ubiquitinagao,
estabilizando p53. A proteina quinase c-Abl ativada por ATM também induz a
fosforilagdo de MDM2 inativando-a (MEEK, 2015).

A proteina p53 possui diferentes dominios relacionados as fungdes que
desempenha. Na por¢cdo amino-terminal estdo localizados dois dominios de
transativacao (TAD) TAD1 (aminoacidos 1-42) e TAD2 (aminoacidos 43-63).
Esses dominios s&o essenciais para sua atividade transcricional, e onde ocorre
a interacdo com diversas proteinas, como os fatores de transcricdo TFIl e
proteinas de ligagcdo ao TATA box. O principal regulador negativo de p53 que
atua por meio de modificagao pds-traducional liga-se a residuos de aminoacidos
especificos localizados nesse dominio. O dominio rico em prolina (PRD, do
inglés pro-rich domain) (aminoacidos 61-92) esta envolvido na apoptose, na
estabilizacdo da proteina e interagdo com outras proteinas. A regidao central
(aminoacidos 101- 300) compreende o dominio de ligacdo ao DNA (DBD, do
inglés DNA binding domain) que tem a capacidade de ligar-se a um sitio
especifico no DNA, que consiste numa regiao com quatro repeticbes de cinco
nucleotideos, cujos aminoacidos sao criticos na formag¢ao do dominio de ligagao
ao DNA. O dominio de tetramerizagdo (aminoacidos 326-356) medeia a
formagao da estrutura tetramérica caracteristica da proteina p53 funcional e,
portanto, essencial em sua funcdo de transativacdo e supressor de tumor. O
dominio C-terminal — ultimo dominio — esta relacionado a estabilidade e ligacéo
a sequéncias nao especificas no DNA (BELY!I et al., 2010; KAMADA et al., 2016;
MEEK, 2015) (FIGURA 3).
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FIGURA 3 - DOMINIOS ESTRUTURAIS DA PROTEINA p53

Dominio Dominio de ligagdo Dominio de Dominio
N-terminal ao DNA tetramerizacido C-terminal

Representagdo esquematica dos dominios estruturais da proteina p53 full-length. Em verde o
dominio N-terminal, em laranja o dominio de ligagdo ao DNA, em vermelho o dominio de
tetramerizagcdo e em azul o dominio C-terminal. A porgdo amino-terminal é essencial para a
atividade como fator de transcrigdo e através da qual ocorre interagdo com os reguladores
negativos, MDM2 e MDM4. FONTE: O autor (2020).

A proteina p53 funcional apresenta uma estrutura tetramérica essencial
para a ligacdo sitio-especifica ao DNA, interacbes proteina-proteina e
modificagdes pods-traducionais. No DNA, a sequéncia elemento de resposta a
p53 contém 4 repeti¢cdes de 5 nucleotideos (dois decameros) em que cada DBD
de p53 reconhece uma dessas unidades de repeticdo (KAMADA et al., 2016;
SAHA, KAR, SA, 2015; BRAZDA, COUFAL, 2017; NIAZI, PUROHIT, NIAZI,
2018). A maioria das mutagdes do gene TP53 sao do tipo missense e ocorrem
predominantemente no dominio de ligacdo ao DNA. As mutagdes que ocorrem
no dominio de tetramerizacdo desestabilizam a formacdo do tetrdmero
(KAMADA et al., 2016). Células da linhagem germinativa assim como células
cancerosas com mutacdées de um dos alelos de TP53 podem apresentar
heterotetrameros formados por proteinas mutadas e do tipo selvagem. Essas
células podem formar uma estrutura tetramérica, porém sem a capacidade de
exercer sua fungao, visto que a presenca de uma unica subunidade mutada pode
comprometer a funcionalidade do tetrdmero em um efeito conhecido como
dominante negativo (KAMADA et al., 2016; WEINBERG, 2008).

Além da ubiquitinagdo, outras modificagdes pods-traducionais como
acetilacao, metilacao, fosforilacdo, nedilacdo e sumoilagao tém efeitos sobre a
estabilidade e fungao da proteina p53 (BROOKS, GU, 2011; CHAO, 2015).

mMiRNAs atuam em nivel pds-transcricional no controle dos niveis de p53
ao se ligar a regido 3’'UTR de seu mRNA, entre eles miR-125b e miR-504.
Elevada expressao do miR-125b em cancer colorretal foi associada com pior

prognostico e diminuicdo de sobrevida (LE et al., 2009). Em neuroblastoma a
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ligacdo do miR-380-5p a 3’'UTR diminuiu os niveis de p53. Ao contrario, a inibigao
deste miRNA induziu apoptose em células tronco embrionarias e células de
neuroblastoma (SWARBRICK et al., 2010).

miRNAs também se ligam a reguladores de p53, como MDM2 e MDM4.
miR-29b, miR-25, miR-32, miR-18b e miR-192/194/215 tém como alvo MDM2 e
os miRNAs miR-191-5p, miR-887-3p, miR-34a, miR-10a e let-7 tem como alvo
MDM4 (Li, 2016). De modo contrario, p53 também regula a expressao de varios
MiRNAs envolvidos nas vias de resposta ao estresse celular e dano ao material
genético. A familia de genes do miR-34 foi a primeira descrita por ser diretamente
regulada por p53 (RAVER-SHAPIRA et al., 2007; LIU et al., 2016).

2.4.1 p53 e cancer de mama

Mudancgas nos niveis de p53 e de seus reguladores podem afetar a fungao
como supressor de tumor e predispor ao desenvolvimento de cancer (PIETSCH,
HUMBEY, MURPHY, 2006; WYNENDAELE et al., 2010; SUDA et al., 2011;).
TP53 esta frequentemente mutado em varios tipos de canceres (PIETSCH,
HUMBEY, MURPHY, 2006) e, aproximadamente metade de todos os tumores
possuem alteragdes deste gene (GREENBLATT et al., 1994).

Em cancer de mama, o gene TP53 encontra-se mutado em 20-30% dos
casos, sendo que a frequéncia da mutacao esta relacionada ao subtipo tumoral
(BERTHEAU et al., 2013; DUFFY, et al. 2018). 17% dos tumores luminal A e
41% dos tumores luminal B apresentam a mutacao e uma maior frequéncia entre
os subtipos molecular apdécrino e basal-like, sendo 69% e 88% dos casos,
respectivamente. Aproximadamente 50% dos casos com amplificacédo de HER2
também possuem a mutagado. O tipo de alteragao envolvida também exibe um
padrao de distribuicdo por subtipos. Tumores do subtipo luminal apresentam
maior frequéncia de mutacdes por substituicdo de bases, que podem levar a
proteina com novas fungdes. Entre os tumores molecular apdcrino e basal-like,
as mutacodes do tipo Indel (inser¢ao/delegcao) podem resultar em proteina p53
truncada e ndo funcional (BERTHEAU et al., 2013). Em geral, a maioria séo
mutacdes de ponto, com 73% dos casos de substituicbes de uma unica base,
19% de pequenas delecdes e 5% de insercdes. Em relacdo ao local em que

ocorrem, a grande maioria (81%) esta localizada nos éxons 5-8, 10% no éxon 4,



41

6% no éxon 10 e com menor frequéncia (~ 2%) nos éxons 2, 3, 9 e 11. Além do
subtipo molecular, a frequéncia das mutagcdes também esta associada a
classificagao histolégica, sendo mais comum entre os tumores ductal, linfonodo-
positivo, ER-negativo e HER2-positivo (DUFFY, SYNNNOTT, CROWN, 2018).
O status desse gene também influencia na resposta ao tratamento, em que
tumores ER positivos com TP53 selvagem se mostram resistentes a
quimioterapia, enquanto aqueles com mutacbes em TP53 s&o sensiveis
(BERTHEAU et al., 2013).

Devido a alta prevaléncia, o status do gene TP53 exibe potencial como
biomarcador e alvo terapéutico no cancer de mama, sendo que na maioria dos
casos, a presengca de mutagdo é correlacionada com um pior prognéstico.
Apesar disso, a avaliagdo do tecido tumoral feita por imunoistoquimica tem
limitacbes em relagcéo a presenca de mutagdes e a estabilizagdo da proteina,
uma vez que mutagdes podem levar a proteinas truncadas e ndo estaveis. Assim
a avaliacdo ao nivel proteico por esta técnica ndo € empregada para
determinacdo do progndstico ou direcionamento da terapia (BERTHEAU et al.,
2013; DUFFY, SYNNNOTT, CROWN, 2018).

A busca por estratégias terapéuticas que tém como alvo a proteina p53
deve-se ao fato de que grande parte dos casos (~80%) de cancer de mama do
subtipo triplo negativo, assim como aqueles com metastase no cérebro (~90%)
nao apresentam uma terapia efetiva. Alguns dos compostos voltados a
reativacéo das proteinas mutantes séo PRIMA- 1({(2,2-bis
(hydroxymethyl)quinuclidin-3-one ou APR-017), APR-246 (2(hydroxymethyl)-2-
(methoxymethyl)quinuclidin-3-one), PK1007  (5-chloro-2-(methylsulfonyl)-4-
pyrimidinecarboxylic acid) e COTI-2 (N'-(5,6,7,8-Tetrahydroquinolin-8-ylidene)-4-
(2-pyridyl)piperazine-1-carbothiohydrazide) (SAHA, KAR, SA, 2015; HIENTZ et
al., 2017; DUFFY, SYNNNOTT, CROWN, 2018). PRIMA-1 (p53 reactivation and
induction of massive apoptosis 1) atua para restaurar as caracteristicas da
proteina, como a sequéncia especifica de ligagdo ao DNA e a capacidade de
induzir apoptose. Tumores derivados das linhagens BT-474, HCC-1428 e T47-D
em modelos animais tiveram o crescimento inibido pela administragdo de
PRIMA-1, o que ndo aconteceu com os tumores derivados da linhagem MCF-7
que apresenta o gene TP53 selvagem (DUFFY, SYNNNOTT, CROWN, 2018).

Linhagens celulares de cancer de mama p53 mutantes exibiram diminuigdo da
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migracéo e indugéo de apoptose com o uso de APR-246. Porém sem associagao
com ER, HER2 status e subtipo molecular (SYNNOTT et al., 2017).

2.5 MDM2 E MDM4

O gene MDM2 (murine double minute 2) ou HDMZ2 (GenelD: 4193) esta
localizado no cromossomo 12914.3-q15 e expressa uma proteina de 491
aminoacidos. A proteina MDM2 regula negativamente a proteina p53 por meio
de poliubiquitinacdo e subsequente degradacao pelo proteossomo. O gene
MDM4 (murine double minute 4) ou HDMX (GenelD: 4194) esta localizado no
cromossomo 1932 e codifica uma proteina de 490 aminoacidos. MDM2 e MDM4
sdo paralogos e fazem parte da familia do gene MDM2. A similaridade de
sequéncia indica que eles se originaram da duplicagéao de um gene ancestral
(WADE, WANG, WAHL, 2010).

As proteinas MDM2 e MDM4 possuem 31% de identidade entre os
residuos de aminoacidos e apresentam padrdes similares de organizagao dos
dominios proteicos. Estas proteinas contém um dominio amino-terminal de
ligac&o ao p53 pelo qual inibem a fungdo de transativagao de p53, e um dominio
RING-finger carboxi-terminal; ambos bem conservados entre MDM2 e MDM4.
Através dos dominios RING-finger as proteinas MDM2 e MDM4 formam um
heterodimero que aumenta a eficacia da atividade inibitéria de MDM2 (LINARES
et al., 2003; MENDOZA, MANDANI, MOMAND, 2014). O dominio RING de
MDM2 tem uma atividade intrinseca de enzima E3 da via de ubiquitinacdo que
promove a ligagao de subunidades de ubiquitil aos residuos de lisina da proteina
alvo (LINARES, et al., 2003; MENDOZA; MANDANI; MOMAND, 2014). Ao
contrario, MDM4 n&o possui essa funcdo enzimatica intrinseca ao dominio
RING. O dominio central acidico auxilia na atividade de E3 ubiquitina ligase. A
MDM2 apresenta em seguida ao dominio N-terminal um sinal de localizagcdo
nuclear (NLS) na posicédo 178 e um sinal de exportacdo nuclear (NES) na
posicdo 192. A proteina MDM4 ndo possui NLS, e assim, localiza-se
primariamente no citoplasma. Em situagbes de dano ao DNA, MDM4 é
transportada ao nucleo (FIGURA 4) (KARNI-SCHMIDT, LOKSHIN, PRIVES,
2016; MARKEY, 2011).
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FIGURA 4 — DOMINIOS ESTRUTURAIS DAS PROTEINAS MDM2 E MDM4

Dominio de ligagdo a proteina p53 Dominio acidico Dominio Zinc finger Dominio RING

1 491aa MDM2

- .

Representacdo esquematica dos dominios estruturais das proteinas MDM2 e MDM4. Em azul o
dominio de ligacdo a p53. Em laranja o dominio acidico, seguido pelo dominio Zinc finger
representado em verde. Em roxo representado o dominio RING. As proteinas MDM2 e MDM4
interagem através dos dominios RING-finger formando um heterodimero. FONTE: O autor
(2020).

Assim como MDM2, a MDM4 inibe a fungado de transativagcao de p53,
bloqueando o sitio de ligagao de fatores basais de transcricéo, além de atuar na
via de poliubiquitinacdo da proteina p53 em conjunto com MDM2 através da
formagao do heterodimero (MENDOZA, MANDANI, MOMAND, 2014).

De acordo com a fungao regulatéria desempenhada por MDM4 sobre p53,
niveis elevados de mRNA s&o observados em muitos casos de céncer, sendo
que em alguns desses 0 aumento do numero de copias leva a esse aumento. A
proteina MDM4 esta superexpressa e o gene MDM4 amplificado em torno de 10-
20% dos tumores, entre eles de pulmao, célon, retinoblastoma e cancer de
mama. Portanto, niveis aumentados da proteina MDM4 podem levar a inativagao
de p53 aumentando os riscos de desenvolvimento tumoral (LAURIE et al., 2006;
TOLEDO, WAHL, 2006; MENDOZA, MANDANI, MOMAND, 2014).

Da mesma forma que a proteina MDM2 marca p53 para degradagéo, a
proteina p53 € capaz de controlar a transcricdo de MDM2 devido a presenca do
elemento de resposta a p53 localizado no primeiro intron do gene. Por meio
desse mecanismo de retroalimentacdo negativa os niveis de p53 séao mantidos
em niveis relativamente baixos sob condi¢gdes normais (MENDOZA, MANDANI,
MOMAND, 2014).

O principal alvo de MDM2 e MDM4 ¢é a proteina p53, porém sao capazes
de interagir com outras proteinas que podem estar envolvidas no
desenvolvimento, morfogénese e tumorogénese (FIGURA 5) (WADE, WANG,
WAHL, 2010). A proteina MDM4 atua sobre outras vias relacionadas ao cancer
assumindo um papel oncogénico. Niveis elevados dessa proteina foram

correlacionados com a transicao epitélio-mesenquimal em linhagens celulares
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de mama e proéstata (AIELLO et al., 2018). A alteragao do metabolismo lipidico
e termogénese foi relacionada a auséncia de MDM4 em modelos animais,
evidenciando o papel de p53 sobre a regulagcado dessa via. Essa observagao
destacou que em condicdes de elevados niveis da proteina MDM4 e inibigao de
p53 uma dieta rica em gordura resulta em acumulo de gordura branca nos
adipdcitos, com aumento do risco relacionado a obesidade e cancer (KON et al.,
2018; DENG et al., 2016). MDM4 também pode estar envolvida no crescimento

celular por meio da estimulagao da via de sinalizacdo NF-kB (Ql et al., 2015).

FIGURA 5 — VIAS DE INTERAGAO ENTRE MDM4 E OUTRAS PROTEINAS
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Vias de interagao entre a proteina MDM4 e outras proteinas obtidos pela plataforma STRING.
Os nés coloridos representam a proteina central e os edges representam a interagdo entre as
proteinas. Os edges em azul correspondem a interagdes preditas a partir de bases de dados e
em rosa aquelas validadas experimentalmente. FONTE: STRING v11 (2019), disponivel em <
https://version11.string-db.org/cqi/network.pl?taskld=r415JO6SQH93 >.

Modificagdes pos traducionais podem interferir na estabilidade das
proteinas MDM e consequentemente regular os niveis de p53. As AKT quinases,
por exemplo, que estao envolvidas nas vias de crescimento celular e ativadas
em muitos tipos de cancer, tem como alvos MDM2 e MDM4. A fosforilagdo das
Ser166 e Ser186 de MDM2; e da Ser367 de MDM4 promove a estabilizacéo
dessas proteinas e, portanto, esta associada com a inibicdo de p53 (MARKEY,
2011).

Além das modificagdes pods traducionais, as vias de sinalizagao
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intracelular também participam da regulagdo das proteinas MDM. A via de
ativacao PI3K- Akt/PKB quinase relacionada a sobrevivéncia celular, promove a
fosforilagdo de MDM2 e o deslocamento dessa proteina para o nucleo, que ira
desencadear a ubiquitinagcdo de p53 (WEINBERG, 2008). A expressao do
receptor alfa de estrogénio induz a expressdo de MDM4 (SWETZIG, WANG,
DAS, 2016).

Outra via de sinalizagdo mitogénica que regula os niveis de MDM2 é a via
Ras—Raf—MAPK, que através dos fatores de transcricdo Ets e AP-1, ativam a
transcricdo do gene MDM2, elevando os niveis da proteina, e consequentemente
a supressao de p53 (WEINBERG, 2008). Essa via de sinalizagdo também esta
relacionada a elevados niveis de expressdao de MDM4 em alguns tipos de
cancer, como observado na linhagem celular MCF-7 de céncer de mama
(GILKES et al., 2008).

Sob condigdes de dano ao DNA, as quinases ATM e CHK2 podem
fosforilar residuos de serina no dominio RING de MDM2 e MDM4 provocando a
dissociagao do heterodimero e/ou a desestabilizacdo dessas proteinas (WADE,
2013) e permite a ubiquitinagado por MDM2 (MARKEY, 2011).

A proteina ARF também atua como regulador de MDM2, liga-se a essa
proteina e a sequestra no nucléolo (WEINBERG; SHADFAN, 2012). Além disso,
ARF parece ser capaz de promover a ubiquitinagdo de MDM4 (MARKEY, 2011;
SHADFAN, LOPEZ-PAJARES, 2012). Por regular negativamente as proteinas
MDM, ARF atua como supressor tumoral. Niveis elevados do fator de transcrigao
E2F promovem a transcricdo de ARF (FIGURA 6) (WEINBERG, 2008;
SHARDFAN, LOPEZ-PAJARES, 2012).

FIGURA 6 — VIAS DE REGULAGAO ENTRE AS PROTEINAS p53 - MDM2 - MDM4



46

.......

)) ,.*" Degradacdo pelo
( " proteossomo 265

I Ubiquitina¢do

Feedback negativo . ..
Atividade transcricional

Representacdo esquematica das duas principais vias regulatérias envolvendo as proteinas p53,
MDM2 e MDM4. A proteina MDM2 no heterodimero MDM2/MDM4 promove a poliubiquitinagéo
da proteina p53 encaminhando-a para degradagcdo no proteossoomo 26S. A ligacdo das
proteinas MDM2 e MDM4 a proteina p53 impede sua funcdo como fator de transcricdo. A
proteina p53, por sua vez, é capaz de controlar a transcricdo de MDM2, estabelecendo um
mecanismo de feedback negativo. FONTE: O autor (2020).

