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RESUMO

As proteinas relacionadas aos processos de adesdo e migracdo celular possuem
importante papel na biologia, no desenvolvimento e na diferenciagdo celular. Atualmente
essas proteinas sdo estudas em diversas areas das Ciéncias Bioldgicas, como por exemplo, sua
associacdo com canceres humanos, mais especificamente suas fungdes em processos
metastaticos. Proteinas como EpCAM, Claudina e Integrina-B8 também sdo alvo desses
estudos, embora o conhecimento dessa correlagdo ainda seja controverso e obscuro.
Interessantemente 0 mRNA dessas proteinas apresentam sitio de ligacdo comum aos miRNAs
hsa-miR-4465 e hsa-miR-513a-3p. Os miRNAs sdo pequenos RNAs ndo codificadores que
podem se ligar a regido 3’-UTR de mRNAs causando a parada da tradu¢do ou a degradacao
desses mRNAs. Por possuir tal fungdo, a relagdo da alteragdo de sua expressao com canceres
vem sendo investigada. Como as doengas tumorais sdo consideradas grave problema de satde
publica, nesse trabalho analisamos como a superexpressao desses miRNAs em células de
carcinoma pulmonar humano afetam os processos de adesao e migragdo celular. Os resultados
demonstraram que esses miRNAs quando superexpressados ocasionam alteracdes
morfofuncionais nas células, tanto pela alteracdo da expressao de genes de adesdo e migracao,
como pelo comportamento celular. Os clones que superexpressaram o miR-4465 apresentam
aumento considerdvel do numero de filamentos de actina (interagdao célula a célula), da
expressao do gene COLIAI e alta capacidade de migracdao celular. Demonstrando que o
miRNA hsa-miR-4465 pode ser considerado um marcador molecular da agressividade
tumoral. Os resultados obtidos com a analise do hsa-miR-513a-3p apontaram diminui¢do
consideravel do crescimento das células, da capacidade migratoria e da expressdo do gene
ITGBS. Dessa forma, podemos inferir que o hsa-miR-513a-3p participa no controle do
processo de crescimento tumoral e mais estudos nos seus mecanismos de agdo sdo
importantes para melhor compreender seu detalhamento funcional. Os miRNAs estudados
nesse trabalho demonstraram ser interessantes alvos de estudo de processos que envolvem
células tumorais, potencialmente subsidiando, em longo prazo, o desenvolvimento de novos

farmacos.

Palavras-chave: miRNA hsa-miR-4465. miRNA hsa-miR-513a-3p. Adesdo / migragao

celular. Cancer de pulmao.
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1 INTRODUCAO

1.1 Céncer de pulmao, sua epidemiologia e a busca por terapias alternativas

Cancer ¢ um termo genérico utilizado para agrupar doencas caracterizadas pelo rapido
crescimento de células anormais e que ocorre além dos seus nichos habituais. Essa patologia
ocorra pela acdo de agentes ambientais e fatores genéticos que interferem no equilibrio das
células de forma que ocorra falhas em um ou mais mecanismos que controlam a divisao,
diferenciagdo e morte celular. Assim, a expressdo génica em células tumorais ¢ alterada
(FUTREAL et al., 2004; SANTARIUS et al., 2010). Essas células podem se desprender do
tumor primadrio e se proliferarem para outras partes do corpo, sendo esse processo conhecido
como metastase (Organizacdo Mundial da Satde, 2012). Canceres sdo doencas complexas e
embora crescentes o numero de casos dessas doencas ainda estd longe o desenvolvimento de
terapias seguras e eficazes para a maioria dos casos (FUTREAL et al., 2004). De acordo com
dados da Organizacdo Mundial da Saude de 2012 o cancer levou a 6bito 8,2 milhdes de
pessoas e dentre seus diversos tipos, o cancer de pulmao foi responsavel por 1,59 milhdes de
mortes no referido ano. Indiscutivelmente, o cancer de pulmao ¢ uma problematica atual para
a saude publica mundial e estudos que procuram compreender os mecanismos moleculares
dessa patologia sdo importantes no desenvolvimento de farmacos e aplicacdes
biotecnologicas.

Dentro desse contexto, nosso grupo de pesquisa vem desenvolvendo um estudo visando
a elucidacdo de redes moleculares em células tumorais pulmonares e o efeito do peptideo
vasoativo Ang-(1-7) [Angiotensina-(1-7)] no controle desse processo. Esse heptapeptideo
endogeno ¢ produzido pelo Sistema Renina-Angiotensina. Esse sistema esta envolvido com a
producdo de moléculas que regulam a pressdo sanguinea, a homeostasia hidroeletrolitica e a
proliferacdo celular. A Ang-(1-7) foi descrito inicialmente por suas propriedades
vasodilatadoras, anti-inflamatorias e anti-proliferativas, porém ¢ considerado promissor no
controle do crescimento do tumor e de sua metastase (GALLAGHER et al., 2011). Estudos
mostraram que a Ang-(1-7) inibe o crescimento de células de cancer de pulmao humano in
vitro e reduz o tamanho do tumor de pulmdo humano em xenoenxertos in vivo, além de
reduzir a densidade de vasos sanguineos nesses (MENON et al., 2007; SOTO-PANTOJA et
al., 2009).



Andlises preliminares do nosso grupo demonstram alteracdes na fisiologia € uma
reducdo significativa na taxa de crescimento de células tumorais pulmonares tratadas com
Ang-(1-7). Também vem sendo estudada a correlagdo entre miRNAs que corregulam as
moléculas COX-2/PTGS2 (ciclooxigenase-2), mediadora do processo inflamatorio, a PTEN
(fosfatase e tensina homodloga), uma supressora tumoral e o FOXO1 (fator transcricional
Forkhead box da classe O1). Particularmente, considerando-se que o processo inflamatorio é
inerente aos tumores, a superexpressao da proteina COX-2 ¢ observada em canceres de
pulmao e a Ang-(1-7) parece reduzir os niveis de COX-2 de maneira segura (MENON et al.,
2007; GALLAGHER et al., 2011), mostrando-se novamente uma interessante molécula ¢
forte candidata a supressao tumoral.

Embora muitas particularidades das vias correlatas ao processo inflamatdrio-pulmonar
tenham sido descritas, nenhuma observacao foi realizada na elucidacdo de miRNAs correlatos
ao processo. Dentro desse contexto, o nosso grupo de pesquisa vem investigando os
mecanismos da acdo desse peptideo em células de carcinoma pulmonar e uma possivel
modulacdo da expressdo das proteinas COX-2, PTEN e FOXO1 por miRNAs. Analises
preliminares de bioinformatica demonstraram que os miRNAs hsa-miR-4465 e hsa-miR-
513a-3p possuem sitios provaveis de ligagdo nos mRNAs (RNAs mensageiros) das trés
moléculas investigadas. E, curiosamente, também foi observado um aumento significativo dos
niveis dos desses miRNAs nas células tratadas com Ang-(1-7) (Figura 1). Além disso, as
andlises de bioinformatica apontaram que sequéncias 3’-UTR de mRNAs de proteinas
correlatas aos processos de adesdo e migracdo também apresentam sequéncias consenso de
ligacdo aos miRNAs investigados. Cabe a observacdo de que as proteinas de adesdo e
migracao possuem importante papel na modificacdo das células tumorais que iram se
dissemina¢do de células para sitios distantes, caracterizando o processo de metdstase
(FRIEDL; ALEXANDER, 2011). Gragas a essas modificacdes sistémicas e morfologicas esse
processo ¢ em grande parte incuravel por causa de sua natureza sistémica e resisténcia das
células disseminadas a tratamentos (VALASTYAN; WEINBERG, 2011). Assim, a regulagdo
de proteinas de adesdo e migracdo em células cancerigenas deve ser estudado para se
compreender os mecanismos do cancer para enfim desenvolver novos farmacos que possam

controlar esse grande problema de saude publica.



Figura 1: Expressdao dos miRNAs hsa-miR-4465 e hsa-miR-513a3p em células A549 tratadas
ou nao (Control) com Ang-(1-7).
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1.2 A relacdo entre o processo tumoral e 0s miRNAs

Para que ocorra o equilibrio celular, o controle estrito dos mecanismos de divisdo,
diferenciagdo e morte celular deve estar presente. Quando um ou mais desses mecanismos
falham as células podem desencadear a morte celular programada ou podem sobreviver e
proliferarem-se descontroladamente, sofrendo alteragdes no seu padrao de expressdo génica e
conduzindo a um quadro clinico conhecido como cancer (ESQUELA-KERSCHER; SLACK,
2006). Sabe-se que inumeros sdo os processos celulares que asseguram o equilibrio celular,
mas as particularidades desses mecanismos ainda ndo estdo totalmente elucidadas. Entre os
elementos que modulam a expressdo génica e o equilibrio celular encontramos os miRNAs.
Esses elementos se caracterizam como um grupo de pequenas moléculas de RNA nao
decodificadoras e que sdo transcritos ao longo do genoma como formas precursoras (ESAU;
MONIA, 2007), sendo processadas no citoplasma em miRNAs maduros que apresentam
aproximadamente 22 nucleotideos. Esses miRNAs maduros se ligam a por¢dao 3°- UTR (3°-
nao traduzida) de mRNAs especificos e podem entdo provocar a parada da tradug¢do ou a
degradacdo desse mRNA (HAYES; PERUZZI; LAWLER, 2014) (Figura 2). A alteragcdo na
expressao de miRNAs foi encontrada em varios tipos de tumores, assim, detalhar as maneiras
de acdo de tais moléculas no controle do equilibrio celular e o seu papel no desenvolvimento
do processo tumoral ¢ necessario para o desenvolvimento de novas terapias (LU et al., 2005;

MENDEL; OLSON et al., 2012; HAYES; PERUZZI; LAWLER, 2014).



10

Figura 2: Biogénese e atuagdo de miRNAs de mamiferos.
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Para se compreender melhor a acdo dessas pequenas moléculas e para se delinear
possiveis redes de interagdes moleculares mediadas pelos miRNAs que embasam as
alteracdes na fisiologia e na desaceleracdo no crescimento das células investigadas, e que
auxiliardo na elucidacao de particularidades de mecanismos de atuacdo do heptapeptideo nas
células tumorais, os miRNAs hsa-miR-4465 e hsa-miR-513a-3p tornaram-se alvo dos estudos.
Embora o miR-4465 ndo tenha sido muito estudado atualmente, um estudo envolvendo o
miR-513a-3p demonstrou que ao ser superexpresso em células de adenocarcinoma pulmonar
esse miRNA melhora a atuacdo do quimioterapico Cisplatina no processo apoptose dessas
células (ZHANG et al., 2012). Nesse trabalho esses miRNAs foram investigados com o foco
em adesdo e migracdo de células, portanto moléculas envolvidas nesses processos foram

investigadas.
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1.3 Adeséo e migracdo das células na metastase e algumas moléculas envolvidas

Metastase € um processo usual em canceres ¢ se caracteriza pela invasao de células
tumorais em tecidos ou 6rgaos circunvizinhos e/ou distantes da localizacao inicial do tumor
(KUMPER; RIDLEY, 2010). Sabe-se que a metastase ocorre quando as células tumorais
vencem as barreiras inerentes a tecido-especificidade onde proteinas de adesdo e migracao
assumem papel central, facilitando o deslocamento das células tumorais para sitios distantes
(PERL et al., 1998; BARCELLOS et al., 2013). Durante a metastase, diversos genes tém sua
expressao modulada, e no que diz respeito a expressao de moléculas de adesdo célula a célula
e célula a MEC (matrix extracelular) a alteragcio ¢é expoente (BEAVON, 2000;
VALASTYAN; WEINBER, 2011). Assim, a analise das proteinas de adesdao e de seus
elementos moduladores na fisiopatologia tumoral pode ser apontada como um alvo central de
investigagdes cientificas, que podera subsidiar futuras aplicagdes terap€uticas. Dentro desse
contexto, a regulacdo fina da expressao de genes por miRNAs vem ganhando destaque. E,
considerando-se o foco de investigacdo cientifica pelo nosso grupo, surgem as moléculas
EpCAM (molécula de adesdo epitelial), ITGB8 (Integrina-8) e CLDNDI1 (proteina 1
contendo o dominio de Claudina) por possuirem sitios provaveis de ligagdo aos miRNAs hsa-
miR-4465 e hsa-miR-513a-3p.