Diferentes isoformas da proteina MDM4 s&o geradas a partir do splicing
alternativo do pre-mRNA e de modificagdes pds-traducionais. As duas principais
isoformas sdao MDM4-FL (MDM4-full length) e MDM4-S (MDM4-short) que
diferem pela exclusdo do éxon 6 na segunda isoforma. A isoforma MDM4-S
possui 0 dominio de ligagdo a p53, mas ndo o dominio central e a regido C-
terminal. Cada um das isoformas exibe diferente estabilidade e influencia os
niveis proteicos, sendo a MDM4-FL mais estavel (HAUPT et al., 2019).

A prevaléncia de uma das isoformas e sua capacidade de regular p53 é
alvo de muitos estudos. MDM4-S foi apontada pela maior habilidade em inibir a
atividade de p53 (RALLAPALLI et al., 2003) e exibir altos niveis em varios
canceres (BARTEL et al., 2005; LENOS et al., 2012, LIU et al., 2012). p53 parece
nao ser afetada pela inibicdo promovida por MDM4-FL em condigdes de
estresse, devido a maior sintese da isoforma MDM4-S (BARDOT, TOLEDO,
2017). Defeitos de splicing em tumores aumentam os niveis de MDM4-S

favorecido pelo perfil oncogénico (PANT et al., 2017).
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Entre os miRNAs que tem MDM4 como alvo estdo miR-191, miR-887,
miR-10a, miR-370 e miR-766. O miR-191 mantém MDM4 em baixos niveis na
retina fetal humana, porém no retinoblastoma sua expressao esta aumentada
(McEvOY et al., 2012). O miR-10a por sua vez, encontra-se aumentado em
leucemia mieloide aguda (OVCHARENKO et al., 2011). O risco de cancer
colorretal e os niveis do miR-370 estdo inversamente correlacionados, em
concordancia ao seu efeito sobre MDM4 e consequentemente p53 (SHEN et al.,
2018).

O mecanismo de regulacdo de MDM4 por miRNAs também pode
influenciar na resposta a terapia. O miR-885-3p promove resposta positiva ao
tratamento com cisplatina. Esse composto desencadeia ligacdo do miRNA a
regidao 5’UTR de MDM4 e leva a relocalizagao da proteina do citoplasma para a
mitocdndria onde é capaz de se ligar a BCL2 e induzir apoptose (HUANG,
CHUANG, RATOVITSKI, 2011). A relagao entre os baixos niveis do miR-1307 e
aumento de MDM4 foram associados a resisténcia a cisplatina (WANG, ZHU,
2018).

2.6 miRNAs

Os microRNAs (miRNAs) sdo curtas sequéncias de nucleotideos (18-25)
nao codificantes com a capacidade de regular a expressdo génica por um
mecanismo pos-transcricional, por inibicdo da tradugcdo ou degradacido do
mRNA. Tal regulacdo acontece pelo pareamento de bases de sequéncias
complementares entre a regidao seed do miRNA, nucleotideos 2-7, e a regido 3’
UTR (untranslated region) do mRNA alvo (MULRANE et al., 2013; CIPOLLINI,
LANDI, GEMIGNANI, 2014; MATAMALA et al., 2015; McGUIRE, BROWN,
KERIN, 2015).

Os miRNAs e seus sitios alvo sado altamente conservados, e
aproximadamente 60% dos genes codificantes de proteinas contém sitios de
ligagdo de miRNA em sua regiao 3’'UTR (DAVIS, 2009; ESTELLER, 2011; LUO,
CUIl, CROCE, 2018; SALZMAN, WEIDHAAS, 2013). A regulagdo génica
mediada por miRNAs é um processo complexo em que um miRNA é capaz de
se ligar a varios mMRNAs, da mesma forma que um unico mRNA contém sitios de
ligacdo para varios miRNAs distintos (DAVIS, 2009; CROCE, 2009;
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HAMZEIY,ALLMER, YOUSEF, 2013; TARANG, WESTON, 2014;
PALANICHAMY,RAQO, 2014; LUO, CUI, CROCE, 2018).

Os genes de miRNAs podem estar localizados em introns ou éxons de
genes que codificam proteinas, além de regides intergénicas (DAVIS, 2009;
ALLEGRA et al., 2012; LUO, CUI, CROCE, 2018). A maioria dos miRNAs s&o
transcritos pela RNA-polimerase Il e apresentam cap 7-metilganunosina na
extremidade 5’ e cauda poli-A na extremidade 3’ (DAVIS, 2009; ALLEGRA et al.
2012).

Os miRNAs sado formados a partir de moléculas precursoras,
denominadas pri-miRNA que sao clivadas no nucleo pela agédo de uma enzima
endonuclease RNase lll, a Drosha/DGCRS8. Essa clivagem da origem a um
segundo precursor com estrutura de stem loop, denominado pre-miRNA, de
aproximadamente 60-100 nucleotideos. O pre-miRNA é transportado do nucleo
ao citoplasma pela proteina exportina-5/Ran-GTP. Nesse transporte, a molécula
de GTP é hidrolisada e o pre-miRNA ¢ liberado pela exportina. Essa interacao
entre exportina e RNA nao depende da sequéncia de nucleotideos, mas requer
uma regido de dupla fita de pelo menos 16pb, além de nucleotideos overhang
na extremidade 3’ (DAVIS, 2009). No citoplasma, o pre-miRNA ¢é clivado pela
Dicer/TRBP (TAR RNA binding protein), outra endonuclease RNase Il e origina
um duplex de RNA de aproximadamente 22 nucleotideos, o0 miRNA maduro. No
citoplasma, a TRBP (TAR RNA binding protein) uma proteina de ligagdo ao RNA
dupla fita reconhece o RNA e auxilia a incorporagéo ao complexo RISC (RNA-
induced silencing complex) contendo a proteina Argonauta, componente central
do complexo RISC. Apds o duplex de miRNA se ligar ao complexo RISC, a dupla
fita € separada e uma das fitas geralmente é degradada enquanto a outra fita
permanece ligada ao complexo RISC. A selecao da fita a ser incorporada ao
complexo RISC ocorre com base na estabilidade termodindmica das
extremidades do RNA duplex. A fita com menor estabilidade termodinémica da
extremidade 5’ € incorporada. O miRNA maduro fita simples ligado ao complexo
RISC é entédo capaz de se ligar ao mRNA alvo e controlar a expressao génica
(DAVIS, 2009; BARTEL, 2004; CROCE, 2009; MULRANE et al., 2013; HA, KIM,
2014; MATAMALA et al., 2015; MCGUIRE, BROWN, KERIN, 2015). O
pareamento entre o miRNA e seu alvo pode levar a repressao da tradugao ou

degradacdo do mRNA. Em animais, o bloqueio da tradug&o € o processo mais
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comum. Porém, também pode ocorrer degradacédo do mRNA que se inicia pela
desestabilizacdo da molécula. A ligacdo ao complexo RISC envolve proteinas,
como GW182, que recrutam fatores que promovem a deadenilagdo e assim,
facilitam a degradagcdo do mRNA (PASQUINELLI, 2012; DALMAY, 2013;
IWAKAWA, TOMARI, 2015) (FIGURA 7). Os miRNAs podem ser derivados do
braco 5’ ou 3’ do duplex precursor, e, portanto, sdo chamados de miRNA-5p ou
miRNA-3p, respectivamente (CHOO, et al., 2014).

FIGURA 7- BIOGENESE E FUNCAO DO miRNA EM CELULAS ANIMAIS
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Representacdo da biogénese de miRNA e seu mecanismo pds-transcricional de regulacao da
expressao génica. O pri-miRNA transcrito é clivado pela Drosha em pre-miRNA que é exportado
ao citolplasma. No citoplasma a enzima Dicer cliva o pre-miRNA, originando um miRNA duplex
que se associa a proteina Argonauta formando o complexo RISC. Uma das fitas é degradada e
a outra permanece no complexo RISC. O miRNA maduro é capaz de ligar-se ao mRNA
complementar alvo. Por meio dessa ligacdo o miRNA regula a expressdo génica seja pela
inibicao da tradugéo ou degradagao do mRNA. FONTE: O autor (2020).

A interacdo entre miRNA e o mRNA alvo ocorre através do pareamento
de bases entre a regido seed do miRNA e a sequéncia complementar 3’ do
MRNA. Porém, esse tipo de ligagdo nao € a unica interagao existente. Os sitios
candnicos, de um modo geral, envolvem o pareamento completo da regido seed,
e podem ser: 7mer-A1, consiste no pareamento da regido seed e na presenga
de uma A (adenina) no mRNA alvo, oposta ao nucleotideo 1 da regido seed;

7mer-m8-site, pareamento da regido seed (nucleotideos 2-7) mais o pareamento
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do nucleotideo 8 da regiao seed; 8mer, que além do pareamento da regido seed
e do pareamento do nucleotideo 8 da regido seed, possui uma A no mRNA
oposta ao nucleotideo 1 da regido seed; 6mer, consiste no pareamento da regido
seed (nucleotideos 2-7). Os sitios atipicos, incluem pareamento fora da regiao
seed, e podem ser 3’-suplementar ou 3’-compensatoério. No primeiro caso, além
do pareamento entre a regido seed (nucleotideos 2-7), ocorre pareamento de 3-
4 nucleotideos, entre os nucleotideos 13-16 do miRNA. No caso do pareamento
compensatoério, o pareamento de 4-5 nucleotideos, entre os nucleotideos 13-16
do miRNA, compensam um mismatch na regido seed (BARTEL, 2009;
MOSZYNSKA et al, 2017; SALZMAN, WEIDHAAS, 2013).

A complementariedade entre o nucleotideo 8 do miRNA e o mRNA alvo,
e a presenga de uma adenina no mRNA alvo oposta ao nucleotideo 1 da regiao
seed aumentam o reconhecimento do alvo (SALZMAN, WEIDHAAS, 2013).
Além da especificidade da sequéncia, alguns fatores influenciam a ligagao ao
alvo. Sitios flanqueados por sequéncias ricas em AU parecem aumentar a
acessibilidade do miRNA. Além disso, tendem a evitar sequéncias
imediatamente apos o codon de parada (aproximadamente 15 nucleotideos) que
sao encobertas pelo ribossomo, antes deste se dissociar do mMRNA
(PASQUINELLLI, 2012).

O controle pés-transcricional feito pelos miRNAs atua nas vias
regulatorias associadas ao cancer, incluindo proliferagao celular, diferenciagéo,
migragao e apoptose (CROCE, 2009; CIPOLLINI, LANDI, GEMIGNANI, 2014;
MATAMALA et al., 2015). Desse modo, miRNAs tém sido muito estudados por
apresentarem potencial como biomarcadores de suscetibilidade a doencgas, de
diagnostico, progndstico e direcionamento de terapia adequada em diferentes
doengas, como o cancer de mama (CROCE, 2009; MULRANE et al., 2013;
SALZMAN, WEIDHAAS, 2013; CIPOLLINI, LANDI, GEMIGNANI, 2014).

Os miRNAs envolvidos no desenvolvimento tumoral podem atuar como
oncomiRs ou miRNAs supressores de tumor. Os membros da familia let-7, por
exemplo, regulam negativamente a expressao do oncogene RAS. A perda da
expressado de miRNAS dessa familia, resulta no aumento da expresséo de RAS,
que esta envolvido na patogénese de varios tipos de cancer. Desse modo, tais
miRNAs atuam como supressores tumorais (CROCE, 2009; NINA-SINKAM,
CROCE, 2013). miRNAs que exibem papel oncogénico tém como alvo
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importantes supressores tumorais. miR-21, tem como alvos os mRNAs de:
PTEN, PDCD4, TIMP1 e TIMP3; miR-221 e -222 tem como alvo PTEN, p27, p57
e TIMP3. O cluster miR-17-92 tem como alvos PTEN, BIM, p21 e o fator de
transcricdo E2F1 (CROCE, 2009; SEVEN, 2014; OBRYAN et al., 2017).0 cluster
miR-17-92 compreende seis genes de miRNA: miR-17, -18a, -19a, -20a, - 19b-1
e -92a-1 localizados no cromossomo 13931.3. Essa regido esta amplificada no
linfoma de células B difusas. Os miRNAs desse cluster promovem proliferacao
celular, inibem apoptose, induzem angiogénese e auxiliam MYC ao acelerar o
desenvolvimento de linfomas. Ou seja, atuam como oncogenes. A
superexpressao desse cluster é observada em diferentes tipos de tumores e
associada com pior prognéstico, incluindo pulmdo, mama, colon, pancreas,
prostata e estdbmago, além de linfoma (CROCE, 2009; FANG et al., 2017,
ZHANG et al., 2017).

Além de afetar os processos celulares relacionados a tumorigénese, a
desregulagdo de miRNAS também pode interferir no sucesso das terapias
(CROCE, 2009; NINA-SINKAM, CROCE, 2013; MULRANE et al.,, 2013). A
superexpressao de miR-221 e -222, e a diminuigdo da expressao do miR-301
foram relacionadas a resisténcia ao tamoxifeno no tratamento de cancer de
mama (SERPICO, MOLINO, COSIMO, 2014). Além de estarem presentes no
espaco intracelular, miRNAs podem ser encontrados em varios fluidos corporais,
de maneira estavel e com diferentes padrbées de expressdo nos diferentes
fluidos, podendo circular envolvidos em moléculas lipidicas, como exossomos e
microvesiculas, ou ligadas a proteinas (ALLEGRA et al., 2012; LARREA et al.,
2016; SCHWARZENBACH, 2017). Desse modo, essa representa uma
alternativa na busca de biomarcadores através de uma abordagem nao invasiva
(biopsia liquida) e que vem sendo cada vez mais explorada (ALLEGRA et al.,
2012; OZAWA et al., 2020).

A ocorréncia de polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs, do inglés
Single Nucleotide Polymorphism) na sequéncia de qualquer um dos precursores
ou do préprio miRNA maduro, pode alterar a estrutura secundaria, o
processamento ou mesmo o reconhecimento de alvos dessa molécula (DAVIS,
2009; SALZMAN, WEIDHAAS, 2013). Assim, a ocorréncia de SNPs é capaz de
alterar a fungdo dos miRNAs e desta forma, estar associado ao desenvolvimento
de doengas (RYAN, ROBLES, HARRIS, 2010; MULRANE et al., 2013;
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SALZMAN, WEIDHAAS, 2013). Na meta-analise de Khan et al. (2014) cinco
SNPs no sitio de ligacdo de miRNA foram associados ao risco de cancer de
mama: rs1045494, rs1052532, rs10719, rs4687554 e rs3134615 localizados na
regiao 3’'UTR dos genes CASP8, HDDC3, DROSHA, MUSTN1 e MYCLT,
respectivamente. Chen et al. (2018) avaliaram CpG-SNPs na regido promotora
de genes de miRNA e investigaram a associagéo com o risco de cancer de mama
em uma populagédo chinesa Han. Eles observaram que os SNPs rs1190983,
rs155247, rs62382272, na regiao promotora dos miRNAs miR-342, miR-3677 e
miR-378, respectivamente, estavam associados a suscetibilidade ao cancer de

mama.

2.7 SNPs NO SITIO DE LIGAGAO PARA miRNA

SNPs localizados na regido 3’UTR de mRNA - sitio de ligagdo aos
mMiRNAs — sdo denominados miRSNPs, e podem alterar a afinidade de ligagéo
entre miRNAs e mRNA alvo. A ocorréncia de um miRSNP pode interromper ou
enfraquecer a ligagao de um miRNA ao sitio alvo, ou ainda criar uma sequéncia
complementar a regido seed de um miRNA que de outro modo néo se ligaria a
esse mMRNA. Consequentemente, esse processo resulta em aumento ou
diminuicdo da tradugao da proteina (CHEN et al., 2008). Diversos estudos tém
investigado o papel de miRSNPs como possivel fator de risco no cancer de
mama (CROCE, 2009; MULRANE et al., 2013; SALZMAN, WEIDHAAS, 2013;
CIPOLLINI, LANDI, GEMIGNANI, 2014).

Cao et al. (2016) observaram a associagao dos genétipos G/T (OR=
1.332; CI: 1.007-1.761) e G/T+T/T (OR= 1.336; 95% CI: 1.018-1.753) do SNP
rs8176318 na regiao 3’UTR de BRCA1 e o gendtipo A/C (OR=1.524; 95% CI:
1.141-2.035) do miRSNP rs15869 de BRCAZ2 e o maior risco de cancer de mama
entre a populagéo chinesa. A expressdo de BRCAZ2 diminuiu com a transfecc¢ao
do miR-627 nas linhagens celulares de cancer de mama MCF-7 e MDA-MB-231
(CAO et al.,, 2016). Outro estudo de miIRSNP em uma populagdo chinesa
associou o alelo C (OR=0.84; 95% CI: 0.75-0.95) do SNP rs7963551 de RAD52
com a redugao do risco ao cancer de mama, devido a perda da capacidade de

ligacdo do miRNA let-7 a regido 3’'UTR desse gene. RAD52 participa do reparo



53

por recombinagdo homdéloga em cooperagao com BRCA71 e BRCAZ2 (JIANG et
al., 2013).

2.8 SNP rs4245739

O SNP rs4245739 A>C situado em 3'UTR do gene MDM4 tem sido
identificado como um fator de risco para varios tipos de cancer, entre eles cancer
de mama (GANSMO et al.,2015; GANSMO et al.,, 2016; LIU et al., 2013).
Segundo dados do projeto 1000 genomas, a frequéncia desses alelos na
populagdo americana miscigenada € de 78,6% para o alelo A e 21,4% para o
alelo C.

Gansmo et al. (2015) ndo observaram associagao entre o SNP
rs4245739*C de MDM4 e o risco associado ao cancer de colon, préstata ou
pulm&o, enquanto uma associagdo significativa com diminuigdo do risco ao
cancer de mama foi observada no modelo genético recessivo (OR = 0.77: 95%
Cl: 0.59-0.99). Em 2016, Gansmo et al. observaram que individuos com os
gendtipos MDM4 rs4245739 A/C ou C/C (OR= 1.18; 95 % Cl:1.01-1.39) tém
elevado risco ao cancer de ovario quando comparados ao gendtipo AA. Em uma
meta analise incluindo 69.477 individuos Xu et al. (2016) demonstraram que o
alelo C de rs4245739 de MDM4 (OR = 0.84; 95% CI: 0.76-0.94).esta associado
a diminuigao da expressdo do mRNA de MDM4, e consequentemente associado
com a diminuicdo de risco ao céancer. Em dois estudos caso-controle
independentes em duas regides da China, Liu et al. (2013), demonstraram que
os genotipos A/C e C/C de rs4245739 (OR = 0.55; 95 % CI1 0.40-0.76) de MDM4
estavam associados com a diminuic&o do risco ao cancer de mama comparados
ao genotipo A/A em ambos os estudos. Duas recentes meta-analises indicaram
que a variante C do SNP rs4245739 do gene MDM4 esta associada a uma
diminuicdo do risco de céancer em geral (OR=0,715; 95% CI:0,622-0,821 e
OR=0,86; 95% CI:0,78-0,96) (JIN et al., 2017; LIAN et al., 2019).