Dentre as moléculas relacionadas com adesdo e migragdo de células, EpCAM ¢ uma
proteina transmembrana glicosilada encontrada na superficie de células epiteliais que se
correlaciona com as cascatas de sinalizacdo associada com prolifera¢do, diferenciacdo e
apoptose celular (MUNZ et al., 2004). Sua atuacdo na tumorigénese ¢ discutivel, pois,
enquanto alguns autores defendem que EpCAM previne a propagacdo de células tumorais,
outros afirmam que ela é necessaria para o processo metastatico (TAI et al., 2007;
PATRIASCA et al., 2012). J4, as integrinas se caracterizam como receptores de MEC,
possuindo importante papel na adesdo célula a c€lula e nas interagdes da célula a MEC, além
disso, elas também possuem funcdo na regulacdo da migracao, diferenciacao e proliferagao
celular em tecidos de células normais ou tumorais (HYNES, 2002; SPEICHER et al., 2014).
Um estudo recente mostrou que ao silenciar as subunidades de integrina hd um retardamento
da progressao do carcinoma hepatocelular (SPEICHER et al., 2014). Ainda, dentro do
contexto de nossos estudos moléculas da familia das Claudinas se tornam alvo de
investigacdo. Essas sdo proteinas transmembranas cruciais na adesdo celular e nos complexos

de jungdo célula a célula, presentes em células epiteliais e endoteliais que formam uma
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ultraestrutura organizacional correlacionada a aderéncia celular (FURUSE; TSUKITA, 2006;
GAVARD; GUTKIND, 2008).

Paralelamente, reforcando uma regulagdo cruzada entre as moléculas que asseguram o
equilibrio celular e/ ou o processo tumoral, GAVARD; GUTKIND (2008) demonstrou que
quando outra importante proteina de adesdo celular, a VE-Caderina (caderina endotelial
vascular), atua de maneira conjunta com a CLDNS5 (Claudina 5) ocorre a inibi¢do funcional
das moléculas FOXO1 e B-Catenina, dois reguladores transcricionais. Porém, na auséncia ou
inativacao de VE-Caderina, as concentragoes de FOXO1 e B-Catenina aumentam no nucleo e
ligam-se de maneira estavel a regido promotora do gene da CLDNS inibindo a expressao da
mesma. O estudo também sugere que a inativagdo de CLDNS gera perda de forga na adesao
celular (GAVARD; GUTKIND, 2008). Entretanto detalhes do mecanismo desse processo
ainda precisam ser elucidados. Como mencionado anteriormente, nosso grupo busca colaborar
com a constru¢do de uma rede de intera¢do entre moléculas centrais do processo inflamatério
tumoral que possam ser moduladas pelo peptideo vasoativo Ang-(1-7) e que se conectem com
as proteinas de adesdo e migracdo celular e algumas andlises preliminares reforcaram essas
observagdes, justificando o interesse pelo estudo cruzado da regulacdo das proteinas de
adesdo e migragao pelo processo de RNAI (interferéncia do RNA).

Assim, o estudo dos aspectos funcionais dos miRNAs hsa-miR-4465 e hsa-miR-513a-
3p em células de carcinoma pulmonar ird contribuir com a compreensdao da biologia dos
sistemas do processo inflamatdrio tumoral e sua modulagdo pelo peptideo vasoativo Ang-(1-
7), o que podera contribuir, a longo prazo, com o desenvolvimento de novos farmacos que

controlem o processo metastatico.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

A presente proposta teve como objetivo analisar aspectos da funcionalidade dos
miRNAs hsa-miR-4465 e hsa-miR-513a-3p em cultura de célula tumoral pulmonar A549, e a

sua correlagdo com os processos de adesdo e migracao celular.

2.2 Objetivos especificos

() Clonar os miRNAs hsa-miR-4465 e hsa-miR-513a-3p em vetores de expressdo
eucarioto e utilizar os mesmos na transfeccao de células A549, além da subsequente selegcao
de clones;

(I1) Analisar os efeitos morfofuncionais da superexpressdo dos miRNAs hsa-miR-
4465 e hsa-miR-513a-3p nas células de carcinoma pulmonar A549 transfectadas pela
investigacdo do nucleo e do citoesqueleto em ensaios de microscopia de fluorescéncia,
mensuracdo de pH e lactato, além de ensaios de crescimento e migragdo celular. Os resultados
obtidos nos ensaios realizados com os clones celulares serdo comparados aos efeitos do
heptapeptideo Ang-(1-7);

(111) Acompanhar os niveis transcricionais de EpCAM, CLDNDI1 e ITGBS nas células
A549 e nos clones celulares e de genes correlatos ao processo de adesdo e migracao celular
Os resultados obtidos nos ensaios realizados com os clones celulares serdo comparados aos

efeitos do heptapeptideo angiotensina-(1-7);



14

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Cultura e tratamento de células

Células da linhagem A549 (American Type Culture Collection, ATCC: CCL-185)
oriundas de adenocarcinoma pulmonar humano foram crescidas na auséncia e/ou presenga de
107 M de Ang-(1-7) (VERANO-BRAGA et al., 2012) em meio DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium) / Ham’s F12 suplementado com 10% de SBF (soro bovino fetal),
100 U/mL de penicilina e 100 pug/mL de estreptomicina a 37°C e em atmosfera contendo 5%
CO:z. As células transfectadas com o plasmideo pEP-miR Controle (miRNASelect™ pEP-miR
Null Control Vector; Cell Biolabs Inc.) e com os clones pEP-miR (miRNASelect™ pEP-miR
Cloning and Expression Vector; Cell Biolabs Inc.) contendo os miRNAs hsa-miR-4465 e hsa-
miR-513a-3p também foram cultivadas em meio DMEM / Ham’s F12 da maneira descrita
acima com a adi¢do de 0,8 pg/mL de puromicina. As células foram assim crescidas até

aproximadamente 90% de confluéncia e utilizadas nos ensaios.

3.2 Analise de citotoxicidade

Para se avaliar um possivel efeito citotoxico da Ang-(1-7) as células A549, foram
realizados ensaios de MTT (MOSMANN, 1983). As células foram cultivas em placas de 96
pocos da maneira descrita no item 3.1 e a citotoxicidade foi mensurada nas células A549 ndo
tratadas, considerado o controle experimental, e nas células tratadas com 107 M Ang-(1-7)
nos intervalos de 24, 48 e 72 horas. Para isso, o0 meio da cultura celular foi substituido por
meio fresco contendo o reagente MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium
Bromide, Sigma - Aldrich®) na concentracdo de 5 mg/mL seguido de um incubagdo de 2
horas a 37°C e em atmosfera contendo 5% CO». Apos o referido intervalo, foram adicionados
as culturas celulares 100 pul de DMSO (dimetil sulfoxido) e as células foram novamente
incubadas nas mesmas condi¢des descritas por um novo intervalo de 1 hora para solubilizagao
dos cristais de formazan. Ao final da incubagdo, a absorbancia das culturas celulares foi

analisada em leitor de microplaca Spectra Count no comprimento de onda de 570 nm.
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3.3 Clonagens e selecédo dos clones

O DNA gendmico das células nao tratadas com Ang-(1-7) foi extraido adaptando-se
metodologia descrita em SAMBROOK; GREEN (2012). Para isso, as células foram
ressuspensas em uma solucdo contendo 0,15 M NaCl, 1% NP40, 0,1% SDS e 50 mM Tris-
HCI pH 7,6. Apés a lise celular, o DNA gendmico foi precipitado e purificado utilizando-se
extracdo com fenol-cloroformio. A verificagdo da qualidade e concentracio do DNA
preparado foram avaliadas em espectrofotometro NanoVue™ Plus (GE Healthcare) utilizando
a razdo A260/A280 e A260/A230 ~ 2.0. Aproximadamente 50 ng de DNA foram utilizados
em reacdes de PCR (polimerizagdo em cadeia) para amplificar a regido do genoma aonde se
insere a sequéncia precursora dos miRNAs hsa-miR-4465 ¢ hsa-miR-513a-3p para as
clonagens. Para esse fim, oligonucleotideos especificos foram desenhados seguindo as
orientacdes do fornecedor do plasmideo (Cell Biolabs Inc.) e as sequéncias precursoras dos
miRNAs  foram inicialmente adquiridas do banco de dados miRBASE
(http://www.mirbase.org/) e entao analisada no programa BLAST
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Apods as andlises e localizacdo da sequéncia no
genoma humano (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/mapview), foram consideradas as
sequéncias precursoras dos miRNAs acrescida de 100 bases nos flancos (2 montante e a
jusante), para o desenho dos oligonucleotideos. A essas sequéncias foram adicionados
nucleotideos correspondentes aos sitios das enzimas Bam HI e Nhe 1 aos oligonucleotideos

direto e reverso, respectivamente (Tabela 1).

Tabela 1: Oligonucleotideos iniciadores dos miRNAs hsa-miR-513a3p e hsa-miR-4465.

miRNA Oligonucleotideos (5'-3")

Direto: TCGAGGATCCAGGCACAAAAAGTTCCTTGAAG
Reverso: TCGAGCTAGCGGGATGCCACATTCAGCCATTC
Direto: TCGAGGATCCCTACAAAGGATGTTACAGTTG
Reverso: TCGAGCTAGCCAAGTTATATGCTATTGAAAC

hsa-miR-513a3p

hsa-miR-4465

A metodologia utilizada na reagdo de PCR, sera detalhada no item 3.5. Apds a
amplificagdo, os fragmentos de PCR foram purificados com Agencourt AMPure XP PCR
Purification (Beckman Coulter) e 6 pg destes foram devidamente digeridos com as enzimas
de restricdo Bam HI e Nhe 1 seguindo as especificacdes do fornecedor das enzimas (New

England Biolabs® Inc). Paralelamente, 2pug do vetor pEP-miR também foram digeridos com
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as enzimas Bam HI e Nhe 1. A Figura 3 apresenta o vetor com suas particularidades, como a
presenca de regido de insercdo de sequéncias de DNA precursoras de miRNAs, regido
promotora EF-1a (forte promotor eucarioto), marcador de resisténcia a puromicina (sele¢ao
para células mamiferas), marcador de resisténcia a ampicilina (sele¢ao para bactérias), regido
de clivagem das enzimas Bam HI e Nhe 1 e outras caracteristicas que viabilizam a sua
utilizagdo na sele¢do dos clones de células mamiferas. Os insertos e vetores digeridos foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose para purificagao dos fragmentos de interesse para
clonagem. Os fragmentos alvo foram purificados com MinElute® Gel Extraction Kit
(Qiagen), e quantificados. Em seguida, utilizando-se orientagdes gerais de clonagem
(SAMBROOK; GREEN, 2012), fragmentos de DNA purificados e correspondentes ao inserto
a ser clonado e ao vetor digerido foram ligados em reacdes padrdes de ligacdo utilizando-se
cerca de 100 ng do vetor e cerca de 500 ng do inserto. As reagdes de ligacdo foram
processadas em volumes de 10 pL com 5U de T4 DNA Ligase (New England Biolabs® Inc),
2 puL do tampdo que acompanha a enzima, 1 pL. de BSA e ImM de ATP por um intervalo de
16 horas a 11°C.

Figura 3: Representacdo esquematica do vetor de clonagem miRNASelect™ pEP-miR
Cloning and Expression Vector (Cell Biolabs Inc.).

pUC ori
EF-1

pEP-miR ——Intron

p— 6.3 kb S~ gamI
\ - Desired
miRNA

\ " Nhel Precursor
$V40 PolyA J
Puro

Fonte: Cell Biolabs Inc.

Com o processamento das reagdes de ligacdo, os plasmideos recombinantes foram
utilizados na transformacao de bactérias DH5a (F-, @80dlacZAM15, A(lacZYA-argF) U169,
deoR, recAl, endAl, hsdR17 (rk-,mk+), phoA, supE44, A-, thi-1, gyrA96, relAl) adaptando-se
metodologia descrita em Sambrook; Green (2012). Apds a transformacao bacteriana, as
colonias obtidas e selecionadas em placas contendo meio de cultura Luria Bertani Agar (10g

de Triptona, 5g de Extrato de Levedura, 171 mM NaCl e 15 g de Agar) e ampicilina a 50 pg/
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mL foram analisadas através de PCR de colonias. Esta técnica consiste na realizagdo de
reacdes de PCR convencional sem o preparo prévio de DNA plasmideal. Para isso, utilizando
condigdes assépticas e com o uso de ponteira estéril, cada colonia de interesse foi
parcialmente coletada. Essas ponteiras, com pequenas porg¢des das coldnias de bactérias foram
imersas em microtubos para reagdes de PCR, contendo os reagentes apropriados para a
amplificagdo convencional e oligonucleotideos iniciadores dos miRNAs de interesse (Tabela
1). Os produtos amplificados foram analisados em géis de agarose a 1%. Essa estratégia foi
adotada, pois varias coldnias foram obtidas pela transformagdo, € o vetor pEP-miR nao possui
marcador de selecdo prévia colorimétrica para as colonias recombinantes. Dessa maneira uma
pré-selecao foi necessaria.