2.9 SNP rs4245739 de MDM4 e os miRNAS miR-887-3p e miR-191-5p

O SNP rs4245739 em 3’'UTR de MDM4 esta localizado no sitio de ligagao
para dois miRNAs, miR-191-5p e miR-887-3p. O miR-887-3p é capaz de se ligar
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ao SNP rs4245739*C, mas nao ao rs4245739*A (STEGEMAN et al., 2015; ZHAI
et al., 2016). A sequéncia do miR-887-3 tem 79 pb e esta localizada na fita
forward do gene FBXL7 (F-box and leucine rich repeat protein 7) no cromossomo
5 (miRIAD, 2018). A sequéncia do miR-191-5p esta localizada na fita reversa do
gene NDUFAF3 (NADH:ubiquinone oxidoreductase complex assembly factor 3)
no cromossomo 3.

Gao et al. (2015) observaram a associacado entre o SNP rs4245739 e
cancer de células pequenas do pulmdo em dois estudos caso-controle
independentes em duas regides da China. O possivel impacto do miRSNP na
regulacdo de MDM4 foi investigada por meio do ensaio de luciferase, onde
demonstrou que rs4245739 A/C e C/C foram significantemente associados com
a diminuicao da suscetibilidade ao cancer em comparacao ao genotipo A/A (OR
=0.53; 95% CI: 0.32-0.89 e OR = 0.47; 95% CI: 0.26-0.879). Apos a co-
transfecgdo do vetor contendo as variantes alélicas A e C do rs4245739 e dos
MiRNAS, observaram que miR-191-5p e miR-887-3p foram capazes de diminuir
a expressao de MDM4 no ensaio com o constructo contendo o alelo C.

A superexpressao de MDM4 parece estar relacionada a tumorigénese por
meio da diminuicdo da funcédo de p53 como supressor de tumor. A identificacao
do SNP rs4245739 em 3'UTR de MDM4 em carcinomas de ovario e linhagens
celulares de cancer de ovario, cria um sitio alvo para a ligagdo do hsa-miR-191
que se encontra altamente expresso tanto em tecido normal quanto tumoral. Este
estudo demonstrou uma regulagédo de MDM4 pelo miR-191 na presenga do alelo
C, mas nao do alelo A. Assim, o alelo A foi associado com aumento da expressao
do mRNA de MDM4 e niveis da proteina em carcinomas ovarianos. O genétipo
AA foi relatado como mais frequente em pacientes com carcinomas de alto grau
do que naqueles com carcinomas de baixo grau (WYNENDAELE et al., 2010).

Muitos estudos tém reportado que o0 miRSNP rs4245739 cria um sitio alvo
de ligacado para o miR-191 resultando em diminuigdo da expressao de MDM4.
Zhou et al. (2013) conduziram um estudo caso-controle de carcinoma de células
escamosas do esb6fago em duas regides da China e demonstraram que os
gendtipos A/C e C/C (OR = 0.54; 95% CI:0.35-0.82 e OR = 0.68; 95% CI:0.45—
0.99) estavam associados com a diminuicdo do risco ao carcinoma em
comparagao ao genotipo A/A e contribuiram para a hipotese de que variantes

genéticas podem interferir na regulagcdo génica mediada por miRNA e assim
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modificar o risco ao cancer.

Stegeman et al. (2015) observaram a ligagdo dos miRNAs 887-3p e 191-
5p com o mRNA do gene MDM4 em linhagem celular de cancer de préstata. A
capacidade de ligacdo do miRNA ao alelo A ou C ao 3'UTR do gene MDM4

regula a expresséo deste gene e sua subsequente fung¢do na via do p53.
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3 JUSTIFICATIVA

Doengas complexas como o cancer sao desencadeadas por varios fatores
distintos, alterando o metabolismo celular de modo particular em cada individuo.
O cancer de mama € o segundo tipo de cancer de maior incidéncia no mundo, o
de maior mortalidade entre as mulheres e com curso clinico bastante variavel. A
heterogeneidade observada nesta patologia torna essencial a investigacao de
novos marcadores de diagndstico e prognéstico. Estudos de polimorfismos de
nucleotideo unico (SNP) em escala gendmica associam dezenas de loci de risco
ao cancer de mama, tornando-se fundamental o estudo destas variacdes e de
seus possiveis significados funcionais. A maioria destes SNPs, estdo situados
na regidao 3'UTR dos genes, podendo localizar-se em sitios de interacéo a
miRNAs. A ocorréncia de SNPs nestes sitios, pode criar ou desfazer o sitio de
reconhecimento para um determinado miRNA e assim alterar o padrao de
regulacdo deste gene e a suscetibilidade a doengas (CIPOLLINI; LANDI;
GEMIGNANI, 2014; ANWAR; WULANINGSIH; WATKINS, 2017; MULRANE, et
al., 2013; BARTEL, 2009).

O gene TP53, importante supressor tumoral na resposta aos danos ao
DNA, tem papel essencial no processo da patogénese do cancer, sendo que o
controle dos niveis da proteina p53 e das moléculas que o regulam podem afetar
a funcado desse supressor de tumor e consequentemente predispor ao cancer
(THUT, GOODRICH, TIJAN, 1997 PIETSCH, HUMBEY, MURPHY, 2006;
WYNENDAELE et al., 2010; SUDA et al., 2011).

As proteinas MDM2 e MDM4 ligam-se a p53 e inibem sua fungdo como
fator de transcricdo, além de atuarem na via de poliubiquitinagcdo marcando a
proteina para degradacao. Portanto, a alteragcdo dos niveis dessas proteinas
interfere na fungao de p53 e, uma das formas de controle da expressao de MDM2
e MDM4 é pela regulagdo pés-transcricional de seus mRNAs mediada por
miRNAs (MENDOZA, MANDANI, MOMAND, 2014). Ja foi previamente
estabelecido em outros tipos de cancer que os miRNAs miR-887-3p e miR-191-
5p apresentam capacidade de regulagao pos-transcricional do mRNA de MDM4
de maneira dependente do SNP (rs4245739) A>C localizado na regiao 3'UTR.

Assim, esta proposta pretende explorar o impacto funcional da variagéao

genética em sitios-alvo destes microRNAs para a patogénese do cancer de



57

mama, através da validacdo da predicdo in silico que identificou miRNAs
potencialmente envolvidos no cancer de mama de maneira dependente de SNP

e que apresentam efeito eQTL.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Verificar se as associagdes genéticas ja encontradas entre a variante rs4345739
do gene MDM4 e o cancer de mama podem ser explicadas pela ligagao
diferencial de miRNAs preditos — miR-887-3p € miR-191-5p — e modular a
expressao do gene MDM4, contribuindo com o esclarecimento do impacto

funcional dessa variante genética.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Padronizar a transcrigéo in vitro como metodologia alternativa para a obtengao
do pre-miRNA a ser utilizado nos ensaios de transfecc¢ao;

- Avaliar a capacidade de ligacdo do pre-miRNA 887-3p, sintetizado por
transcrigéo in vitro, ao sitio de ligagdo com o alelo C presente no vetor através
de ensaio luciferase;

- Padronizar o ensaio luciferase como metodologia a ser utilizada em outros
trabalhos no nosso grupo de pesquisa;

- Validar através de ensaio luciferase a ligagao alelo-especifica dos miRNAs miR-
887-3p e miR-191-5p ao vetor contendo o alelo C do SNP rs4245739 da regiao
3'UTR de MDM4, conforme predito pela analise in silico;

- Padronizar a transcrigao reversa com o uso de primers RT-stem loop e qPCR
com SYBR green para a expressao de miRNAs, para que essa metodologia
possa ser empregada nos trabalhos desenvolvidos por nosso grupo de pesquisa;
- Avaliar se a transfecgcao dos miRNAs mimics miR-887-3p e miR-191-5p na
linhagem celular de cancer de mama MDA-MB-231 reduzem a expressao do

mRNA do gene alvo.
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5 MATERIAL E METODOS

As etapas necessarias para a avaliagao da ligagao dos miRNASs preditos
a variante C do SNP rs4245739 e propostas neste trabalho estdo resumidas na

figura abaixo (FIGURA 8).

FIGURA 8- PLANO DE TRABALHO
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Plano de trabalho que inclui as etapas de construgéo do vetor, clonagem, sintese do pre-miR
887-3p, transfeccéo, ensaio de luciferase e analise de expressdo. FONTE: O autor (2020).

5.1 CONSTRUCAO DO VETOR

Com o objetivo de realizar os ensaios de luciferase para observar a
interacao entre os mMiRNAS miR-887-3p e miR-191-5p ao sitio alvo na 3’'UTR do
MRNA foi necessario construir os vetores de gene reporter contendo cada um

dos alelos — A ou C — do SNP rs4245739 avaliado nesse estudo.
5.1.1 Preparo do inserto 3'UTR do gene MDM4

A sequéncia 3 UTR do gene MDM4 contendo o SNP rs4245739,
apontada como alvo do miR-887-3p e miR-191-5p foi amplificada por PCR
(Polimerase Chain Reaction). No desenho do primer forward foi incluido o sitio
de restricdo para a enzima Nhel; e do primer reverse, o sitio da enzima Sall.
Essas enzimas foram escolhidas por estarem presentes no sitio multiplo de

clonagem do vetor a ser usado e por sua auséncia dentro da regidao a ser clonada
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(QUADRO 2). Segundo o Primer Blast, a adicdo desses sitios ndo prejudica a
amplificagdo especifica do gene MDM4. Os primers amplificam uma regido de
393 pb da regido 3'UTR de MDM4 (QUADRO 2).

QUADRO 2 — SEQUENCIA DOS PRIMERS FORWARD E REVERSE PARA AMPLIFICACAO
DA REGIAO 3'UTR DO GENE MDM4 CONTENDO O SNP rs4245739

Primer forward (5’ - 3’) Primer reverse (5’ - 3’)
AGACGCTAGCAGGCTGGGGCTTCATG | TGTAGTCGACTGCTGCATAAAGTAATCCA

Os nucleotideos destacados em negrito correspondem ao sitio de restricdo para as enzimas Nhel
(primer forward) e Sall (primer reverse). FONTE: O autor (2020).

O inserto contendo o alelo A foi amplificado a partir da linhagem MDA-MB-
468, e o alelo C foi amplificado a partir da linhagem MDA-MB-231. Essas
linhagens foram previamente sequenciadas, sendo a linhagem MDA-MB-468
homozigota para o alelo A, e a linhagem MDA-MB-231 homozigota para o alelo
C. Ambos os alelos foram amplificados pelos mesmos iniciadores. Na PCR do
inserto MDM4_739A foi utilizado GoTaq Green Master Mix 2X (Promega) para
uma reacgdo de 100 pL, a partir de 100 ng de DNA (QUADRO 3). Na PCR do
inserto MDM4_739C foi utilizada Taq Polimerase High Fidelity para uma reagao
de 50 pL, a partir de 40 ng de DNA (QUADRO 4).

A verificagdo da amplificacdo do produto de PCR foi feita através de
eletroforese em gel de agarose 1%, 80V, 60 min. Apds a confirmagao da
amplificagao foi realizada uma segunda reagédo de PCR nas mesmas condigdes,
utilizando de 0,5 pL a 1 pL do produto da primeira PCR, com o objetivo de se
obter maiores concentragdes do inserto (QUADROS 3 e 4).

QUADRO 3 — REAGAO DE PCR PARA A AMPLIFICAGAO DO INSERTO MDM4_739A A
PARTIR DO DNA DA LINHAGEM MDA-MB-468
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12 PCR do inserto 22 PCR do inserto

MDM4_739A MDM4_739A
Agua 41 pL 455 uL
Primer forward 2 puL (10 mM) 2 uL (10 mM)
Primer reverse 2 puL (10 mM) 2 uL (10 mM)
DNA 5 uL (100 ng) 0,5 pL
GoTaq 50 uL 50 uL
Volume final 100 pL 100 pL

QUADRO 4 — REAGAO DE PCR PARA A AMPLIFICAGAO DO INSERTO MDM4_739C A
PARTIR DO DNA DA LINHAGEM MDA-MB-231

12 PCR do inserto 22 PCR do inserto
MDM4_739C MDM4_739C

Agua 30,8 uL 64,75 L
Tampao 5uL 10 yL
MgCl2 2 uL 4 uL
dNTPs 5uL 10 uL
Primer forward 2,5 L 5uL
Primer reverse 2,5l 5L
Taq Polimerase High Fidelity 0,2 uL 0,25 uL (1,25 U)
DNA 2 pL (40 ng) 1L
Volume final 50 yL 100 pL

QUADRO 5 — CICLOS DA PCR PARA AMPLIFICACAO DOS INSERTOS 3'UTR DE MDMA4

Etapa do ciclo Temperatura Tempo N° de ciclos
Desnaturacéo inicial 95°C 5 minutos 1
Desnaturacao 94°C 30 segundos

Anelamento 68°C 45 segundos 30
Extensao 72°C 45 segundos

Extenséo final 72°C 5 minutos 1
Hold 15°C 15 minutos 1

A amplificagéao foi verificada por eletroforese em gel de agarose 1%, 80V, 60 min.
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Apos a amplificacdo, os produtos de PCR foram purificados por
fenol:cloroférmio:alcool isoamilico; acetato de amoénio e etanol, e seguidas
centrifugacdes antes de realizar a digestdo enzimatica. Esse protocolo consiste
na adigado de 40 L de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1) ao produto
de PCR e centrifugac&o a 16000xg por 2 minutos. A fase aquosa (sobrenadante)
foi transferida para um novo tubo e adicionado 10% de volume de acetato de
amoénio 7.5 M e 2 volumes de etanol absoluto. O produto foi mantido em freezer
-80°C overnight. Apés isso, o material foi centrifugado a 16000xg por 20 minutos.
O sobrenadante foi descartado e adicionou-se 1 mL de etanol 70%.
Centrifugagdo a 16000xg por 1 minuto. O sobrenadante foi novamente
descartado e esperou-se todo o etanol evaporar e o pellet secar a temperatura
ambiente. O material foi eluido em 10 yL de agua e mantido no gelo. Foram
obtidos 290,9 ng/uL do inserto A e 661,2 ng/pL do inserto C.

5.1.2 Preparo do Vetor

Para avaliar a ligacao do miRNA ao seu sitio alvo foi utilizado o vetor
pmirGLO Dual Luciferase miRNA Target Expression Vector (Promega) (FIGURA
9) onde foram inseridas as sequéncias contendo as variantes alélicas (A e C) do
SNP rs4245739 do gene MDM4. Nesse sistema, a firefly luciferase € o gene
reporter primario que reflete a regulacdo do mRNA enquanto a Renilla luciferase
atua como controle para normalizagdo. Esse vetor permite avaliar a interagdo do
MiRNA por meio da insergao de sitios alvos para o miRNA na porg¢ao 3’ do gene
firefly luciferase. A regiao 3’'UTR do gene de interesse, ou parte dela, é
introduzida para estudar a influéncia desses sitios na estabilidade e atividade do
transcrito. Expressao reduzida do gene reporter firefly luciferase indica ligagéao

do miRNA ao sitio alvo introduzido no vetor.
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FIGURA 9 — REPRESENTAGAO DO VETOR pmirGLO
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O vetor pmirGLO Dual Luciferase miRNA Target Expression Vector (Promega) possui
7350 pb. O vetor apresenta o gene luc2 da firefly luciferase sob o promotor PGK, seguido
do sitio de clonagem multipla (MCS) e sinal poli-A. O MCS contém os sitios de
reconhecimento para enzimas de restricdo. Possui ainda o gene hRluc-neo fusion da
Renilla luciferase sob o promotor SV40, seguido de sinal poli-A. O gene de B-lactamase
(Amp) possibilita a selecdo dos clones recombinantes ao conferir resisténcia a
ampicilina. FONTE: Promega.

O vetor pmirGLO foi replicado através de transformacédo por choque
térmico em bactérias E. coli DH10B competentes (com CaClz). Apds a
transformacao, os clones foram selecionados em meio LA (Luria Bertani Agar)
contendo ampicilina (100 pg/mL). As colénias foram selecionadas da placa e
inoculadas em 5 mL de meio LB (Luria Bertani) contendo ampicilina (100 pg/mL).
O DNA plasmidial foi obtido por mini preparacdo de plasmideo com o kit
PureYield Plasmid Miniprep System (Promega) seguindo as recomendacdes do

fabricante.
5.1.3 Digestao enzimatica

Os produtos de PCR relativo aos alelos A e C do SNP rs4245739 do gene
MDM4, assim como o vetor pmirGLO foram digeridos com duas enzimas de
restricdo, Nhel e Sall (Thermo Scientific), com um protocolo de digestao
sequencial, conforme sugerido pela ferramenta online DoubleDigest Calculator-
Thermo Scientific, com modificacdo do tempo de reagado, sendo 16-20 horas a

37°C de incubagao para cada enzima e ambas com o tampao Tango 10X.
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Conforme o protocolo, primeiramente foi realizada a incubacdo com a enzima
Nhel a 37°C overnight em tampéo Tango 10x. Em seguida, foi adicionado o
tampao Tango 10x, para ajuste de volume, conforme sugerido pela ferramenta
DoubleDigest Calculator (onde o volume de tampao Tango a ser adicionado,
corresponde ao volume final da rea¢do/8). Entdo, adicionou-se a enzima Sall
para a segunda digestdo a 37°C overnight (QUADRO 6). Ao final da segunda
digestao, foi realizada a inativagéo enzimatica a 65°C por 20 min. A reacédo de
digestao foi feita em volume final de 40 pL utilizando todo o material disponivel
obtido por PCR e purificacdo para cada alelo, sendo 2,6 ug totais para o alelo A

e 5,2 ug totais para o alelo C; e 2 ug do vetor pmirGLO.

QUADRO 6 — REAGAO DE DIGESTAO DOS INSERTOS MDM4_739A E MDM4_739C E DO
VETOR pmirGLO

Inserto Inserto Vetor pmirGLO
MDM4_739A | MDM4_739C

Agua 26 uL 27 uL 29,3 uL
Tampao Tango 10X 4 uL 4 uL 4 uL
DNA 9uL (2,6 ug) | 8 ML (5,2 g) 5,7 yL (2 pg)
Enzima Nhel 1L (10 V) 1L (10 V) 1L (10 V)
Volume final — 12 reagao 40 uL 40 uL 40 uL
Tampao Tango 10X 5uL 5uL 5uL
Enzima Sall 2 uL 2 uL 2 uL

5.1.4 Ligacao

Apos a reacgéao de digestao, os insertos com cada um dos alelos (Ae C) e
o vetor pmirGLO foram purificados com acetato de sédio 3M e etanol. Adicionou-
se 10% de volume de acetato de sddio 3 M e 2 volumes de etanol absoluto ao
produto de digestdo, e armazenado em freezer -80°C overnight. Em seguida,
centrifugacao por 20 min a 16000xg. O sobrenadante foi descartado e adicionou-
se 1mL de etanol 70%. Apés isso, fez-se mais uma centrifugagéo por 1min a
16000xg. O sobrenadante foi descartado e esperou-se todo o etanol evaporar e
o pellet secar a temperatura ambiente. O material foi eluido em 10 pyL de agua e
mantido no gelo. Ao final da purificagao, obteve-se 135,7 ng/pL do inserto A, 34,6
ng/uL do inserto C. A ligagao entre os fragmentos de vetor pmirGLO e cada um

dos insertos A ou C digeridos foi realizada com o uso da enzima T4 DNA ligase
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(Thermo Scientific) por 16 horas a 16 °C. Testou-se inicialmente araz&o 3:1 entre
inserto e vetor, conforme o que é recomendado em protocolos de ligagao, porém
a reagao de ligacao nao funcionou. A reagao de ligacao sugerida pelo fabricante
foi adaptada e otimizada, para uma reagcao com volume final de 10 pL, sem
adicdo de agua, utilizando 0,5 pL (2,5 Weiss U) da enzima T4 DNA ligase e todo
o produto de digestdo dos insertos disponivel apos purificagdo. Para a ligagao
doinserto A com o vetor pmirGLO, utilizou-se 1 ug do inserto e 143,5 ng do vetor.
Para a ligagao do inserto C ao vetor, utilizou-se 898,36 ng do inserto e 51,5 ng
do vetor pmirGLO. Além disso, como controle, fez-se uma reagao contendo vetor

e ligase, mas sem inserto (QUADRO 7).

QUADRO 7 — REAGAO DE LIGAGAO DOS INSERTOS MDM4_739A e MDM4_739C AO
VETOR pmirGLO

Inserto MDM4_739A Inserto MDM4_739C
Vetor 1 uL (143,5n9) 1,1 uL (51,5 ng)
Inserto 7,5 uL (1ug) 7,4 uL (898,36 ng)
Tampao 10X 1L 1L
Enzima T4 DNA ligase 0,5 uL (2,5 Weiss U) 0,5 uL (2,5 Weiss U)
Volume final 10 uL 10 uL

5.2 CLONAGEM
5.2.1 Obtencgéo de células E.coli DH10B competentes

Adicionou-se 10 pL de células E. coli DH10B do estoque de glicerol em 5
mL de meio LB contendo ampicilina (20 pg/mL). O frasco foi mantido em agitador
por 37°C por 16 horas. Em seguida, adicionou-se 600 pL do cultivo em 80 mL de
meio LB e as células foram mantidas em incubadora a 37°C por 3 horas. Apos
isso, as células foram colocadas em gelo por 15 minutos, seguida por
centrifugagéo a 4°C, 1700xg por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o
pellet ressuspendido em 15 mL de MgClz e nova centrifugagédo a 4°C, 1700xg
por 5 minutos. O sobrenadante foi novamente descartado e o pellet
ressuspendido em 25 mL de CaCl2 e deixado em gelo por 20 min. Em seguida,
nova centrifugacdo nas mesmas condi¢des e o sobrenadante foi descartado. O
pellet foi ressuspendido em 800 uL de CaClz2+glicerol 20% e aliquotas de 100 pL

foram armazenadas em freezer -80°C. Antes de realizar a transformacédo com os
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insertos, foi realizado um teste de eficiéncia com o vetor pmirGLO vazio para

verificar a competéncia das células bacterianas DH10B.

5.2.2 Transformagéo das células E. coli DH10B com os vetores pmirGLO —
MDM4_739A e pmirGLO-MDM4_739C

Apos obter as células E. coli DH10B competentes, foi realizada a
transformacao. Adicionou-se todo o produto de ligacao (10 pyL) de cada um dos
vetores, pmirGLO — MDM_739A e pmirGLO-MDM4_739C, em 100 pL de células
bacterianas competentes. As células bacterianas foram transformadas por
choque térmico, iniciando por 20 min de incubacdo em gelo, seguido de 2 min
em termobloco a 42°C e finalizando com 2 minutos no gelo. Em seguida,
adicionou-se 300 uL de meio LB e incubagéo em agitagao a 37°C por 1 hora para
recuperacao das células. Apos isso, foram semeadas 100 uL e o pellet (apos
centrifugacédo a 1700xg por 5 min) bacteriano em placas de Petri com meio LA
contendo ampicilina (100 pg/mL), visto que o vetor pmirGLO apresenta gene de
resisténcia a esse antibiético. As placas que exibiram crescimento de colbnias
isoladas foram testadas por meio de PCR de colbnias para confirmar a
clonagem. Uma vez que os clones foram confirmados por PCR, foi realizado
inéculo em 5 mL de meio LB e ampicilina (100 pg/uL), para posterior mini
preparagdo de plasmideo com kit PureYield Plasmid Miniprep System
(Promega), conforme instrugdes do fabricante. O produto de miniprep foi
amplificado por PCR com o objetivo de mais uma vez verificar a clonagem.

Para a confirmacao dos clones por meio de PCR foram utilizados os
mesmos primers da amplificagao da regido 3’'UTR contendo o SNP rs4245739 e
os primers 5 mPGK-F (CATTCTGCACGCTTCAAAAG) e 3 EBV-rev
(GTGGTTTGTCCAAACTCATC) para o vetor.

5.2.3 Sequenciamento

O DNA plasmidial obtido por miniprep foi sequenciado pelo método de
Sanger em equipamento sequenciador 3500xI Genetic Analyzer (Life
Technologies). Os produtos de miniprep de cada um dos clones foram diluidos
(1:10) e realizado PCR utilizando os primers para o inserto MDM4 SNP
rs4245739. Os ciclos de amplificacdo foram uma etapa de desnaturacéo inicial

a 95 °C por 1 minuto; seguida por 25 ciclos de desnaturagcédo a 95 °C por 10
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segundos, hibridag&o a 50 °C por 5 segundos e extensao a 60 °C, por 4 minutos.

A amplificacao foi verificada por eletroforese em gel de agarose 1% em
corrida 80V por 1h. Apds confirmar os produtos amplificados, foi realizada
purificac&o utilizando 2 yL do mix de Exonuclease | (20 U/ul) (Fermentas) e Fast
AP (1 U/pl) (Thermo Fisher), e 5 uL do produto de amplificagdo, com incubag&o
a 37°C por 1h e inativacédo a 80°C por 15 min. A reacido de sequenciamento foi
realizada com Big Dye® Terminator Cycle Sequencing Standart v3.1 (Life
Technologies) e Big Dye® Terminator v.3.1 5X Sequencing Buffer, utilizando 2
ML do produto purificado. O sequenciamento foi realizado com os primersforward
e reverse do inserto para confirmar cada clone.

Apoés a reacgao de sequenciamento e antes da injegdo das amostras, o
DNA foi purificado. Adicionou-se 2,5 uL de EDTA 125 mM gelado e 30 yL de
etanol absoluto a cada amostra. Em seguida, foi realizada incubacao por 15 min
a temperatura ambiente e centrifugacdo a 18°C, 300xg por 45 min. O
sobrenadante foi descartado e a placa foi centrifugada invertida por 6 segundos
até 30xg. Adicionou-se 30 pL de etanol 70% e centrifugou-se a 25°C, 300xg por
5 min. O sobrenadante foi descartado e a placa foi novamente centrifugada
invertida por 6 segundos a 30xg. A placa foi mantida a temperatura ambiente por
20 min para a evaporagao do etanol. A amostra foi armazenada a -20°C até ser
sequenciada. Antes de serem injetadas no sequenciador as amostras foram
ressuspensas em 10 pL de Hi-Di Formamida (Life Technologies). O resultado
do sequenciamento foi analisado com o programa Mutation Surveyor® DNA
Variant Analysis Software v5.0.1 (Softgenetics) para alinhamento das
sequéncias e identificacdo dos vetores com cada um dos SNPs no inserto 3’'UTR.
O sequenciamento foi realizado em replicata experimental.

O sequenciamento foi realizado com o DNA plasmidial obtido na
minipreparagao de plasmideo a patir de cinco col6nias transformadas com a
variante A e duas colbnias transformadas com o plasmideo para a variante C.
Os clones selecionados para a obtencdao do plasmideo a ser utilizado nas
transfeccbes foram aqueles que apresentaram a variagao de nucleotideo apenas
na posi¢cao do SNP rs4245739.

5.3 TRANSCRIGAO IN VITRO
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Para a sintese do pre-miRNA do miR-887 foram utilizados
oligonucleotideos complementares contendo a sequéncia do promotor da T7
polimerase e a sequéncia de DNA correspondente a do pre-miRNA (QUADRO
8).

QUADRO 8- OLIGONUCLEOTIDEOS PARA ANELAMENTO E TRANSCRICAO IN VITRO

5TTGTAATACGACTCACTATAGGCTTGGGAGCCCTGTTAGACTCTGGAT
TTTACACTTGG AGTGAACGGGCGCCATCCCGAGG 3

5CCTCGGGATGGCGCCCGTTCACTCCAAGTGTAAAATCCAGAGTCTAAC
AGGGCTCCC AAGCCTATAGTGAGTCGTATTACAA 3

As sequéncias destacadas em negrito correspondem a sequéncia do promotor da T7 RNA
polimerase.

Primeiramente, foi realizado o anelamento dos oligonucleotideos direto e
reverso com o tampao da enzima T4 DNA ligase, em uma reacgao final de 10 pL
e incubagao a 95°C por 5 minutos (QUADRO 9). Apds isso, a reagao foi mantida
por 3 horas a temperatura ambiente. O anelamento € confirmado por eletroforese

em gel agarose 2%, 95V, 1 hora.

QUADRO 9 — REAGAO DE ANELAMENTO DE OLIGONUCLEOTIDEOS

Oligonucleotideo direto (200 uM) 2 uL
Oligonucleotideo reverso (200 uM) 2L
T4 DNA ligase buffer 1 uL
Agua RNase-free 5 uL
Volume final 10 yL

A reacao de transcricao in vitro foi realizada com o kit Ribomax Large
Scale RNA Production System T7 (Promega), segundo as instru¢gdes do
fabricante. Foi utilizado todo o volume do anelamento dos oligos como DNA
molde, contendo entre 5-10 ug, conforme o protocolo, numa reagao final de 25

ML. A reacéo foi incubada em termociclador a 37°C por 4 horas (QUADRO 10).

QUADRO 10 — REAGCAO DE TRANSCRIGAO IN VITRO
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Tampao 6 pL
rNTPs 7,5 L
DNA (5-10 ug) 9 uL
Mix enzimas 2,5 UL
Volume final 25 uL

Apos a reacao de transcricao foi realizado o processo de purificagao,
conforme indicado pelo fabricante. Primeiramente, o oligo de RNA foi tratado
com DNase-RNase free (1 U/ug de DNA) a 37°C por 15 minutos; e em seguida,
com fenol:cloroférmio: alcool isoamilico (125:24:1; pH 4,7), acetato de sédio
(3M), isopropanol, e etanol (70%); e seguidas etapas de centrifugagao. Ao final,

o pellet formado foi eluido em 25 yL de agua livre de nuclease.

Devido a capacidade limitante da reac¢ao de transcri¢ao in vitro, para cada
uma das transfeccbes foi realizada uma nova reagcdo a fim de se obter

quantidade suficiente de pre-miR.

5.4 ENSAIO DE LUCIFERASE
5.4.1 Linhagem e cultivo celular

A validagéo funcional foi realizada na linhagem celular de tumor de mama
triplo negativa do subtipo basal MDA-MB-231. Essa linhagem foi previamente
caracterizada por sequenciamento tendo os gendtipos rs4245739 CC do gene
MDM4. A linhagem celular foi cultivada em incubadora com 5% de CO2 a 37°C
em meio de cultura RPMI 1640 (Gibco) suplementado com 10% de soro fetal
bovino (FBS) (Gibco), 2,5% HEPES 1M e 1% penicilina-estreptomicina
(5000U/mL - 5000pg/mL).

5.4.2 miRNA mimic

Os miRNAs mimetizadores enddgenos - mirVana® miRNA mimic (Thermo
Fisher) para miR-887-3p e miR-191-5p utilizados nos ensaios de transfecc¢ao
possuem a mesma sequéncia do miRNA maduro (QUADRO 11). Além dos

mimics para os miRNAs em estudo foi utilizado um controle negativo -mirVana™
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miRNA Mimic, Negative Control #1 (Thermo Fisher) — de sequéncia

desconhecida sem capacidade de ligar-se a qualquer alvo conhecido.

QUADRO 11 — SEQUENCIA DOS miRNAs MIMETIZADORES ENDOGENOS 887-3p e 191-5-p

mirVana® miRNA mimic hsa-miR-887-3p GUGAACGGGCGCCAUCCCGAGG
mirVana® miRNA mimic hsa-miR-191-5p CAACGGAAUCCCAAAAGCAGCUG

5.4.3 Transfecgao

Para verificar a validade das predigdes in silico foi realizado o ensaio com
gene reporter luciferase presente no vetor pmirGLO. Cada um dos vetores
contendo os respectivos insertos pmirGLO-MDM4 739A e pmirGLO-
MDM4_739C foram transfectados na linhagem celular triplo negativa MDA-MB-
231 mantida em cultivo celular. O vetor pmirGLO vazio, ou seja, sem nenhum
inserto, também foi usado nos ensaios de transfeccdo como controle para a
expressao maxima de luciferase.

Além de cada um dos constructos foi realizada a transfecgao do pre-miR
887 gerado por transcri¢ao in vitro ou do mirVana® miRNA mimic (Thermo Fisher)
para o miR-887-3p e miR-191-5p. A co-transfecgao dos vetores pmirGLO-
MDM4_739A ou pmirGLO-MDM4_739C e do pre-miR 887 ou dos mimics foi
realizada com Lipofectamine 2000 (Invitrogen) em placa de cultivo de 48 pocos.

No primeiro teste foram transfectados apenas os vetores pmirGLO-
MDM4_739A ou pmirGLO-MDM4_739C com o objetivo de observar se haveria
alguma regulacdo da atividade da firefly luciferase a partir de miRNAs
enddgenos.

Com o objetivo inicial de realizar o ensaio de luciferase com a transfecg¢ao
do pre-miR sintetizado por transcricao in vitro diferentes concentragdes do
oligonucleotideo obtido foram testadas: 1 pmol, 3,5 pmol, 5 pmol, 7 pmol, 14
pmol e 40 pmol. As concentracdes foram definidas baseando-se em protocolos
de transfeccao de miRNA mimics disponiveis comercialmente, e de acordo com
os resultados observados. Depois da analise dos resultados dos ensaios de
luciferase com o pre-mir 887 iniciou-se a transfec¢&o da linhagem MDA-MB-231
utilizando os miRNAs mimics para o miR-887-3p e miR-191-5p.

A transfecgdo foi realizada segundo o protocolo do reagente
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Lipofectamine 2000, com adaptagdes das quantidades para ensaio em placa de
48 pogos. Em cada pogo foram plaqueadas 1 x 10* células da linhagem MDA-
MB-231. A quantidade ideal de células para que se obtivesse 70% de confluéncia
no momento da transfec¢cdo foi definida por meio do teste de diferentes
quantidades de células. Foram transfectados 250 ng de vetor pmirGLO-
MDM4 _739A ou pmirGLO-MDM4 _739C ou vetor vazio por poco. O pre-miR 887
foi testado nas diferentes concentragdes citadas acima. O miRNA mimic para
cada um dos miRNAs estudado e o miRNA controle negativo, foram
transfectados nas concentragdes de 50nM e 100nM por pogo. Cada condicao
experimental foi realizada em ftriplicata técnica e em trés experimentos
independentes.

No dia anterior a transfeccao, as células foram colocadas em placa de
cultivo de 48 pogcos com meio RPMI completo. O ensaio de transfecgao consiste
no preparo de uma solugao A contendo opti-MEM 1X (Gibco) e Lipofectamine
2000; e no preparo de uma solugao B contendo: opti-MEM 1X; vetor pmirGLO-
MDM4_739A ou pmirGLO-MDM4_739C ou o vetor vazio; e o pre-miR 887 ou
MiRNA mimic miR-887-3p ou miRNA mimic miR-191-5p ou o miRNA controle
negativo. Em seguida, essas solugdes (A e B) foram misturadas numa razéo 1:1
de volume, incubadas por 15 minutos em temperatura ambiente. Por fim, 25 pyL
dessa solugao de transfecgao final contendo um dos vetores e o pre-miR 887 ou
miRNA mimics ou miRNA controle negativo, além da lipofectamina, foram
dispensados em cada pogo da placa sob as células aderidas. Em seguida, foram
adicionados 175 pL de opti-MEM 1X. As células transfectadas sdo mantidas em
incubadora com 5% CO2 a 37°C. Apds 6 horas foi realizada a troca do meio,

substituindo pelo meio RPMI completo (contendo FBS e antibioticos).

5.4.4 Ensaio de luciferase

A atividade da luciferase foi avaliada em aparelho leitor de placas Tecan
Infinite M200 Pro a partir da luminescéncia emitida, utilizando o kit Dual-
Luciferase Reporter Assay System (Promega) apds 24 e 48 horas de
transfecgdo. O preparo dos reagentes e das células foi realizado conforme o
protocolo do fabricante. A expressao da firefly luciferase reflete a regulagao da

regiao 3'UTR clonada a jusante da sua ORF; enquanto a Renilla luciferase
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funciona como um normalizador para a eficiéncia de transfecgdo. Portanto, a
expresséo relativa de luciferase é obtida pela razdo da luminescéncia da firefly
luciferase pela Renilla luciferase.

Em seguida, os resultados de luminescéncia obtidos para cada condigao
experimental testada foram normalizados pela mediana do vetor vazio sem co-
transfeccdo de miRNA mimic ou miRNA controle negativo, visto que este
corresponde a luminescéncia maxima. A comparagdo com o miRNA controle
negativo nas mesmas condicdes de transfeccao foi realizado por meio do teste
Mann- Whitney. Para a comparagao entre os diferentes alelos (A ou C) e as
diferentes concentragbes de mimic (50nM ou 100nM) apds normalizacao pelo
vetor vazio foi realizada a normalizacdo pela mediana do respectivo controle —
miRNA controle negativo. Em seguida, as comparacgdes foram feitas pelo teste
de Mann-Whitney. Todas as comparacgdes foram feitas a partir das medianas

obtidas pela normalizagao dos valores de luminescéncia.

5.5 ANALISE DE EXPRESSAO
5.5.1 Extracdo de RNA

A extracdo de RNA para avaliar a expressdao do gene MDM4 e dos
miRNAs 887-3p e 191-5p foi realizada com o reagente TRizol (Invitrogen). O
RNA foi extraido a partir das células da linhagem MDA-MB-231 em placa de 6
pocos a partir de 2,5x10° células apos 24h de transfecgdo com 100nM dos
miRNAs mimics e do miRNA controle negativo. As quantidades de lipofectamina,
opti-MEM, vetores, mimic e controle negativo foram proporcionais para a placa
de 6 pocos mantendo-se as concentragdes utilizadas para o ensaio de luciferase.

Além da analise de expressao de MDM4 a
5.5.2 Sintese de cDNA

O RNA extraido foi convertido em cDNA com a utilizagdo do kit High-
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems) e RNase Inhibitor
(Applied Biosystems) numa reacéo final de 20uL a partir de 500ng de RNA.

A reagao de sintese do cDNA posteriormente utilizado para avaliar a
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expressao do gene MDM4 foi realizada com os primers— RT Random primer —
fornecidos pelo fabricante (QUADRO 12).

QUADRO 12 — REACAO DE TRANSCRICAO REVERSA COM O KIT High-Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems) PARA A SINTESE DE cDNA DO GENE MDM4

Agua 3,2 uL
Tampao 10x 2 uL
dNTP mix 0,8 uL
RT Random Primer 2 uL
MultiScribe® Reverse Transcriptase | 1 uL
(50 U/uL)

RNase Inhibitor 1 uL
Total 10 uL

Na reacdo para sintese de cDNA para a avaliacdo da expressado dos
miRNAs foram utilizados primers especificos para cada miRNA avaliado (887-3p
e 191-5p) e para os controles endégenos (RNU44 e RNU48) (QUADRO 13). O
desenho do primer utilizado para a transcricdo reversa — RT stem-loop - foi
realizado conforme descrito por Varkonyi-Gasic et al. (2007) e Chen et al. (2005).
O primer RT stem-loop especifico consiste numa sequéncia geral complementar
a estrutura de stem-loop do miRNA seguido pela adi¢gado de 6 a 7 nucleotideos
na porcao 3’ do primer. Esses nucleotideos devem ser o reverso complementar
dos 6 ou 7 nucleotideos da extremidade 3° do miRNA (FIGURA 10). Assim, o

primer RT stem-loop liga-se a porgao 3’ do miRNA e inicia a transcrigao reversa.