Em seguida, clones que amplificaram positivamente fragmentos correspondentes aos
insertos foram submetidos a uma nova rodada de selecdes para se evitarem falsos positivos.
Assim, plasmideos de dez colonias que apresentaram PCR positivos foram preparados. A
preparacdo consistiu no crescimento das colonias em 3 mL de meio Luria Bertani liquido (1L:
10g de Triptona, 5g de Extrato de Levedura e 171mM NaCl) seguido de centrifugagdo em
microtubos. Os precipitados foram tratados respectivamente com as solugdes P1 (50 mM
Tris-HCI, 10 mM ETDA e 100 pg/ mL RNase) e P2 (200 mM NaOH, SDS 1%), seguido de
precipitacdo dos plasmideos com a solugdo P3 (3M C:H3KO», pH 5,3) e isopropanol. Os
plasmideos precipitados foram lavados com etanol 70%, liofilizados e ressuspensos em agua
estéril. Em seguida foram utilizados em reacdes de digestdo enzimatica com Nhe I e Bam HI,
para a selecao final de clones.

Clones selecionados foram preparados em maior escalada por midi preparagdes de
plasmideos que consistem no crescimento das colonias em 100 mL de meio Luria Bertani
liquido seguido de uma centrifuga¢do em tubos de 50 mL. Os precipitados formados foram
tratados respectivamente com as solugdes P1, P2 e P3, o plasmideo resultante foi lavado com
1sopropanol e 8 M LiCl, seguindo metodologia descrita em SAMBROOK; GREEN (2012).
ApoOs essa etapa, os plasmideos foram tratados com 20 pg/mL de RNase A e 50 ug/mL de
Proteinase K, por fim, foram purificados com fenol-cloroféormio e diluido em agua estéril.
Uma vez purificados, os plasmideos foram enviados para as analises de sequenciamento no
Centro de Genomica da ESALQ — Piracicaba/ SP. As reacdes de sequenciamento foram em
equipamento ABI 3130 DNA Analyser (Thermo Fisher Scientific) e as reagdes de
sequenciamento foram realizadas utilizando o BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing
Kit, que se baseia na metodologia de Sanger. Considerando-se as especificidades dos clones,

oligonucleotideos apropriados foram utilizados nas reagdes de sequenciamento, pEP-miR-Seq
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direto e pEP-miR-Seq reverso, (Tabela 2). As sequéncias obtidas foram analisadas com o
software BioEdit v7.2.5 (Tom Hall — Ibis Biosciences) para se verificar ¢ comprovar a

eficacia das clonagens.

Tabela 2: Sequéncias dos oligonucleotideos pEP-miR-Seq direto e pEP-miR-Seq reverso
utilizados nas reagdes de sequenciamento.

Gene Oligonucleotideo (5'-3")
pEP-miR-Seq direto TCCTCAGCCGTCGCTTCATG
pEP-miR-Seq reverso | GTGTGGGGAAACTCCATCGC

3.4 Transfeccoes e selecdo dos clones A549-pEP-miR

Apo0s o sequenciamento e analises das sequéncias, os clones pEP-miR-4465 ¢ pEP-miR-
513a-3p, além do plasmideo pEP-miR Controle (Figura 4) foram utilizados em reacdes de

transfecgdo de células.

Figura 4: Representacdo esquematica do vetor de clonagem miRNASelect™ pEP-miR Null
Control Vector (Cell Biolabs Inc.).

pUC ori
EF-1

pEP-miR-Null
5.2 kb
Amp" Intron

SV40 PolyA\ J

Puro
Fonte: Cell Biolabs Inc.

Para as transfecgdes, células A549 foram cultivadas em microplacas de 24 pocos
conforme descrito no item 3.1. Utilizando o reagente Lipofectamina 2000 (Thermo Fisher
Scientific) e os plasmideos purificados, adaptando as recomendacdes do fornecedor do
reagente de transfec¢do, as reagdes de transfec¢do foram realizadas. Utilizando-se 1 pg de

DNA plasmideal e Opti-MEM® Medium (Thermo Fisher Scientific), um meio de cultura com
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baixa concentragdo de soro, o DNA e a Lipofectamina foram diluidos nas concentragdes
recomendadas pelo fornecedor. A mistura foi incubada por 10 minutos, e entdo adicionada
diretamente as células, seguida de uma incubacao de 6 horas. Decorrido o intervalo, o meio
contendo a Lipofectamina foi removido e meio DMEM / Ham’s F12 contendo 100 U/mL de
penicilina e 100 pug/mL de estreptomicina foi adicionado. Ap6s um intervalo de 24 horas, o
meio da cultura celular completo foi substituido, contendo puromicina, o antibidtico para a
selecdo desses clones, na concentragdo final de 0,8 pg/mL. Essas culturas passaram por um
processo de manutengdo por varias semanas para estabelecimento de clones permanentes.

Em seguida, miRNAs das células transfectadas foram extraidos com o reagente
comercial miRNAse mini kit (Qiagen®), seguindo as recomendagdes do fabricante. Reagdes
de PCR em tempo real foram realizadas para a verificagdo dos niveis de expressdo dos
miRNAs de interesse. Apos a analise dos resultados, foi selecionado o clone celular com
maior expressao do miRNA, quando da comparagdo com os niveis de expressao verificados

no clone celular estabelecido pela transfeccao de A549 com o plasmideo pEP-miR Controle.

3.5 Andlises moleculares: a extracdo de RNA e as analises de expressao génica

Para as andlises de expressdo génica, as células foram coletadas por procedimento
envolvendo tripisinizagao celular, processo que consiste na dissociagdo das células de maneira
enzimatica. Em seguida, as amostras foram utilizadas na extracdo de mRNAs (RNAs
mensageiros) com a utilizacdo de TRIZOL® Reagent (Thermo Fisher Scientific) e adaptando-
se as recomendagdes do fabricante. O RNA extraido for analisado em NanoVue™ Plus (GE
Healthcare) e a razao A260/A280 > 1.8 foi respeitada na selecdo das amostras utilizadas nas
mensuragdes da expressdo génica. Para as andlises subsequentes, 2 pg do mRNA de cada
amostra foi utilizado em reacdes de transcrigdo reversa para preparo do cDNA (DNA
complementar), seguindo as especificagdes do fabricante do High-Capacity cDNA Reverse
Transcription (Thermo Fisher Scientific). Os cDNAs foram utilizados em reagdes de PCR.
Rodadas de PCR para células transfectadas foram realizadas, assim como para as células
tratadas e nao tratadas com a Ang-(1-7). Na pratica, para se poder fazer uma andlise
comparativa dos resultados obtidos, as culturas foram separadas em grupos, utilizando o uso
de puromicina como critério. Dessa forma, dois grupos foram formados para a analise dos
resultados, o grupo 1, contendo os resultados com as células A549 tratadas e ndo tratadas com
Ang-(1-7), e o grupo 2, contendo os resultados das células transfectadas com o pEP-miR