FIGURA 10 — REPRESENTAGCAO DO PRIMER RT STEM-LOOP UTILIZADO NA SINTESE DE
cDNA DOS miRNAS miR-887-3p e miR-191-5p E DOS RNU44 E RNU48

g 1111

Stem-loop RT l Stem-loop RT primer

)

A sequéncia geral complementar a estrutura de stem-loop esta representada em preto; em verde
0s nucleotideos reverso complementar da extremidade 3’ do miRNA especifico; e em laranja a
sequéncia do miRNA amplificada a partir do primer. FONTE: O autor (2020).

miRNA

Os primers RT stem-loop para os dois miRNAs em estudo e para os dois
endoégenos foram adicionados na mesma reagdo de transcrigdo reversa. A

mesma estratégia de desenho foi utilizada para os primers do miRNA e dos
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controles endoégenos. A quantidade de cada reagente utilizado na reagéo de
transcricdo reversa também foi adaptada. O volume total de primers a ser
adicionado foi dividido pelo numero de primers especificos (miR-887-3p, miR-
191-5p, RNU44, RNU48) (QUADRO 14).

QUADRO 13 — SEQUENCIA DOS PRIMERSRT STEM-LOOP UTILIZADOS NA SINTESE DE
cDNA DOS miRNAs 887-3p E 191-5p E DOS RNU44 E RNU48

Primer RT stem-loop Sequéncia (5’-3’)

miRNA 887-3p GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCA
CTGGATACGACCCTCGG

miRNA 191-5p GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCA
CTGGATACGACCAGCTG

RNU44 GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCA
CTGGATACGACAGTCAGTTAG

RNU48 GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCA
CTGGATACGACGGTCAG

A regido destacada em negrito € especifica para o miRNA ou RNU alvo.

QUADRO 14 - REAGAO DE TRANSCRICAO REVERSA COM O KIT HIGH-CAPACITY cDNA
REVERSE TRANSCRIPTION KIT (APPLIED BIOSYSTEMS) PARA A SINTESE DE cDNA DO
miR-887-3p, miR-191-5p, RNU44 e RNU48.

Agua 5,25 uL
Tampao 10x 2 uL
dNTP mix 0,8 L
Primer RT stem-loop 0,5 yL (0,125 pL de cada primer
especifico)
MultiScribe® Reverse Transcriptase | 1 uL
(50 U/uL)
RNase Inhibitor 0,25 uL
Total 10 pL
5.5.3 RT-gPCR

A expressao do gene MDM4 e dos miRNAs 887-3p e 191-5p foi avaliada
por PCR quantitativa em tempo real a partir da reacao com PowerUp™ SYBR™
Green Master Mix (Applied Biosystems) no equipamento ViiA 7 Real-Time PCR
System (Applied Biosystems) em placa de 96 pocgos. Para cada reagao foram
utilizados 6 pL do mix e 4 pL da amostra de cDNA na diluicdo 1:50. As reagdes

foram feitas em triplicata. A RT-gPCR foi realizada com o objetivo de verificar o
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aumento da expressao de cada um dos miRNAs (887-3p e 191-5p) apos 24h de
transfecgdo com 100 nM dos miRNAs mimics, assim como a expresséo do gene
MDM4 alvo desses miRNAs. Além das células transfectadas com miRNA mimic,
foi realizada a analise de express&o do gene MDM4 em duas linhagens celulares
tumorais de mama do subtipo basal - MDA-MB-231 e MDA-MB-468-, duas
linhagens luminal A - MCF-7 e ZR-75-1- e uma linhagem epitelial ndo tumoral —
184B5.

Na reacao de RT-gPCR dos miRNAs 887-3p e 191-5p foi utilizado um par
de primerspara cada alvo (QUADRO 15). Os primersf orward e reverse foram
desenhados conforme descrito por Varkonyi-Gasic et al. (2007) e Chen et al.
(2005). O primer forward especifico consiste na sequéncia do miRNA maduro
excluindo-se os nucleotideos da extremidade 3’ ajustando-se de acordo com a
temperatura de melting. O primer reverse é universal, ou seja, pode ser usado
com todos os alvos, visto que ele tem a mesma sequéncia de um trecho do
primer RT-stem loop usado na sintese de cDNA (FIGURA 11). Os primers para
RNU44 e RNU48 foram desenhados da mesma forma e utilizados como

controles enddgenos.

FIGURA 11 — REPRESENTAGAO DOS PRIMERS FORWARD E REVERSE UTILIZADOS NA
gRT-PCR DOS miRNAS 887-3p e 191-5p E DOS RNU44 E RNU48

Forward
—h
|| il |
.‘_
Forward Reverse
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SYBR Green sl
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Representacado dos primers forward especifico e reverse universal utilizados na RT-gPCR. O
primer forward corresponde a sequéncia do miRNA maduro excluindo-se alguns nucleotideos da
extremidade 3’ complementar ao cDNA sintetizado e representado em laranja. O primer reverse
universal tem a mesma sequéncia de um trecho do primer RTstem-loop usado na transcrigao
reversa e complementar ao cDNA representado em preto. FONTE: O autor (2020).

Os primers forward e reverse para a expressao do gene MDM4 delimitam

uma regiao de 110pb. Sendo que o primer forward esta localizado no éxon 2 e o
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primer reverse no éxon 3. Os genes Gus- e U6 foram utilizados como controles
endogenos desta reagao (QUADRO 16).

QUADRO 15 — SEQUENCIA DOS PRIMERS FORWARD E REVERSE UTILIZADOS NA RT-
gPCR DOS miRNAs 887-3p E 191-5p E DOS RNU44 E RNU48

Primer miR-887-3p

5 GTGAACGGGCGCCATC &

Primer forward miR-191-5p

5 CAACGGAATCCCAAAAGCAG &

Primer forward RNU44

5 AATGCTGACTGAACATGAAGGTCTT &

Primer forward RNU48

5 ACTCTGAGTGTGTCGCTGATGC 3

Primer reverse universal

5 CAGTGCAGGGTCCGAGGTAT 3’

QUADRO 16 — SEQUENCIA DOS PRIMERS FORWARD E REVERSE UTILIZADOS NA gRT-
PCR DO GENE MDM4, GUS-B E U6

Primer forward MDM4

5 CAACATCTGACAGTGCTTGCAGG &

Primer reverse MDM4

5 CAGGTGCGCAAGGTGAAATGTTC 3

Primer forward GUS- 8

5GAAAATATGTGGTTGGAGAGCTCATTZ

Primer reverse GUS- 8

5 CCGAGTGAAGATCCCCTTTTTAZ

Primer forward U6

5 CTCGCTTCGGCAGCACA T

Primer reverse U6

5 AACGCTTCACGAATTTGCGT &

A quantificagdo relativa da expressao do gene MDM4 assim como dos
miRNAs 887-3p e 191-5p nas linhagens apds transfecgao foi normalizada em
relacdo aos controles endoégenos, Gus-B e U6 para MDM4 e RNU44 e RNU48
para os miRNAs, e obtida pela férmula 222°T. A quantificagdo do gene alvo e
dos miRNAs apés transfecgao com os mimetizadores endégenos foi comparada
com a quantificagao da linhagem transfectada com o miRNA controle negativo.
Os experimentos para analise de expressdao dos miRNAs e de MDM4 foram

realizados em triplicata técnica e em trés experimentos independentes.

5.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados de luminescéncia para cada condicdo foram comparados
com o respectivo controle negativo ou entre alelos e entre diferentes
concentragcdes por meio do teste de Mann- Whitney.

Os valores de fold change obtidos na RT-gPCR do gene MDM4 e dos
miRNAs apoés transfecgao com miRNA mimic ou miRNA controle negativo foram

comparados através do teste t.
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Todas as analises estatisticas foram realizadas com auxilio da plataforma

GraphPad Prism 7. Foram considerados significativos os valores de p<0,05.
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6 RESULTADOS
6.1 CONSTRUCAO DO VETOR
6.1.1 Amplificagcao dos insertos MDM4_739A e MDM4_739C

Para a construgdo dos vetores contendo o sitio alvo para ligagdo dos
MiRNAs miR-887-3p e miR-191-5p um fragmento da regido 3'UTR do gene
MDM4 foi amplificado. O inserto contendo o alelo A foi obtido a partir da
amplificagdo do DNA da linhagem MDA-MB-468 que apresenta o gendtipo AA
para o SNP rs4245739. Enquanto o inserto com a variante C foi amplificado a
partir do DNA da linhagem MDA-MB-231 homozigota CC para o SNP rs4245739.

Os insertos amplificados por reagcdo de PCR podem ser observados na
FIGURA 12. Pela presenga de uma banda unica, podemos observar que os
primersutilizados possibilitaram uma amplificacido especifica. A posicao da
banda, entre 300 e 400 pb corresponde ao tamanho esperado de 393 pb. A
amplificagdo possibilitou que esse material pudesse ser purificado e utilizado

para digestdo enzimatica.

FIGURA 12 — PERFIL ELETROFORETICO DAS VARIANTES DE MDM4

500 pb

400 pb. L

300 pb

M 1 2 3

Amplificacdo de um fragmento da regido 3'UTR de MDM4 contendo o SNP rs4245739. Gel de
agarose 1%. M: Marcador de peso molecular de 100 pb (Ludwig Biotec). 1- Fragmento do 3'UTR
do gene MDM4_739A (393 pb); 2- Branco; 3- Fragmento do 3'UTR do gene MDM4_739C (393
pb). FONTE: O autor (2020).

6.2 CLONAGEM
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Os vetores pmirGLO-MDM4_739A e pmirGLO-MDM4_739C utilizados
nos ensaios de luciferase foram obtidos por meio da clonagem molecular em E.

coli e extracao de DNA plasmidial por meio de minipreparacao de plasmideo.
6.2.1 Obtencéao dos clones pmirGLO-MDM4_739A e pmirGLO-MDM4_739C

A construcdo dos vetores alelo especificos que foram utilizados na
transfeccao foi realizada por meio de reacao de ligagcao entre os insertos
amplificados a partir da regido 3’'UTR das linhagens celulares e o vetor pmirGLO.
Uma vez que as células transformadas cresceram em meio seletivo, a presenca
dos clones foi confirmada por PCR de colénia e PCR do produto de miniprep.

Os clones do constructo final contendo cada inserto: pmirGLO-
MDM4_739A (FIGURA 13) e pmirGLO-MDM4_739C (FIGURA 14) puderam ser
observados por meio da eletroforese em gel de agarose a partir do produto de
PCR das colbnias, utilizando primers para o vetor pmirGLO. A partir desses
primers o tamanho esperado para o vetor vazio (sem inserto) é de 1966 pb e de
2327 pb para os vetores clonados. Todos os clones obtidos para cada uma das
variantes cresceram na mesma placa (para cada variante), a partir do mesmo

processo de transformacgéao bacteriana.

FIGURA 13- ELETROFORESE DA PCR DE COLONIAS DOS CLONES pmirGLO-
MDM4_739A SELECIONADOS EM MEIO DE CULTURA LA COM AMPICILINA

2500 pb — 2327pb
2000 pb |[+—— 1966 pb
1500 pb

Amplificagdo de um segmento do vetor pmirGLO recombinante contendo o inserto MDM4_739A
utilizando primers para o vetor.Gel de agarose 1% M — Marcador de peso molecular de 1kb
(KASVI); 1 e 2- Clones pmirGLO-MDM4_739A (2327 pb); 3 - Controle Vetor pmirGLO vazio (1966
pb). FONTE: O autor (2020).
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FIGURA 14 — ELETROFORESE DA PCR DE COLONIAS DOS CLONES pmirGLO-
MDM4_739C SELECIONADOS EM MEIO DE CULTURA LA COM AMPICILINA

2500 pb ,
2000 bb | —— 2327 pb
1500 pb b 1966 pb

Amplificagdo de um segmento do vetor pmirGLO recombinante contendo o inserto MDM4_739C
utilizando primers para o vetor. Gel de agarose 1%. M- Marcador de peso molecular 1kb (KASVI);
1- Branco; 2 a 6- Clones pmirGLO-MDM_739C (2327 pb); 7 e 8- Branco; 9 - Controle vetor
pmirGLO vazio (1966 pb). FONTE: O autor (2020).

Apods a obtengcdo do DNA plasmidial dos clones identificados por PCR de
colénias, foi realizada a confirmagao da clonagem através de reagao de PCR

utilizando tanto primers para o vetor pmirGLO (FIGURA 15), assim como primers
para o inserto (FIGURA 16).

FIGURA 15 — ELETROFORESE DA PCR DO PRODUTO DE MINIPREP DOS CLONES
pmirGLO-MDM4_739A

2500 pb
P —— 2327 pb
2000 pb

—— 1966 pb
1500 pb

M 1 2 3 4 5

Amplificagdo de um segmento do vetor pmirGLO recombinante contendo o inserto MDM4_739A
utilizando primers para o vetor.Gel de agarose 1%.M- Marcador de peso molecular 1kb (KASVI);

1 e 2- Clones pmirGLO-MDM4_739A (2327 pb); 3 a 5- Controle vetor vazio (1966 pb). FONTE:
O autor (2020).

FIGURA 16— ELETROFORESE DA PCR DO PRODUTO DE MINIPREP DOS CLONES
pmirGLO-MDM4_739C
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500 pb
400 pb

300 bb 393 pb

Amplificacdo de um segmento do vetor pmirGLO recombinante contendo o inserto MDM4_739C
utilizando primers para o inserto. Gel de agarose 1%. M — Marcador de peso molecular 1kb
(KASVI); 1 a 3 — Branco; 4 a 7- Clones pmirGLO-MDM4_739C. FONTE: O autor (2020).

6.2.2 Sequenciamento

Para avaliar a ligagdo dos miRNAs miR-887-3p e miR-191-5p de maneira
alelo-especifica é necessario que cada um dos constructos apresente diferenca
apenas na posigdo do SNP rs4245739. Dessa forma, é possivel garantir que a
ligacdo dos miRNAs ocorre na presenga do alelo A ou C quando cada um dos
vetores pmirGLO-MDM4 739A ou pmirGLO-MDM4 739C ¢é transfectado,
respectivamente. Com o objetivo de avaliar a especificidade desses constructos
foi realizado o sequenciamento.

O sequenciamento dos clones pmirGLO-MDM4_739A e pmirGLO-
MDM4 739C foi realizado a partir do DNA plasmidial obtido por miniprep
utilizando os primers forward e reverse para a sequéncia 3’UTR do gene MDM4
contendo os alelos do SNP rs4245739, em equipamento 3500xI Genetic
Analyzer (Life Technologies). Os eletroferogramas abaixo correspondem ao
sequenciamento dos clones selecionados para a obtencdo de plasmideos
utilizados na transfecgao, visto que por meio da analise no Mutation apresentam
variagao apenas na posig¢ao de interesse (do SNP rs4245739) (FIGURA 17).

FIGURA 17— ELETROFEROGRAMAS DO SEQUENCIAMENTO DOS CLONES pmirGLO-
MDM4_739A E pmirGLO-MDM4_739C
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Eletroferogramas do sequenciamento dos clones pmirGLO-MDM4 739A e pmirGLO-
MDM4 739C selecionados para os ensaios de transfecgdo. Os eletroferogramas estao
identificados pela numeracgéo da linhagem correspondente ao gendétipo utilizado para a obtengéo
do inserto 3’'UTR, sendo 231 para o inserto MDM4_739C e 468 para o inserto MDM4_739A. O
sequenciamento foi realizado com os primers forward e reverse do inserto. A caixa vermelha em
destaque indica a posigcdo do SNP rs445739 com a variante C (nos dois eletroferogramas
superiores) e com a variante A (nos dois eletroferogramas inferiores). FONTE: O autor (2020).

Através do eletroferograma e analise das sequéncias utilizando o
programa Mutation Surveyor foi possivel observar o alelo A do SNP rs4245739
no clone pmirGLO-MDM4 739A e o alelo C do SNP rs4245739 no clone
pmirGLO-MDM4_739C. Dessa forma, foi possivel confirmar a clonagem

especifica de cada vetor e utiliza-los na transfecgao e ensaios de luciferase.

6.3 TRANSCRICAO IN VITRO

A reacgao de transcri¢ao in vitro para obtencao do pre-miR-887 foi proposta
nesse trabalho como estratégia ao uso de miRNA mimic, por serem estes mais
caros. Os oligonucleotideos apresentam a sequéncia do precursor do miRNA e
do promotor da T7 polimerase. Antes de realizar a transcricdo in vitro os
oligonucleotideos devem ser anelados formando um DNA molde com tamanho
aproximado de 82 pb observado em eletroforese de gel de agarose (FIGURA
18).

FIGURA 18 — ELETROFORESE DO ANELAMENTO DOS OLIGONUCLEOTIDEOS PARA
SINTESE DE DNA MOLDE PARA TRANSCRICAO IN VITRO DO pre-miR 887



83

200 pb ————
100 pb ————

82 pb

M 1 2

Anelamento dos oligonucleotideos utilizado posteriormente como molde de DNA para a reacao
de transcrigcao in vitro. Gel de agarose 2%. M- Marcador de peso molecular de 100 pb (Ludwig
Biotec); 1- Branco; 2- Anelamento dos oligos (~82 pb) FONTE: O autor (2019)

Os oligonucleotideos anelados foram utilizados como molde de DNA na
transcrigéo in vitro. Apds a reacgéo de transcrigao in vitro, o pre-miR sintetizado
foi purificado com uma mistura fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (125:24:1). As
concentracdes de pre-miR obtidas foram quantificadas no espectrofotobmetro
NanoDrop® 2000/2000c (Thermo Fisher) e variaram entre 3300 a 5000 ng/uL. O
processo de anelamento dos oligonucleotideos e transcrigao in vitro foi realizado
varias vezes para obter o pre-miRNA a ser utilizado em cada experimento de

transfeccéo.

6.4 ENSAIO DE LUCIFERASE

Apos os vetores terem sido sequenciados e a presenca dos alelos Ae C
do SNP rs4245739 ser confirmada em cada um dos vetores, foram realizados os
experimentos de transfecgcao e avaliacdo da atividade da luciferase através dos
dados de leitura de luminescéncia.

Inicialmente, realizou-se a transfecg¢ao da linhagem MDA-MB-231 com os
vetores vazio (sem o inserto), pmirGLO-MDM4_739A e pmirGLO-MDM4_739C
sem realizar a co-transfec¢éo do pre-miR 887 e dos miRNAs mimetizadores (os
mMiRNAs mimics) miR-887-3p e miR-191-5p. O objetivo dessa transfecc¢éo foi
analisar se seria possivel observar alguma modificacdo da atividade de

luciferase por meio da regulagcdo do mMiRNA-887-3p ou miRNA-191-5p
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endégenos, sem transfecgao do pre-miR transcrito in vitro ou de miRNA mimic.
Porém, nao foi verificada modificacdo da atividade de luciferase nesse ensaio
quando comparada a atividade da luciferase entre os vetores com os insertos A
e C (FIGURA 19). Porém, observou-se uma diminuigdo da atividade da luciferase
(p=) na comparagao entre o vetor vazio e os vetores com a variante A ou C.
Desse modo, nos ensaios seguintes de transfecgdo do pre-miR 887 o vetor
contendo cada um dos insertos foi utilizado como controle para comparagao.
De acordo com o objetivo proposto inicialmente de realizar a transfecgao
com o pre-miR transcrito in vitro foram realizadas as transfecgdes dos vetores
vazio, pmirGLO-MDM4_739A e pmirGLO-MDM4 _739C com diferentes
concentragdes do pre-miR-887, que variaram de 1 a 40 pmol (FIGURAS 20-25).