Controle e dos clones pEP-miR-4465 e pEP-miR-513a-3p.
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A expressdo dos genes CLDND1, EpCAM e ITGBS foram avaliadas por PCR
quantitativa em tempo real. Outros genes como CADM?2 (molécula de adesdo celular 2),
ICAM (molécula de adesao intercelular) e NCAM2 (molécula de adesdo celular neural)
também foram realizadas por qPCR, uma vez que suas expressdes nas células do grupo 1
eram tdo baixas que ndo foram observadas em PCR convencional. As reacdes de PCR
quantitativa em tempo real foram processadas utilizando-se SYBR® Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems® - ThermoFisher Scientific™), em placas de 96 pogos ¢ vedadas com o
selo optico (Applied Biosystems® Micro Amp®Optical Adhesive Film — Thermo Fisher
Scientific ™). As reacdes foram montadas para um volume final de 10 pl e cada reacdo
continha 0,75 uM de oligonucleotideos (Tabela 3), 2 ul de cDNA diluido 10 vezes e 5 ul de
SYBR® Green PCR Master Mix. As reacdes de PCR foram realizadas conforme programacao
contida no aparelho Applied Biosystems® 7500 Real-Time PCR.

Continuando as analises de expressdo de genes de proteinas de adesdo e migragdo de
células, reacdes de PCR convencional semi-quantitativa foram processadas para se avaliar a
expressdo de BAG4 (BCL2 associado a atanogene 4), COLI (Colagenase 1), ECAD (E-
Caderina), FNI (Fibronectina 1), FGF2 (fator de crescimento fibroblastico 2), ITGA4
(Integrina a4), NCAD (N-Caderina), PCDHS8 (Protocaderina 8) e VCAM (molécula de adesdo
celular vascular). A Tabela 3 apresenta as sequéncias dos oligonucleotideos utilizados na
experimentacao.

Para a realizacdo das reagdes usuais de PCR semi-quantitativa, o termociclador
Mastercycler® Pro S (Eppendorf) foi utilizado. Cada reac¢do continha 2 ul de cDNAs (de uma
diluicido prévia de 1:10 dos RNAs equitativamente transcritos), 0,2 mM de
desoxirribonucleotideos (ANTP), 1,5 mM de MgClI2, 0,4 uM de oligonucleotideos especificos,
tampdes e enzima Taq DNA polimerase (0,025 U/ pl). Para cada conjunto de
oligonucleotideos, foram realizados 30 ciclos de amplificagdo que consistiram em uma
denaturagdo a 95°C por 1 minuto, seguido de um anelamento por 1 minuto - com
temperaturas especificas de anelamento (TM) para cada conjunto de oligonucleotideos
utilizados (direto e reverso), e extensdo a 72°C por 3 minutos. Apoés as amplificagdes, os
produtos foram analisados em gel de agarose a 1% corado com GelRed Nucleic Acid Gel
Stain (Biotium) e fotografados em MiniBIS Pro (DNR Bio-Imaging System). A quantificacao
relativa das bandas foi realizada com a utilizacdo de softwares apropriados como Quantity
One (Bio-Rad) e/ ou Image-J (programa de dominio publico desenvolvido pelo National
Institute of Health, USA). Os oligonucleotideos para os genes em estudo (Tabela 4) foram

desenhados utilizando sequéncias depositadas no banco de dados NCBI (National Center for
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Biotechnologie Information - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e o programa Primer 3 Plus
(http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi/). A Tabela 3 apresenta a
sequéncia dos oligonucleotideos utilizados. As analises moleculares foram realizadas em

triplicatas.

Tabela 3: Oligonucleotideos iniciadores utilizados nas reagdes de PCR convencional semi
quantitativa e quantitativa em tempo real.

Gene Oligonucleotideos (5'-3")
. Direto: CGGGACCTGACTGACTAC
fracting | ¢ verso: CTCCTTAATGTCACGCAC
BAGH Direto: CATGTGCTGGAGAAGGTC
Reverso: TTTCCAGTATGGCCTGAA
Direto: CGACTCCTTTTCCACAA
CADM?2
Reverso: GTAATTCTCCGCCATCCT
Direto: CTCCCTGACAATGTATCC
CLDND]1
Reverso: ATGAAGAGAGCAGAAGCC
COLI Direto: ATGACGTGATCTGTGACGAG
Reverso: AAATTCCTCCGGTTGATTTC
ECAD Direto: ACACTTCTGCTGATCCTGTC
Reverso: TTCTGGTTATCCATGAGCTT
EpCAM Direto: GGTTGTGGTGATAGCAGTTG
Reverso: GCCTTCTCATACTTTGCC
FGF2 Direto: GAGAAGAGCGACCCTCAC
Reverso: ATAGCTTTCTGCCCAGGT
N Direto: ACGCATCACTTGCACTTCTA
Reverso: CCACAGAGTAGACCACACCA
1CAM Direto: ATGGGCAGTCAACAGCTA
Reverso: TAAGGTTCTTGCCCACTG
1TGA4 Direto: CGCTTCAGTGATCAATCC
Reverso: CTCCATAGCAACCACCAG
ITGBS Direto: AGATTGCTGCTGGTGATG
Reverso: ACAGTTTCCGTCATTGGG
NCAD Direto: CACAGATTCGGGTAATCCTC
Reverso: CTTCTCCTCCACCTTCTTCA
NCAM? Direto: TTGCCGAGTTAGCAGTTC
Reverso: CATAGCGAACCGATTGTC
PCDHS Direto: ACGAGCGTCAGGACACCTAC
Reverso: TGTCATTGACGTCTCGGATG
VCAM Direto: GGAGCTACAGCCTCTTTCTG
Reverso: ATTCATATACTCCCGCATCC
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Interessantemente, alguns desses genes escolhidos para a anélise, também possuem na
porcdo 3'-UTR de seus mRNAs putativas regides de interacdo com um ou ambos dos
miRNAs investigados nesse trabalho. Para a caracterizagdo e identificacdo de sequéncias alvo
foram  utilizados  algoritmos  disponiveis  gratuitamente tais como MiRDB
(http://mirdb.org/miRDB) e TargetScanHuman (http://www. targetscan.org/). A Tabela 4

apresenta os miRNAs em estudo e seus alvos potenciais.

Tabela 4: Genes que possuem um potencial sitio de ligagdo entre seus mRNAs ¢ os miRNAs
hsa-miR-4465 e hsa-miR-513a-3p.

hsa-miR-4465 hsa-miR-513a-3p
BAG4 FGF2
ITGA4 ITGA4
NCAM2 PCDHS

3.6 Analises bioquimicas: mensuracéo de pH e lactato

Considerando-se o tratamento das células A549 com a Ang-(1-7) (grupo 1) e os clones
celulares (grupo 2), os sobrenadantes e os extratos celulares foram coletados e analises
bioquimicas realizadas. Analises usuais de mensuragdo de lactato e pH foram processadas em
triplicatas técnicas e biologicas. As células foram crescidas em frascos de 75cm? como
descrito no item 3.1 e aliquotas de seu sobrenadante foram coletadas quando a cultura celular
atingiu aproximadamente 90% de confluéncia. Para a mensuracdo de lactato foi utilizado o
Lactato Enzimatico Kit (Labtest), seguindo as especificagdes do fabricante. Dessa forma, 1
mL de uma mistura na propor¢do 4:1 do Reagente 1 e Reagente 2 do kit mencionado foi
adicionada a 0,01 mL da amostra aliquotada. Apds a homogeneizacdo, a reagdo foi incubada a
37°C por 5 minutos, seguido de leitura de absorbancia em leitor espectofotométrico (Biomate
3, Thermo Fisher Scientific™) em comprimento de onda igual a 550 nm. As analises do pH
das amostras foram realizadas utilizando fitas color pH fast® Indicator Strips pH 5-10, que

foram imersas nos microtubos contendo o sobrenadante celular coletado.

3.7 Analises morfofisiologicas: ensaios de microscopia de fluorescéncia

As andlises de microscopia de fluorescéncia foram realizadas seguindo procedimentos

previamente padronizados pelo nosso grupo de pesquisa. Para essas andlises, células
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previamente crescidas de acordo com as especificagdes anteriores (item 3.1), foram coletadas,
diluidas na propor¢ao de 1:10 em PBS (tampao fosfato-salino 1x = 137 mM NacCl, 2,7 mM
KCl, 10 mM Na;HPO4, 2mM KH>POs), e contadas em uma camara de Neubauer, seguindo
metodologia usual. Para isso, as células diluidas foram depositadas na camara e os quatro
quadrantes periféricos foram contados; a média da soma foi multiplicada pelo fator de
dilui¢do (10) e pelo fator de corre¢io da cAmara (10%) para se determinar o numero de células
coletas.

Apos a contagem celular, 1,5 X 10* de células A549 do grupo 1 e do grupo 2 foram
semeadas em laminulas contidas em microplacas de 24 pogos e cultivadas apropriadamente.
As células foram crescidas até a confluéncia de aproximadamente 90% e, entdo, fixadas por 5
minutos a 37°C em paraformaldeido a 3,8% contendo 0,2% de Triton X-100. As laminulas
com as cé¢lulas fixadas foram utilizadas em ensaios de marcagdo de citoesqueleto e nucleo.

Para a marcagdo de citoesqueleto e nucleo as laminulas foram lavadas sucessivamente
com PBS 0,5 X, a distribui¢do dos filamentos de actina foram investigadas pela coloragao
com faloidina-TRITC e a morfologia do nucleo foi realizada pela contra coloracdo do com
DAPI (4’,6-Diamidino-2-fenilindol dicloridrato). Para isso, o tampao fosfato foi retirado e as
laminulas contendo as células foram incubadas por um intervalo de 2 horas em 200 pl de
solucao contendo BSA (albumina bovina sérica) a 1% em temperatura ambiente. Em seguida,
foi adicionada uma solucao de BSA a 1% contendo faloidina-TRITC na concentracao de 100
ng/ mL; a incubagdo foi processada por mais 2 horas a temperatura ambiente. Apods
sucessivas lavagens com PBS 0,5 X, o nucleo foi corado com DAPI na concentracao de 3,33
ng/ mL diluidas em 0,5 X PBS por 3 minutos a temperatura ambiente. Novamente, sucessivas
lavagens com tampao PBS 0,5 X foram realizadas e as laminulas foram finalmente montadas
em laminas apropriadas com N-propilgalato. Em seguida, as laminulas foram analisadas com
o auxilio de um microscopio de fluorescéncia modelo BX51 OLYMPUS acoplado a um

sistema fotografico.

3.8 Imunofluorescéncia de FOXO1

Para essas analises, as células foram fixadas em laminulas conforme descrito no item
3.7. Para a marcagao de FOXOI1 as laminulas foram lavadas sucessivamente com PBS 0,5 X,
o tampao fosfato foi retirado e as laminulas contendo as células foram incubadas por um
intervalo de 12 h em 100 pL de solugdo contendo o anticorpo especifico de FOXO1 diluido

na propor¢dao 1:200 em TBS (solugdo tampao de tris) a 20°C. Em seguida, sucessivas
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lavagens com PBS 0,5 X foram realizadas, € uma marcac¢do com FITC foi realizada. Para isso
200 pl de FITC na proporcao 1:50 foi adicionada as laminulas e essa solugdo foi incubada
durante 4 horas a temperatura ambiente. O nucleo também foi corado com DAPI na
concentracdo de 3,33 ng/ mL diluidas em 0,5 X PBS por 3 minutos a temperatura ambiente.
Novamente, sucessivas lavagens com tampao PBS 0,5 X foram realizadas e as laminulas
foram finalmente montadas em laminas apropriadas com N-propilgalato. Em seguida, as
laminulas foram analisadas com o auxilio de um microscopio de fluorescéncia modelo BX51

OLYMPUS acoplado a um sistema fotografico.

3.9 Analises do tempo de duplicacéo, de padrdo de crescimento e migracdo das culturas

de células

Para se avaliar as taxas de crescimento das células A549, tratadas ou ndo com o
heptapeptideo e ainda para se avaliar comparativamente o efeito da superexpressdo dos
miRNAs hsa-miR-4465 e hsa-miR-513a-3p no crescimento das culturas celulares, os
seguintes procedimentos foram adotados. Apos a contagem, 1.5 x 10* células de todos os
grupos foram semeadas em garrafas de 25 cm? e estas crescidas e acompanhadas até que a
cultura atingisse confluéncia total. Em seguida, as células foram tripsinizadas e contadas em
camaras de Neubauer. O padrao do crescimento das culturas foi calculado levando-se em
consideracdo o TD (tempo de duplicacdo) das mesmas e utilizando-se a seguinte equagao:
TD= t* In(2) /In(A /Ao), aonde Ao corresponde ao nimero de células iniciais, A ¢ o nimero
de células nas garrafas em confluéncia e t € o nimero de horas que as culturas demoraram
para atingir a confluéncia nas garrafas (CASTILHO-FERNANDES et al., 2011).