FIGURA 19 - ATIVIDADE RELATIVA DA LUCIFERASE 24 E 48h APOS A TRANSFECGAO
APENAS DOS VETORES

B . Transfeccdo MDA-MB-231 sem pre-miR - 48h
Transfecgao MDA-MB-231 sem pre-miR- 24h
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Atividade relativa da expressdo da luciferase na transfecgdo dos vetores vazio, pmirGLO-
MDM4_739A e pmirGLO-MDM4_739C em 24 e 48h. Cada ponto no grafico representa a média
da ftriplicata técnica para a atividade da luciferase apds normalizagcdo dos valores de
luminescéncia de firefly/Renilla. Vetor A: vetor pmirGLO-MDM4_739A,; Vetor C: vetor pmirGLO-
MDM4_739C; ns: ndo significativo; ***p<0,001. FONTE: O autor (2020).

FIGURA 20 - ATIVIDADE RELATIVA DA LUCIFERASE 24 E 48h APOS TRANSFECCAO DE 1
pmol DO pre-miR 887-3p
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Atividade relativa da expressdo da luciferase na co-transfeccdo dos vetores pmirGLO-

MDM4_739A e pmirGLO-MDM4_739C e 1 pmol do pre-miR-887 em 24 e 48h. Cada ponto no
grafico representa a média da triplicata técnica para a atividade da luciferase apds normalizagao
dos valores de luminescéncia de firefly/Renilla. Vetor A: vetor pmirGLO-MDM4_739A,; Vetor C:
vetor pmirGLO-MDM4_739C; ns: ndo significativo; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0.0001. FONTE:

O autor (2

FIGURA

020).

21 - ATIVIDADE RELATIVA DA LUCIFERASE 24 E 48h APOS TRANSFECCAO DE
3,5 pmol DO pre-miR 887-3p
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Atividade relativa da expressdo da luciferase na co-transfeccdo dos vetores pmirGLO-

MDM4_739A e pmirGLO-MDM4_739C e 3,5 pmol do pre-miR-887 em 24 e 48h. Cada ponto no
grafico representa a média da triplicata técnica para a atividade da luciferase apds normalizagdo
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dos valores de luminescéncia de firefly/Renilla. Vetor A: vetor pmirGLO-MDM4_739A; Vetor C:
vetor pmirGLO-MDM4_739C; ns: nao significativo; * p<0.05 **p<0,01. FONTE: O autor (2020).

FIGURA 22 — ATIVIDADE RELATIVA DA LUCIFERASE 24 E 48h APOS TRANSFECCAO DE
5 pmol DO pre-miR 887-3p
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Atividade relativa da expressdo da luciferase na co-transfeccdo dos vetores pmirGLO-
MDM4_739A e pmirGLO-MDM4_739C e 5 pmol do pre-miR-887 em 24 e 48h. Cada ponto no
grafico representa a média da triplicata técnica para a atividade da luciferase apés normalizagéao
dos valores de luminescéncia de firefly/Renilla. Vetor A: vetor pmirGLO-MDM4_739A; Vetor C:
vetor pmirGLO-MDM4_739C; ns: nao significativo; **p<0,01. FONTE: O autor (2020).

FIGURA 23 — ATIVIDADE RELATIVA DA LUCIFERASE 24 E 48h APOS TRANSFECCAO DE
7 pmol DO pre-miR 887-3p
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Atividade relativa da expressdo da luciferase na co-transfeccdo dos vetores pmirGLO-
MDM4_739A e pmirGLO-MDM4_739C e 7 pmol do pre-miR-887 em 24e 48h. Cada ponto no
grafico representa a média da triplicata técnica para a atividade da luciferase apés normalizagao
dos valores de luminescéncia de firefly/Renilla. Vetor A: vetor pmirGLO-MDM4_739A; Vetor C:
vetor pmirGLO-MDM4_739C; ns: ndo significativo; * p<0.05; **p<0,01; ***p<0,001. FONTE: O
autor (2020).

FIGURA 24 — ATIVIDADE RELATIVA DA LUCIFERASE 24 E 48h APOS TRANSFECCAO DE
14 pmol DO pre-miR 887-3p
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Atividade relativa da expressdo da luciferase na co-transfeccdo dos vetores pmirGLO-
MDM4_739A e pmirGLO-MDM4_739C e 14 pmol do pre-miR-887 em 24 e 48h. Cada ponto no
grafico representa a média da triplicata técnica para a atividade da luciferase apés normalizagao
dos valores de luminescéncia de firefly/Renilla. Vetor A: vetor pmirGLO-MDM4_739A; Vetor C:
vetor pmirGLO-MDM4_739C; ns: nao significativo; **p<0,01; ***p<0,001. Fonte: O autor (2020).

FIGURA 25 - ATIVIDADE RELATIVA DA LUCIFERASE 24 E 48h APOS TRANSFECCAO DE
40 pmol DO pre-miR 887-3p
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Atividade relativa da expressdo da luciferase na co-transfeccdo dos vetores pmirGLO-
MDM4_739A e pmirGLO-MDM4_739C e 40 pmol do pre-miR-887 em 24 e 48h. Cada ponto no
grafico representa a média da triplicata técnica para a atividade da luciferase apds normalizagéo
dos valores de luminescéncia de firefly/Renilla. Vetor A: vetor pmirGLO-MDM4_739A; Vetor C:
vetor pmirGLO-MDM4_739C; ns: n&o significativo; **p<0,01; ***p<0,001. FONTE: O autor (2020).

Em todas as concentragcbes de pre-miR testadas, com excecéo de 40
pmol, foi observada uma ligagéo inespecifica apds 24h, pois a atividade da
luciferase foi significativamente menor tanto na comparacao do vetor sem inserto
e do vetore com o inserto A quanto com o inserto C. Nao houve diferenca
significativa na atividade da luciferase quando comparados os vetores pmirGLO-
MDM4_739A e pmirGLO-MDM4_739C co-transfectados com o pre-miR-887 nas
varias concentradas avaliadas (FIGURAS 20-25). As células transfectadas com
40 pmol do pre-miR-887-3p observadas em microscopio antes da leitura da
luminescéncia apresentaram uma morfologia alterada, com membranas lisadas

ou presenca de vaculos no interior da célula, indicando morte celular. Apesar
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disso, foi realizado o ensaio de luciferase e os resultados estdo apresentados
(FIGURA 25). A partir disso, considerou-se que a concentragao de 40 pmol
transfectada foi toxica para as células em cultivo, o que pode ser devido a
presenca de impurezas resultantes do processo de purificagado do pre-miR.

Tendo em vista que as alteragbes observadas na atividade da luciferase
com o pre-miR obtido in vitro ndo foram capazes de avaliar a ligagao dos miRNAs
ao sitio alvo de maneira eficiente, iniciou-se os experimentos de transfecgédo com
50nm e 100nM dos miRNAs mimetizadores enddgenos - mirVana® miRNA mimic
(Thermo Fisher) - miR-887-3p e miR-191-5p, além do miRNA controle endégeno
- -mirVana™ miRNA Mimic, Negative Control #1 (Thermo Fisher). O ensaio
reporter luciferase confirmou que na presenca do inserto MDM4 _739C no vetor
pmirGLO a atividade da luciferase diminuiu significativamente em
aproximadamente 28,58% na presenca de 50nM do miR-191-5p nas primeiras
24 horas (p=0,0315) quando comparado com a transfec¢do do vetor pmirGLO-
MDM4_739C com o miRNA controle negativo (FIGURA 26). Essa redugéo foi
ainda maior apos 48 horas (53,85%, p = 0,0005) (FIGURA 27). O vetor contendo
o alelo A ndo mostrou nenhuma modulagado significativa na atividade da
luciferase na presenca de 50mM do miRNA 191-5p (p= 0,7962) (FIGURA 26).
Ao ser transfectado 100nM do mimic miR-191-5p foi possivel verificar nas
primeiras 24 horas uma reducéo de 33,9% (p = 0,0055) da atividade da luciferase
na presenca do inserto com o alelo C (FIGURA 26) e nas 48 horas a redugao foi
de 40,62% (p < 0,0001) (FIGURA 27). Também néao foram observadas nenhuma
modulagao significativa da atividade da luciferase quando houve a co-
transfecg¢ao do alelo A com 100nM do mimic miR-191-5p nos ensaios de 24h (p=
0,5457) (FIGURA 18) e de 48h (p= 0,6665) (FIGURA 27).

FIGURA 26 — ATIVIDADE RELATIVA DA LUCIFERASE 24h APOS TRANSFECGCAO DO
miRNA MIMIC miR-191-5p
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Atividade relativa da expressdo da luciferase na co-transfeccdo dos vetores pmirGLO-
MDM4_739A e pmirGLO-MDM4_739C e 50 e 100 nM do miRNA mimic 191-5p apds 24h. Cada
ponto no grafico representa a mediana da triplicata técnica para a atividade da luciferase apés
normalizacdo dos valores de luminescéncia de firefly/Renilla seguida pela normalizagédo em
relagdo ao vetor vazio (luminescéncia maxima). Neg: miRNA controle negativo; 191: miRNA
mimic 191-5p; A: vetor pmirGLO-MDM4_739A; C: vetor pmirGLO-MDM4_739C; 50: 50 nM; 100:
100 nM; ns: ndo significativo; *p<0.05; **p<0,01. FONTE: O autor (2020).

FIGURA 27 — ATIVIDADE RELATIVA DA LUCIFERASE 48h APOS TRANSFECGCAO DO
miRNA MIMIC miR-191-5p
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Atividade relativa da expressdo da luciferase na co-transfeccdo dos vetores pmirGLO-
MDM4_739A e pmirGLO-MDM4_739C e 50 e 100 nM do miRNA mimic 191-5p apés 48h. Cada
ponto no grafico representa a mediana da triplicata técnica para a atividade da luciferase apos
normalizacdo dos valores de luminescéncia de firefly/Renilla seguida pela normalizacdo em
relagdo ao vetor vazio (luminescéncia maxima). Neg: miRNA controle negativo; 191: miRNA
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mimic 191-5p; A: vetor pmirGLO-MDM4_739A; C: vetor pmirGLO-MDM4_739C; 50: 50 nM; 100:
100 nM; ns: ndo significativo; ***p<0,001; ****p<0.0001. FONTE: O autor (2020).

A regido 3’'UTR do gene MDM4 contendo o miRSNP rs4245739 também
apresenta sitio de ligagdo para o miRNA miR-887-3p. As células da linhagem
MDA-MB-231 co-transfectadas com o mimetizador miR-887-3p na concentragao
de 50nM e o inserto contendo o alelo C apresentaram uma reducgéo de 25% da
atividade da luciferase apdés 24h de transfeccdo quando comparada com o
controle negativo de transfecgao contendo miRNA negativo (p=0,0400) (FIGURA
28). Apos 48h a luminescéncia diminuiu 49,2% (p=0,0005) (FIGURA 29). Este
resultado indica a ligagao do miRNA mimic 887-3p ao sitio de ligacdo 3'UTR do
gene MDM4 contendo o alelo C do SNP rs4245739 inserido no vetor pmirGLO.
Na presenca do vetor com o inserto contendo o alelo A ndo houve mudanca
significativa da atividade da luciferase tanto nas 24 horas (p=0,4363) (FIGURA
28), quanto nas 48 horas apos o ensaio de transfecc¢éo (p>0,9999) (FIGURA 29),
indicando uma ligagao alelo-especifica. A transfecgdo de 100nM do mimic 887-
3p nao resultou em diferenga significativa da atividade da luciferase (p=0,0592)
apos 24h quando comparada com o controle negativo (FIGURA 28). Entretanto,
diferenca significativa foi observada apos 48h de co-transfec¢do, com uma
diminuicdo da luminescéncia de 54,7% (p<0,0001) na comparagdo com o
controle negativo (FIGURA 29).

FIGURA 28 - ATIVIDADE RELATIVA DA LUCIFERASE 24h APOS TRANSFECCAO DO
miRNA MIMIC miR-887-3p
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Atividade relativa da expressdo da luciferase na co-transfeccdo dos vetores pmirGLO-
MDM4_739A e pmirGLO-MDM4_739C e 50 e 100 nM do miRNA mimic 887-3p apds 24h. Cada
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ponto no grafico representa a mediana da triplicata técnica para a atividade da luciferase apoés
normalizacdo dos valores de luminescéncia de firefly/Renilla seguida pela normalizacdo em
relagdo ao vetor vazio (luminescéncia maxima). Neg: miRNA controle negativo; 887: miRNA
mimic 887-3p; A: vetor pmirGLO-MDM4_739A; C: vetor pmirGLO-MDM4_739C; 50: 50 nM; 100:
100 nM; ns: ndo significativo; *p<0.05. FONTE: O autor (2020).

FIGURA 29 - ATIVIDADE RELATIVA DA LUCIFERASE 48h APOS TRANSFECCAO DO
miRNA MIMIC miR-887-3p
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Atividade relativa da expressdo da luciferase na co-transfeccdo dos vetores pmirGLO-
MDM4_739A e pmirGLO-MDM4_739C e 50 € 100 nM do miRNA mimic 887-3p apos 48h. Cada
ponto no grafico representa a mediana da triplicata técnica para a atividade da luciferase apoés
normalizacdo dos valores de luminescéncia de firefly/Renilla seguida pela normalizacdo em
relagéo ao vetor vazio (luminescéncia maxima). Neg: miRNA controle negativo; 887: miRNA
mimic 887-3p; A: vetor pmirGLO-MDM4_739A; C: vetor pmirGLO-MDM4_739C; 50: 50 nM; 100:
100 nM; ns: ndo significativo; ***p<0,001; ****p<0.0001. FONTE: O autor (2020).

Na comparacao da luminescéncia obtida apds 24 e 48h de transfecgao de
50nM e 100nM do miRNA mimic 191-5p entre as duas condi¢des de transfecgao
— com o vetor pmirGLO-MDM4 739C e pmirGLO-MDM4_739A- foram
observadas diferencas significativas (FIGURAS 30 e 31). A reducéo da atividade
da enzima luciferase na transfecgao com o vetor contendo o alelo C do SNP
rs4245739 em comparagao ao vetor contendo o alelo A indica a ligacéo alelo-
especifica do miRNA mimic 191-5p confirmando a predi¢ao in silico.

A transfeccdo do vetor pmirGLO-MDM4 739C e do pmirGLO-
MDM4 739A com 50 nM do miRNA mimic 887-3p resultou em reducgao
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significativa da atividade de luciferase apés 24h (p=0,0188) (FIGURA 30) e 48h
(p=0,0003) (FIGURA 31) nas células transfectadas com o vetor contendo o sitio
de ligagdo 3'UTR com o alelo C. Porém, a transfecgdo de 100nM deste mimic
nao resultou em diferenga significativa apds 24h (p=0,0503) (FIGURA 30), mas
diminuiu a luminescéncia na transfecgdo com o vetor pmirGLO-MDM4_739C em
comparacgao ao vetor pmirGLO-MDM4_739A apds 48h (p=0,0040) (FIGURA 31).
Estes resultados apontam a ligagao especifica do miRNA mimic 887-3p ao sitio
3'UTR de MDM4 contendo o alelo C nas duas diferentes concentragcdes de mimic
apos 48h de transfecgao, sendo que a luminescéncia na transfecgdo com o vetor
contendo a variante C foi menor em pelo menos 40% que aquela observada com

o miRNA no vetor com o inserto A.

FIGURA 30- ATIVIDADE RELATIVA DA LUCIFERASE ENTRE OS VETORES A E C 24h
APOS TRANSFECCAO DOS miRNAs MIMICS miR-887-3p e miR-191-5p
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Comparacéao da atividade relativa da expresséao da luciferase apos 24h de co-transfecgao de 50
e 100 nM dos miRNAs mimics 887-3p e 191-5p entre os vetores pmirGLO-MDM4_739A e
pmirGLO-MDM4_739C. Cada ponto no grafico representa a mediana da triplicata técnica para a
atividade da luciferase apos normalizagao dos valores de luminescéncia de firefly/Renilla seguida
pela normalizagdo em relagao ao vetor vazio (luminescéncia maxima) e em relagéo ao respectivo
controle negativo. 191: miRNA mimic 191-5p; 887: miRNA mimic 887-3p; A: vetor pmirGLO-
MDM4 _739A; C: vetor pmirGLO-MDM4_739C; 50: 50 nM; 100: 100 nM; ns: n&o significativo;
*p<0.05. FONTE: O autor (2020).
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FIGURA 31 — ATIVIDADE RELATIVA DA LUCIFERASE ENTRE OS VETORES A E C 48h
APOS TRANSFECCAO DOS miRNAs MIMICS miR-887-3p e miR-191-5p
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Comparacéo da atividade relativa da expressao da luciferase apés 48h de co-transfeccao de 50
e 100 nM dos miRNAs mimics 887-3p e 191-5p entre os vetores pmirGLO-MDM4_739A e
pmirGLO-MDM4_739C. Cada ponto no grafico representa a mediana da triplicata técnica para a
atividade da luciferase apos normalizagéo dos valores de luminescéncia de firefly/Renilla seguida
pela normalizagdo em relagao ao vetor vazio (luminescéncia maxima) e em relagédo ao respectivo
controle negativo. 191: miRNA mimic 191-5p; 887: miRNA mimic 887-3p; A: vetor pmirGLO-
MDM4_739A; C: vetor pmirGLO-MDM4_739C; 50: 50 nM; 100: 100 nM; ns: ndo significativo;
**p<0,01; ***p<0,001. FONTE: O autor (2020).

Com o objetivo de investigar um efeito dependente de dose na interagao
entre os mMiRNAs mimics miR-887-3p e miR-191-5p com o inserto contendo o
alelo C da regidao 3’'UTR do gene MDM4 foram comparadas a atividade de
luciferase nas tranfeccdes entre o vetor contendo o mesmo alelo do SNP
rs4245739 mas com diferentes concentragdes do miRNA mimic apés 24 e 48h
de transfeccdo. Nao foram observadas redugdes significativas da atividade da
enzima luciferase nestas comparacgdes (FIGURAS 32 e 33). Desse modo, foi
possivel concluir que a ligagcdo dos mMIRNAS estudados ao seu alvo é
independente das concentracdes de 50nM e 100nM testadas, mas dependente

do alelo presente no sitio alvo de ligagao.
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FIGURA 32 — ATIVIDADE RELATIVA DA LUCIFERASE 24h APOS TRANSFECGAO DE 50 E
100 nM DOS miRNAs MIMICS miR-887-3p e miR-191-5p
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Comparacao da atividade relativa da expressao da luciferase apds 24h de co-transfeccao de 50
e 100 nM dos miRNAs mimics 887-3p e 191-5p. Cada ponto no grafico representa a mediana da
triplicata técnica para a atividade da luciferase apds normalizagao dos valores de luminescéncia
de firefly/Renilla seguida pela normalizagdo em relagdo ao vetor vazio (luminescéncia maxima)
e em relagdo ao respectivo controle negativo. 191: miRNA mimic 191-5p; 887: miRNA mimic 887-
3p; A: vetor pmirGLO-MDM4_739A; C: vetor pmirGLO-MDM4_739C; 50: 50 nM; 100: 100 nM;
ns: ndo significativo. FONTE: O autor (2020).

FIGURA 33 — ATIVIDADE RELATIVA DA LUCIFERASE 48h APOS TRANSFECGAO DE 50 E
100 nM DOS miRNAs MIMICS miR-887-3p e miR-191-5p
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Comparacao da atividade relativa da expressao da luciferase apos 48h de co-transfecgao de 50
e 100 nM dos miRNAs mimics 887-3p e 191-5p. Cada ponto no grafico representa a mediana da
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triplicata técnica para a atividade da luciferase apés normalizagao dos valores de luminescéncia
de firefly/Renilla seguida pela normalizagao em relagéo ao vetor vazio (luminescéncia maxima)
e em relagao ao respectivo controle negativo. 191: miRNA mimic 191-5p; 887: miRNA mimic 887-
3p; A: vetor pmirGLO-MDM4_739A; C: vetor pmirGLO-MDM4_739C; 50: 50 nM; 100: 100 nM;
ns: nao significativo. FONTE: O autor (2020).

Para verificar o efeito do tempo na transfecgao foram comparados a
reducdo da luminescéncia apés 24h e 48h para cada mimic nas diferentes
concentracdes utilizadas e a interacédo entre os vetores com os alelos Ae C. A
reducdo da luminescéncia apos 48h foi significativamente maior que aquela
observada 24h apods a co-transfec¢cao de 50 nM dos miRNAs mimics miR-887-
3p (p=0,0106) (FIGURA 34) e miR-191-5p (p=0,0315) (FIGURA 35) com o vetor
contendo o inserto do alelo C. Nao foram observadas diferengas do tempo apés

transfeccdo quando foram utilizados 100nM para ambos 0os miRNAs.

FIGURA 34— ATIVIDADE RELATIVA DA LUCIFERASE 24 e 48h APOS TRANSFECGAO DE
50 E 100 nM DO miRNA MIMICS miR-191-5p
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Comparagéo da atividade relativa da expressao da luciferase apos 24 e 48h de co-transfecgéo
de 50 e 100 nM do miRNA mimic 191-5p. Cada ponto no grafico representa a mediana da
triplicata técnica para a atividade da luciferase apds normalizacédo dos valores de luminescéncia
de firefly/Renilla seguida pela normalizacao em relagao ao vetor vazio (luminescéncia maxima)
e em relagéo ao respectivo controle negativo. 191: miRNA mimic 191-5p; 887: miRNA mimic 887-
3p; A: vetor pmirGLO-MDM4_739A; C: vetor pmirGLO-MDM4_739C; 50: 50 nM; 100: 100 nM;
ns: ndo significativo; *p<0.05. FONTE: O autor (2020).
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FIGURA 35 — ATIVIDADE RELATIVA DA LUCIFERASE 24 e 48h APOS TRANSFECCAO DE
50 E 100 nM DO miRNA MIMICS miR-887-3p

Comparacao apos 24 e 48h de tranfecgido - miRNA mimic miR-887-3p
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Comparacao da atividade relativa da expresséo da luciferase apds 24 e 48h de co-transfecgéo
de 50 e 100 nM do miRNA mimic 887-3p. Cada ponto no grafico representa a mediana da
triplicata técnica para a atividade da luciferase apds normalizagao dos valores de luminescéncia
de firefly/Renilla seguida pela normalizagdo em relagéo ao vetor vazio (luminescéncia maxima)
e em relagdo ao respectivo controle negativo. 191: miRNA mimic 191-5p; 887: miRNA mimic 887-
3p; A: vetor pmirGLO-MDM4_739A; C: vetor pmirGLO-MDM4_739C; 50: 50 nM; 100: 100 nM;
ns: nao significativo; *p<0.05. FONTE: O autor (2020).

6.5 ANALISE DE EXPRESSAO

A expressao do gene MDM4 sem a transfeccdo de miRNA mimic foi
avaliada em 5 linhagens diferentes, com o intuito de se observar se este gene
se apresenta expresso em todas elas. Observou-se a presenca de mRNA de
MDM4 tanto na linhagem normal de mama quanto nas quatro linhagens tumorais
testadas (FIGURA 36).

FIGURA 36 — EXPRESSAO DO GENE MDM4 EM LINHAGENS NAO TUMORAL E TUMORAIS
DE MAMA SEM TRANSFECCAO
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Expressao relativa do gene MDM4 na linhagem nao tumoral 184B5 e nas linhagens tumorais de
mama (MDA-MB-231, MDA-MB-468, MCF7 E ZR-75-1) sem transfeccdo. FONTE: O autor
(2020).

A quantificacdo dos miRNAs 887-3p e 191-5p apds 24h de transfeccao
com 100 nM dos miRNAs mimics foi realizada com o objetivo de verificar o
aumento de sua concentragao e a eficiéncia da transfecgao. Os valores de fold
change e média de fold change das células transfectadas com o miRNA mimic
miR-887-3p aumentaram significativamente quando comparados as células
transfectadas com o miRNA controle negativo (p=0,0131) (FIGURA 37). Porém,
apesar do aumento de fold change nas células transfectadas com o miRNA
mimic miR-191-5p a diferenga nao foi significativa na comparagao com o controle
negativo (p=0,0735) (FIGURA 38).

FIGURA 37 — EXPRESSAO DO miRNA miR-887-3p APOS TRANSFECGAO DO MIMIC
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Expressao relativa do miRNA miR-887-3p apos 24h de transfecgao de100 nM do miRNA
mimic 887-3p. Negativo: miRNA controle negativo; *p<0.05. FONTE: O autor (2020).

FIGURA 38— EXPRESSAO DO miRNA miR-191-5p APOS TRANSFECCAO DO MIMIC
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Expresséo relativa do miRNA miR-191-5p apds 24h de transfeccdo de100 nM do miRNA mimic
191-5p. Negativo: miRNA controle negativo; ns: nao significativo. FONTE: O autor (2020).

A transfeccdo com o miRNA mimic 887-3p reduziu a expressao do gene
MDM4 em 11,5% enquanto o miRNA mimetizador endogeno 191-5p reduziu em

33,7% a expressao de MDM4 em comparag¢do ao controle negativo. Porém, a
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reducao da expresséo nao foi estatisticamente significativa na comparagao com

o controle para ambos os mimics (FIGURA 39).

FIGURA 39 — EXPRESSAO DO GENE MDM4 APOS TRANSFECGAO COM OS miRNAS
MIMICS miR-887-3p E miR-191-5p
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Expressao relativa do gene MDM4 apds 24h de transfecgédo de 100 nM dos miRNAs mimics miR-

887-3p e miR-191-5p. Negativo: miRNA controle negativo; ns: nao significativo. FONTE: O autor
(2020).
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7 DISCUSSAO

Variantes genéticas como os SNPs podem ocorrer em regides
codificantes ou nao-codificantes do genoma. Entre as regides nao codificantes
estdo as regides 5’ ou 3’ ndo traduzidas (UTR, untranslated region) (GOULART
et al, 2015; DENG et al., 2017; KARIMZADEH et al., 2020). O efeito da variagéo
nestas regides € de grande importancia devido ao seu papel regulatorio no
controle da tradugdo. A regido 3'UTR esta relacionada a poliadenilagao, controle
da degradacdo do mRNA, localizagdo celular e eficiéncia da tradugdo. A
presenca de SNPs nessa regido pode apresentar consequéncia funcional, uma
vez que apresentam sitio de ligagao para miRNA, influenciando na estabilidade
e expressao do mRNA. Tais variantes podem modificar vias de sinalizagao e
alterar a expresséo de genes relacionados ao desenvolvimento tumoral (DENG
etal., 2017).

Um dos mecanismos responsaveis por esse impacto funcional de SNPs
na regido 3'UTR ocorre devido a criagdo de novos sitios de ligagdo ao permitir
regides de complementariedade entre esses sitios e miRNAs, ou de modo
contrario, ao modificar esses sitios e impedir ou enfraquecer a ligacao de
miRNAs (ZIERBASRTH et al., 2019). Como consequéncia, em geral, a
expressédo do gene e a proteina codificada por esse mRNA tem seus niveis
alterados (CHEN et al., 2008). O efeito de miRSNPs em relagao a expressao do
MRNA tem sido investigado em varios tipos de cancer.

A relevancia de miRSNPs em cancer de mama ja foi demonstrada em
varios trabalhos, entre eles no estudo caso-controle realizado por Cao et al.
(2016). O alelo C do SNP rs15869 em 3'UTR de BRCAZ2 esta associado com
maior risco ao cancer de mama. Este SNP esta situado no sitio de ligagéo para
0 miR-627, que foi capaz de promover a diminuicdo da expressao de BRCAZ2 nas
linhagens celulares MCF-7 e MDA-MB-231, indicando sua regulagao
dependente de SNP. Dessa forma, variantes genéticas podem interferir na
regulacdo da expressdo génica e modificar o risco ao desenvolvimento de
doencas, entre elas o cancer.

Sabendo-se da relevancia da regulagdo génica exercida por miRNAs

dependente de polimorfismos em seus sitios alvos, este trabalho teve como
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objetivo validar a analise de predig¢ao in silico que apontou a ligagdo do miRNA-
887-3p e 191-5p a sequéncia 3’'UTR de MDM4 na presenca da variante C do
SNP rs4245739. Esta variagao cria um sitio de ligagcao para esses miRNAs, que
de modo contrario, na presenca do alelo A ndo se ligariam. Diversos estudos
caso-controle demonstraram a associacdo desse SNP com o risco de varios
tipos de cancer, (STEGEMAN et al, 2015; WYNENDAELE et al., 2010; ZHOU et
al., 2013; GARCIA-CLOSAS et al., 2013; FAN et al., 2014; GAO et al., 2015;
GANSMO et al., 2016) entre eles o de mama (LIU et al., 2013; GANSMO et al.,
2015; PEDRAM et al., 2016; HASHEMI et al., 2018).

Com o objetivo de identificar e validar experimentalmente os alvos
preditos in silico, os ensaios de gene repdrter tém sido amplamente utilizados,
entre eles o ensaio de luciferase (AMIRKHAH et al., 2017; ANKASHA et al.,
2018). A vantagem desse método é que permite confirmar a interacao direta
entre 0 miRNA e o sitio de ligagdo no alvo predito. Nessa abordagem a regiao
3'UTR contendo o sitio alvo de ligagao predito para o miRNA é clonado a jusante
da ORF do gene repérter — firefly luciferase (HUANG et al., 2010; RITCHIE,
RASKO, FLAMANT, 2012; ALVAREZ, 2014). A luminescéncia emitida na reagao
permite avaliar a interagdo entre o0 miRNA especifico e seu alvo, visto que o
miRNA atua como regulador pos-transcricional e bloqueia a tradu¢édo do mRNA
(HUANG et al., 2010; TOMASELLO, CLUTS, CROCE, 2019).

Os ensaios de luciferase foram realizados inicialmente com o pre-miR-887
obtido por transcri¢ao in vitro. Essa metodologia foi proposta como alternativa ao
uso de miRNA mimic comercial devido ao alto custo dessas moléculas. O pre-
miR-887 foi gerado a partir do anelamento de oligonucleotideos que contém a
sequéncia do miRNA precursor e a sequéncia promotora da T7 polimerase para
permitir a transcricdo. Essa estratégia baseia-se na capacidade da célula de
transformar o pre-miR transfectado no miRNA maduro que se liga ao sitio alvo
no mMRNA. A transcric&o in vitro € um método simples para obtencdo de RNA a
partir do anelamento de oligonucleotideos contendo a sequéncia do promotor da
T7 polimerase seguida pela regido de interesse. A composi¢gdo de bases dos
sitios +1 e +2 sao fatores criticos para uma transcricdo eficiente, sendo
necessaria a presenga de uma G (guanina) na posi¢ao +1 (BECKERT, 2010; LU,
2012). O oligonucleotideo usado como molde para a reagdo obedece a essa

condicdo. Contudo, a concentracdo dos componentes, o tempo de reacao,
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temperatura e a purificagdo do pre-miR podem interferir na quantidade e na
qualidade do RNA obtido (BECKERT, 2010; KANWAL, 2018). As quantidades
de pre-miR transfectadas foram menores (pmol) em comparagao a quantidade
de mimic (nM) utilizada. Isso deve-se a capacidade limitante de cada reacao de
transcricao in vitro em converter o molde de DNA em RNA. Além disso, quando
foi realizada a transfecgao de uma concentracdo maior do pre-miR — 40 pmol-
observou-se que as células em cultivo entraram em morte celular, indicando
toxicidade as células possivelmente devido as impurezas resultantes da
purificacdo com fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (125:24:1, pH 4,7) poés
transcricéo in vitro. Nesse trabalho, a sequéncia de RNA obtida no processo de
transcricao in vitro nao foi verificada a fim de observar se ha alguma modificacéo
que pudesse interferir na ligagao especifica a sequéncia 3’'UTR predita como
alvo. O pre-miR-887 sintetizado nao foi capaz de se ligar ao sitio alvo presente
no vetor, ou ainda em algumas condigdes foi capaz de se ligar em ambos os
alelos — A ou C - avaliados nesse estudo indicando uma ligagéo nao especifica
(FIGURAS 20-25). Nesse contexto, o sequenciamento do oligonucleotideo
utilizado como pre-miR poderia auxiliar na analise da sequéncia obtida.

A partir dos resultados dos ensaios de luciferase obtidos nesse trabalho
observou-se que a metodologia de transcri¢ao in vitro para obtengao do pre-miR
ndo foi eficiente. A leitura de luminescéncia obtida nos ensaios com a
transfeccao do pre-miR-887 variaram bastante, e ndo apresentaram um padrao
de resposta. Varias dificuldades e limitacbes da técnica possivelmente
influenciaram nesse resultado, como: a variagédo na quantidade e da fidelidade
da sequéncia entre as moléculas de pre-miR-887 usado em cada um dos ensaios
de transfeccdo e obtido em cada uma das reagdes de transcricdo in vitro; a
possivel degradacdo do pre-miR durante o processo de purificagdo com
fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (125:24:1, pH 4,7); impurezas decorrentes do
processo de transcricao in vitro e purificagcdo que podem ter sido transfectadas
junto com o pre-miR; a capacidade da célula em transformar a molécula
precursora (pre-miR) em miRNA maduro capaz de se ligar ao sitio alvo presente
no vetor com o gene reporter da luciferase. Portanto, até o momento nao foi
possivel padronizar essa técnica como metodologia alternativa aos
mimetizadores de RNA a ser utilizada nos ensaios de transfeccéao.

Uma vez que os ensaios de luciferase com transfecgao do pre-miR-887
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transcritos in vitro nao foram capazes de avaliar a ligagcado do miRNA ao sitio
3'UTR do gene alvo de maneira eficiente optou-se pela utilizagdo dos miRNAs
mimics. O ensaio de luciferase demonstrou a ligagdo dos miRNAs mimics miR-
887-3p e miR-191-5p ao constructo pmirGLO-MDM4_739C contendo o alelo C
no sitio de ligagao 3’'UTR clonado downstream ao gene reporter, confirmando a
predi¢ao in silico. Esses resultados estdo de acordo com outros trabalhos que
também demonstraram a ligagao de ambos os miRNAs, 887 e 191-5p, ao sitio
3'UTR de MDM4 na presenga do alelo C em linhagens de cancer de proéstata
(STEGEMAN et al., 2015) e de células pequenas de pulmao (GAO et al., 2015)
e do miR-191 em linhagem de cancer de ovario (WYNENDAELE et al., 2010).
Nesse trabalho a regido 3’'UTR contendo o alelo predito para ligagédo que foi
inserida no vetor contendo o gene reporter e utilizado no ensaio de luciferase é
maior (393 pb) do que o fragmento utilizado em outros trabalhos. No estudo
conduzido por Stegeman et al. (2015) para observar a ligagcdo dos mesmos
miRNAs avaliados nesse trabalho ao alelo C do SNP rs4245739 de MDM4, o
vetor reporter foi construido utilizando uma sequéncia menor da regiao 3’'UTR. A
insercao de uma sequéncia maior pode ser melhor comparada a regulagao que
ocorre naregido 3’ UTR do gene e permite avaliar a influéncia da regido em torno
do sitio de ligagao para o miRNA.

A comparagao das mesmas concentragdes de mimics transfectadas com
os diferentes vetores pmirGLO-MDM4 739A e pmirGLO-MDM4 739C
demonstrou uma ligagcao alelo-especifica, com redugdo da atividade da
luciferase na presenga da variante C. Assim, é possivel afirmar que nas
condigdes testadas os miRNAs 887-3p e 191-5p ligam-se ao sitio alvo 3’'UTR de
MDM4 de uma maneira dependente do SNP rs4245739*C. Além disso, a ligacao
dos miRNAs mimics nao € dependente da concentracdo transfectada neste
estudo, uma vez que as duas concentragbes testadas — 50 e 100 nM -
apresentaram o mesmo padrdo de ligacdo dependente apenas do inserto.

Apesar deste ensaio ser muito utilizado em estudos de validagdo da
interacdo MiIRNA:mRNA ainda ndo havia sido realizado no departamento de
genética da UFPR, sendo a primeira vez executado nesse trabalho. Portanto, o
estabelecimento de cada umas das etapas e a padronizagcédo da técnica nesse
trabalho foram de grande importancia, permitindo que outros trabalhos utilizem

essa metodologia.
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O método de transfecgao transiente de miRNA mimics permite avaliar os
efeitos do miRNA sobre o mRNA alvo e elucidar seu modo de agao, de modo
eficiente em células em cultivo. Porém, ha estudos que questionam a
equivaléncia dos efeitos entre os mMiRNAs mimetizadores e dos mMiRNAs
endoégenos em condigdes fisioldgicas. Além da transposigao dos efeitos in vitro
e em in vivo, outros fatores relacionados ao uso de mimetizadores enddégenos
sdo discutidos, como a concentragao utilizada, o acumulo e surgimento de outras
moléculas de RNA e as alteragdo no nivel de expresséo do gene alvo (JIN et al.,
2015). Jin et al. (2015) avaliaram de maneira ampla esses diferentes aspectos
através da transfeccao de diferentes miRNAs mimics em linhagens celulares. Os
autores apontaram que a transfec¢éo de grandes quantidades de mimetizadores
enddgenos pode levar a morte celular e tornar as células inviaveis, além de levar
a alteragbes nao-especificas (off-target) na expressao génica, enquanto baixas
concentragdes nao sé&o capazes de reprimir a expressao do gene alvo. Neste
trabalho, foram testadas duas concentracdes diferentes — 50 e 100 nM- que sdo
usualmente utilizadas em outros estudos e o ensaio de luciferase para verificar
a ligacao dos miRNAs preditos a regiao 3'UTR do alvo nao apresentou resposta
dose-dependente. A andlise de expressao do gene MDM4 foi realizada 24h apos
a transfeccdo com ambos os mMiIRNAs mimics. O ensaio realizado nessa
condi¢c&o deve ser capaz de promover a regulagado do gene alvo, uma vez que
conforme citado por Jin et al. (2015) o tempo médio de meia-vida de miRNAs
mimics transfectados na concentracdo de 100 nM é de 28h.

A avaliagdo do mecanismo de regulagdo dos miRNAs sobre MDM4 foi
realizada por meio de transfeccao de miRNA mimics na linhagem de cancer de
mama MDA-MB-231 pois esta linhagem possui o gendtipo CC para o SNP
rs4245739 o que possibilita a ligagdo ao gene alvo expresso pela célula. A
transfeccdo com os miRNA mimics 887-3p e 191-5p resultou em reducgao do fold
change da expressao do gene alvo, porém esta diferenca nao foi significativa em
relacdo a transfeccdo com o miRNA controle negativo. A regulacdo do gene
MDM4 mediada por estes miRNAs pode estar ocorrendo principalmente por meio
da repressao da tradugao ao invés da degradagcdo do mRNA sem provocar
alteracgao significativa de seus niveis. Da mesma forma, Stegeman et al. (2015)
também n&o observaram mudanca nos niveis de mRNA de MDM4 apds a

superexpressdo dos miRNAs 887-3p e 191-5p na linhagem de céancer de
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prostata PC3, sugerindo a inibigdo da tradugcdo mediada por estes miRNAs. A
auséncia de alteracao nos niveis de mRNA apds transfecgcao ja foi observada
em outros trabalhos (KIM et al., 2017; OSTADRAHIMI et al.,2018; DLUZEN et
al., 2014; OLSEN, AMBROS, 1999; SEGGERSON, TANG, MOSS, 2002).

Classicamente, a analise da expressao de miRNAs por RT-qPCR é feita
com a estratégia de sondas TagMan, mas que apresentam custo elevado. Neste
trabalho, implementou-se uma opg¢ao mais econémica onde, para cada miRNA,
trés oligonucleotideos sado desenhados, com as reagdes de gPCR sendo
realizadas com o reagente SYBR®. Para a sintese de cDNA por meio de
transcricdo reversa, foram desenhados primers RT stem-loop que permitem
selecionar o miRNA de interesse entre o RNA total contribuindo com a
especificidade do método. Na gPCR o primer forward é especifico ao miRNA de
interesse e o primer reverse universal € complementar ao primer RT stem- loop.
Essa metodologia ja foi utilizada em outros estudos para quantificar a expresséo
de pequenos RNAs de maneira eficiente (ANDROVIC et al., 2017; CHEN et al.,
2005; VARKONYI-GASIC et al., 2007; MOHAMADI-YAGANEH et al., 2013;
TONG et al., 2015; LAN et al., 2019; FORERO et al., 2019). Essa foi a primeira
vez em que essas metodologias alternativas ao protocolo convencional foram
utiizadas no nosso grupo de pesquisa. A especificidade da amplificagdo
observada pelo Unico pico na curva de melt (FIGURAS 1 E 2 - APENDICE), e os
resultados obtidos nesse trabalho permitiram padronizar essa metodologia em
nosso laboratério como alternativa a ser utilizada em outros estudos para a
avaliacao da expressédo de miRNAs.

A correlagao entre os niveis de mMRNA e proteina sao discutidos em varios
trabalhos, assim como o mecanismo predominante de regulagdo da expressao
génica mediado por miRNAs. Nao ha consenso sobre essa questdo, alguns
estudos apontam que a degradacdo do mRNA alvo ocorre em detrimento da
inibicdo da tradugdo, enquanto outros destacam esse ultimo como efeito
predominante da agdo dos miRNAs (HUNTZINGER, IZAURRALDE, 2011,
JONAS, IZAURRALDE, 2015; PAYNE, 2015). A importancia do processo de
regulagéo por repressao da tradugao foi destacada por Larsson et al. (2013) que
reanalisaram um conjunto de dados de GWAS (Guo et al., 2010) e apontaram
que a contribuicdo da repressao da tradugcdo de um subconjunto de alvos foi
subestimada. A repressdo da traducdo ocorre antes do processo de
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deadenilagdo e decaimento do mRNA que resulta na degradagdo do mRNA
(DJURANOVIC, NAHVI, GREEN, 2012; HENDRICKSON et al., 2009). A inibicao
da tradugao pode ocorrer num estagio de iniciagao ou no estagio pos-iniciacéo
(KIRIAKIDOU et al., 2007; GU, KAY, 2010). Muitos trabalhos apontam que este
processo ocorre no inicio da tradugcdo com diferentes resultados sobre o
envolvimento da subunidade 43S do ribossomo, da proteina GW182; e a
dependéncia da atividade do fator elF4A e da estrutura secundaria da regiao
5’UTR (GU, KAY, 2010; HUNTZINGER, IZARRALDE, 2011; RICCI et al. 2013;
NISHIMURA, FABIAN, 2016). A eficiéncia da traducdo também é um ponto
chave na repressdo da traducdo mediada por miRNAs, e influenciada por
caracteristicas da regido 5UTR e 3'UTR que afetam a ligacdo de fatores
regulatorios cis e trans (COTTRELL, SZCZESNY, DJURANOVIC, 2017). A
ocorréncia de polimorfismos na regiao 3’'UTR proxima ao sitio de ligagéo de
miRNA pode alterar a estrutura secundaria do RNA e interferir na acessibilidade
e interacao entre miRNA e o complexo RISC (VODICKA et al., 2016). A presenca
do SNP rs4245739 3'UTR de MDM4 avaliado nesse trabalho ndo altera a
estrutura secundaria dessa regiao e a mesma energia minima livre (MFE) para
ambos os alelos foi observada, conforme analise pela ferramenta RNAfold
(FIGURAS 3 e 4 APENDICE). A anélise foi realizada com uma sequéncia de 56
pb da regido 3'UTR do gene MDMA4.

A presenga do SNP rs4245739 na regido 3'UTR de MDM4 cria um sitio
de ligacao para os miRNAs 887-3p e 191-5p. Na analise realizada nesse trabalho
esses foram os dois miRNAs que apresentaram o maior score associado a
predicdo (QUADRO 1). Porém, outros miRNAs que apresentam uma regiao de
complementariedade com MDM4 poderiam competir pelo sitio de ligagdo 3'UTR
de uma maneira dependente de sua expressdo (BOSSON, ZAMUDIO, SHARP,
2014). Além disso, os miRNAs 887-3p e 191-5p avaliados, apresentam outros
genes preditos como alvos, entre eles PLD2; e TMODZ2 e TAFS5, respectivamente
(TargetScan e miRDB). A regulagao desses genes e a validade da interagéo ja
foi demostrada (HU, 2014; FITE, GOMEZ-CAMBRONERO, 2016;
MOHAMMADIPOOR-GHASEMABAD et al., 2019). O gene PLD2 foi
apresentado como alvo da regulagdo pelo miRNA-887-3p nas linhagens de
cancer de mama MDA-MB-231 e MCF-7 relacionados a transi¢cao epitélio-
mesenquimal (FITE, GOMEZ-CAMBRONERO, 2016).
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A relacao entre a capacidade de repressao do miRNA ao seu alvo pode
ser alterada pela mudanga dessa razao miRNA:mRNA alvo, quando ocorre a
superexpressdo de ncRNAs que atuam como esponja — ceRNA (competing
endogenous RNA), pois possuem alta afinidade de ligagado por um determinado
miRNA (Bosson, 2014). Dessa forma, a relacdo entre a afinidade de ligacéo, a
estabilidade do pareamento com a regido seed, o compartilhamento de um
mesmo sitio de ligagao por diferentes moléculas e a concentragdo do alvo séo
fatores importantes no mecanismo de agdo do miRNA (DLUZEN et al, 2014;
BOSSON, ZAMUDIO, SHARP, 2014 ; SALMENA et al., 2011; GARCIA et al.,
2011).

Os miRNAs envolvidos no cancer podem ser classificados em dois
grupos, de acordo com o seu alvo. miRNAs que tem como alvo oncogenes,
atuam como supressores de tumor, enquanto aqueles que tem como alvo genes
supressores de tumor tem um papel oncogénico. A agdo desempenhada por
cada miRNA depende do contexto celular, ou seja, depende de quais mMRNAs
alvos estejam presentes naquele tipo celular. Assim, um mesmo miRNA pode
atuar como miRNA oncogénico ou supressor de tumor (LUO, CUI, CROCE,
2018; KARIMZADEH et al., 2020). Por exemplo, os miR-221/222 exibem papel
oncogénico em cancer de prostata, mama e carcinoma hepatocelular, porém
atuam como supressores de tumor em carcinoma de células escamosas da
lingua (LUO, CUI, CROCE, 2018).

No cancer de mama muitos miRNAs tém sido identificados por atuar como
oncogenes, entre eles, miR-20a, envolvido na proliferagao celular e invasao;
miR-21, que atua como antiapoptdético e miR-155 envolvido na transicao epitelial-
mesenquimal induzida por TGF-beta, migragdo e invasdo. Entre aqueles que
atuam como supressores de tumor, esta o miR-206 que inibe crescimento
celular, migragao e invasao e induz apoptose (SERPICO, MOLINO, COSIMO,
2014; O'BRYAN et al., 2017). Muitos miRNAs apresentam padrdes de expresséo
relacionados ao subtipo molecular, status do receptor de estrogénio (ER), grau
do tumor, presencga de metastase, entre outros processos relacionados ao tumor
(ALLEGRA et al. 2012). No presente trabalho foi possivel observar a ligagao dos
miRNAs 887-3p e 191-5p de maneira dependente da presenca da variante C do
SNP rs4245739 na regido 3’'UTR de MDM4. Considerando que MDM4 é um
oncogene, os MiRNAs 887-3p e 191-5p atuam como miRNAs supressores de
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tumor (TS-miRNAs) em cancer de mama.

O gene TP53 é um supressor tumoral envolvido no reparo de danos ao
DNA, promove parada do ciclo celular, interrompe a proliferacdo e induz
apoptose. A proteina MDM4 é um regulador negativo e atua no controle dos
niveis de p53 através do processo de poliubiquitinacdo, em conjunto com a
proteina homdéloga MDM2. Além disso, inibe a fungdo de p53 como fator de
transcricdo ao interagir com a porgao N-terminal. Portanto, a proteina MDM4
atua como oncoproteina, ao diminuir os niveis de p53. Dessa forma, a variante
rs4245739 por estar presente na regidao 3’'UTR do mRNA de MDM4 assume um
impacto sobre a regulagdo dessa oncoproteina, que é capaz de interferir no
controle supressor de tumor downstream da proteina p53.

O SNP rs4245739*C de MDM4 exibe um efeito supressor de tumor, pois
tem a capacidade de interferir nos niveis da proteina p53 de maneira indireta. A
ligacdo dos miRNAS miR-887-3p e miR-191-5p ao mMRNA de MDM4 podem levar
a diminuicao da expressao de MDM4, e consequente aumento da disponibilidade
da proteina p53. Portanto, esse mecanismo de regulacdo de miRNAs sobre a
oncoproteina MDM4 e p53 influenciado pela variante C do SNP rs4245739 pode
explicar a associagao desta variante com a protecédo ja evidenciada ao cancer
de mama.

Muitos estudos tém empregado a abordagem de identificagcdo de
MiRSNPs, seu efeito eQTL e a associagdo com o cancer identificando
importantes alvos para validagdo funcional, visto que os miRNAs s&o
reconhecidamente envolvidos na regulagao de diversos genes que atuam nas
vias associadas a tumorigénese e destacados como hallmarks do céancer.
Porém, as analises de validagdo com miRNA apresentam diversos desafios.
Diferentes tipos celulares apresentam padrao diferente de expressao de
miRNAs. E o efeito do miRSNP sobre a regulagcéo do gene alvo é dependente
da expressdao do miRNA. Além disso, ensaios de validagdo com miRNAs que
utilizam mimetizadores enddgenos ou inibidores com o objetivo de observar a
funcdo desses ncRNAs, apresentam dificuldades que incluem a metodologia
para a quantificacdo dos miRNAs e a determinagdo do mecanismo regulatério
sobre o alvo por meio da avaliagao dos niveis de mRNA.

Esse trabalho por meio do ensaio luciferase foi capaz de validar a

interacédo entre os mMiRNAs miR-887-3p e miR-191-5p e a regidao 3'UTR do gene
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MDM4 de uma maneira dependente do alelo C do SNP rs4245739 que foi predita
pela integracao de dados e analise de bioinformatica. Porém, o exato mecanismo
de pelo qual esses miRNAs regulam o gene alvo MDM4 nao foi totalmente
elucidado. A analise dos niveis da proteina MDM4 apds transfecgao com os
miRNAs mimics através de western blotting permitird sugerir 0 modo de agao
dos miRNAs miR-887-3p e miR-191-5p nessa via regulatoria.

A validacdo dos alvos preditos pela analise de selecdo de miRSNPs
associados a risco aumentado de cancer de mama, permite que a mesma
abordagem seja empregada para identificar possiveis candidatos em outros tipos

tumorais ou mesmo em outras doengas complexas.
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8 CONCLUSAO

- Através deste trabalho foi possivel observar a efetividade da metoldologia
utilizada para preconizar a escolha de genes candidatos para estudo no cancer
de mama cuja regido 3’'UTR apresenta SNPs que s&o alvos de interagdo com
miRNAs.

- Os ensaios luciferase demonstraram a ligacao especifica dos miRNAs mimics
miR-887-3p e miR-191-5p a variante C do SNP rs4245739 na regido 3’'UTR do
gene MDM4 inserida no vetor reporter permitindo validar a predicéo obtida a
partir da integragdo de dados de GWAS e miRSNPs no contexto de cancer de

mama.

- Portanto, o SNP rs4245739 apresenta um impacto funcional, visto que modula
a afinidade de ligacao dos miRNAs 887-3p e 191-5p ao mRNA do oncogene

MDM4 de maneira dependente da variante A ou C.

- A metodologia para a realizacdo do ensaio de gene reporter luciferase foi
padronizada e podera ser empregada em outros trabalhos no departamento que

buscam validar a interacdo entre miRNA e mRNA.

- Os miRNAs miR-887-3p e miR-191-5p parecem regular a expresséo de MDM4
possivelmente através da inibicado da tradugao, pois os niveis de mRNA néao
apresentaram reducéo significativa apos a transfecgdo dos miRNAs mimics. A
avaliagao dos niveis da proteina por western blotting permitirdo elucidar esse

mecanismo regulatorio.

- A metodologia alternativa para avaliar a expressdo de miRNAs através de
transcrigcdo reversa com primers RT-stem loop e qPCR com SYBR green foi
eficiente e validada para ser utilizada em outros trabalhos do grupo de pesquisa

visto que apresenta menor custo.
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9 PERSPECTIVAS

- Verificar os niveis da proteina MDM4 apés transfecgcdo dos miRNAs mimics
miR-887-3p e miR-191-5p para elucidar o mecanismo regulatério desses
miRNAs;

- Avaliar a expressao dos genes TP53, p21 e MDM2 apds os ensaios de
transfecgcdo com os miRNAs mimics miR-887-3p e miR-191-5p através de RT-
gPCR,;

- Determinar as isoformas do gene MDM4 presentes nas linhagens tumorais de
mama e se as mesmas sofrem variagao com a transfecgao dos mimics miR-887-
3p e miR-191-5p;

- Avaliar os outros miRSNPs do gene MDM4 e a interagdo com os miRNAs

preditos in silico.
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APENDICE

FIGURA 1 — CURVA DE MELT PARA A EXPRESSAO DO miRNA-191-5p UTILIZANDO
PRIMERS RT-STEM LOOP

Melt Curve Plot
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Curva de melt observada na analise de expressao do miRNA-191-5p na linhagem MDA-MB-231
sem transfecc¢ao. O primer RT-stem loop especifico foi utilizado na transcrigéo reversa. Na gPCR
utilizou-se um par de primers — forward especifico e reverse universal.O pico Unico de
temperatura observado no grafico indica a amplificagao especifica do miRNA 191-5p. FONTE: O
autor (2020).

FIGURA 2 - CURVA DE MELT PARA A EXPRESSAO DO miRNA-887-3p UTILIZANDO
PRIMERS RT-STEM LOOP
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Curva de melt observada na analise de expressdo do miRNA-887-3p na linhagem MDA-MB-231
apos transfecgdo do miRNA mimics 887-3p. O primer RT-stem loop especifico foi utilizado na
transcrigdo reversa. Na qPCR utilizou-se um par de primers — forward especifico e reverse
universal.O pico Unico de temperatura observado no grafico indica a amplificagdo especifica do
miRNA 887-3p. FONTE: O autor (2020).



127

TABELA 1 — VALORES DE CT PARA A EXPRESSAO DO miR-887-3p APOS TRANSFECGAO

COM MIMIC
Média dos | miRNA A Ct AA Ct Fold Change | Média FC Desvio Erro
Endogenos | 887-3p (FC) padrao padréo
NEG 1 26,588 35,410 | 8,823 0,000 1,000
NEG 2 27,127 34,290 | 7,164 0,000 1,000 1,000 0,000
NEG 1 26,588 35,410 | 8,823 0,000 1,000
Exp.1 28,217 23,785 | -4,432 | -13,255 9.772,419
TRANSF. 887
Exp. 2 27,857 20,918 | -6,939 | -14,102 | 17.584,297 | 11.989,308 | 4.880,064 | 2.820,846
TRANSF. 887
Exp.3 26,354 22,104 | -4,250 | -13,072 8.611,208
TRANSF. 887
FONTE: O autor (2020).
TABELA 2 — VALORES DE CT PARA A EXPRESSAO DO miR-191-5p APOS TRANSFECCAO
COM MIMIC
Média dos | miRNA A Ct AA Ct Fold Change | Média FC Desvio Erro
Enddégenos | 191-5p (FC) padrao padrao
NEG 1 26,5875 27,846 | 1,2585 0,000 1,000
NEG 2 27,1265 29,155 2,029 0,000 1,000 1,000 0,000
NEG 1 26,5875 27,846 | 1,2585 0,000 1,000
Exp.1 TRANSF. 26,200 15,664 | -10,536 | -11,794 3550,976
191
Exp. 2 TRANSF. 27,111 16,924 | -10,187 | -12,216 4755,891 7061,263 5072,412 2932,030
191
Exp.3 TRANSF. 28,838 16,444 | -12,394 | -13,653 12876,921
191

FONTE: O autor (2020).

TABELA 3 — VALORES DE CT PARA A EXPRESSAO DO GENE ALVO MDM4 APOS
TRANSFECCAO COM OS miRNAs MIMICS miR-887-3p e miR-191-5p
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Média dos | MDM4 A Ct AA Ct Fold Média Desvio Erro
Endoégenos Change FC padrao padrao
(FC)
NEG 1 29,680 31,367 | 1,688 0,000 1,000
NEG 2 29,799 31,198 | 1,400 0,000 1,000 1,000 0,000
NEG 1 29,680 31,367 | 1,688 0,000 1,000
Exp.1 TRANSF. 30,126 31,344 | 1,218 -0,470 1,385
887
Exp. 2 TRANSF. 28,756 31,555 | 2,800 1,400 0,379 0,885 0,503 0,291
887
Exp.3 TRANSF. 29,747 31,601 | 1,855 0,167 0,891
887
Exp.1 TRANSF. 28,712 30,413 | 1,702 0,014 0,990
191
Exp. 2 TRANSF. 28,575 31,074 | 2,500 1,100 0,467 0,663 0,286 0,165
191
Exp.3 TRANSF. 32,969 35,570 | 2,602 0,914 0,531
191

FONTE: O autor (2020).

FIGURA 3 - ESTRUTURA SECUNDARIA DE PARTE DA REGIAO 3'UTR DE MDM4




129

Comparacao da representagdo da estrutura secundaria de um fragmento de 56pb da regido
3'UTR do gene MDM4 com os alelos A e C do SNP rs4245739. FONTE: RNAfold (2020),
disponivel em <http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAWebSuite/RNAfold.cgi>.