Ainda para se investigar aspectos do crescimento celular das células A549 na presenca
ou auséncia do heptapeptideo e dos clones que superexpressam miRNAs foi realizado o
ensaio de cura (wound healing). Os ensaios de cura subsidiam andlises de crescimento/
migracao celular. Para esses ensaios, as células foram crescidas em microplacas de 24 pogos
até que atingissem confluéncia. Em seguida, foi realizada uma ranhura de aproximadamente 2
cm nas culturas em monocamada com a ponta de uma ponteira estéril. No momento da
ranhura e ap6s 24 horas da ranhura foram tiradas fotografias e as imagens foram analisadas
com auxilio do programa Image J. Pontos de referéncia foram marcados no fundo das placas
para se viabilizar as andlises das taxas de migracdo e o decréscimo percentual nas areas das

“feridas” foram comparados entre os grupos e plotados em graficos.
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Para os ensaios de migragao celular, foi realizada a metodologia denominada gotas de
agarose adaptando-se o protocolo descrito em WIGGINS; RAPPOPORT (2010). Para tal,
uma solucao de PBS 1X contendo agarose na concentragdo de 1% foi preparada em cabine de
fluxo laminar. Antes de sua polimerizacao essa solugdo foi diluida na propor¢ao 1:2 de duas
maneiras, em PBS 1X, representando o controle negativo, e em meio de cultivo contendo soro
bovino fetal. Gotas de 10 uL foram aplicadas em placas de 6 pogos e apOs a polimerizagao
foram utilizadas nos ensaios. Para tal, 2 x 10° células dos diferentes grupos foram semeadas
nas placas de 6 pocos contendo as gotas de agarose e 1 mL de meio de cultura completo
(especificacdes descritas no item 2.1). Nos intervalos de 24, 48 e 72 horas foram tiradas
fotografias da regido da gota onde havia a maior quantidade de células. As células
visualizadas nas fotos que migraram pela gota de agarose foram contabilizadas. Os ensaios
foram realizados em triplicatas e os pontos de referéncia foram marcados no fundo das placas

para se viabilizar as analises das taxas de migragao.

3.10 Analises estatisticas

As andlises estatisticas dos resultados foram geradas com o programa GraphPad, versao
5.0 (Prism Inc.) utilizando-se One way ANOVA seguido pelo teste de Dunnett de maneira
distinta entre os grupos. Para o grupo 1 foi considerado como controle as células A549 e para
o grupo 2 foi considerado as células A549 transfectadas com o plasmideo pEP-miR Controle.

Sera adotado o valor p<0.05 para significancia estatistica.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Cultura de células e citotoxicidade

Para analisar o potencial citotoxico da Ang-(1-7) na concentracio de 107M
(VERANO-BRAGA et al., 2012) as células A549, foram realizados ensaios de MTT. Os
resultados desses ensaios, apds o tratamento com Ang-(1-7) nos periodos de 24, 48 ¢ 72
horas, demonstraram que ndo ha altera¢des significativas na viabilidade das células em
nenhum dos intervalos analisados, o que ¢ relevante para as analises laboratoriais
subsequentes (Figura 5). Os resultados foram ainda analisados por One Way ANOVA (n=3),

seguido pelo teste de Dunnet.

Figura 5: Analise de viabilidade celular. Células A549 foram incubadas ou ndo (controle) por
diferentes intervalos (24, 48 e 72 horas) com o peptideo Ang-(1-7) a 107 M e a citotoxicidade
foi avaliada pelo ensaio de MTT. Os resultados foram submetidos a analise estatistica One
way ANOVA seguido pelo teste de Dunnett, onde ***p < 0.0005, **p < 0.005, *p< 0.05.

2.0
<
o
— 1.5- -
é —— _X
K
=]
©
o 1.0
(&)
e]
©
8
g 0.5
>
OO L] L] L] L]
N2 NS NS
& > w® v
Q

Periodo de Incubacdo com Ang-(1-7)

4.2 Clonagens e selegédo dos clones

Seguindo metodologia descrita anteriormente, foram clonadas as sequéncias
precursoras dos miRNA hsa-miR-4465 e hsa-miR-513a-3p no vetor pEP-miR (Figura 3). Os
plasmideos obtidos foram entdo preparados na concentragdo de 200 ng/uL para serem
sequenciados pelo método de Sanger, como descrito anteriormente. As sequéncias obtidas

foram analisadas e confirmaram a clonagem das sequéncias correspondentes aos miRNAs. As
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sequéncias clonadas sdo apresentadas nas Figuras 6 e 7 abaixo. Em rosa a regido

correspondente a sequéncia dos miRNAs maduros.

Figura 6: Sequéncia do clone pEP-miR-513a-3p contendo a sequéncia precursora do miRNA
hsa-miR-513-3p. Em rosa a sequéncia do miRNA maduro.

Sequéncia do clone do miR-513-3p

1 CCTTTTCCAAACCTAAAGACGACGTACTCCAAAAGCTCGAGCTAAGCGGG
51 ATGCCACATTCAGCCATTCAGTGTGCAGTGCCTTTCACAGGGAGGTGTCT
101 CATTTATGTGAACTAAAATATAAATTTCACCTTTCTGAGAAGGGTAATGT
151 ACAGCATGCACTGCATATGTGGTGTCCCTGAGGATGGGGGTGTAGCTGCG
201 AGCATGGTGATGCCTGTTTTGCATCCTGTGCACCCACTCCTCAGTGCTGG
251 GCTACACTTCAAGGAACTTTTTGTGCCTGGATCCTCGAGAACTAATCGAG
301 GTGCCTGGACGGCGCCCGGTACTCCGTGGAGTCACATGAAGCGACGGCTG
351 AGGACGGAAAGGCCCTTTTCCTTTGTGTGGGTGACTCACCCGCCCGCTCT
401 CCCGAGCGCCGCGTCCTCCATTTTGAGCTCCCTGCAGCAGGGCCGGGAAG
451 CGGCCATCTTTCCGCTCACGCAACTGGTGCCGACCGGGCCAGCCTTGCCG
501 CCCAGGGCGGGGCGATACACGGCGGCGCGAGGCCAGGCACCAGAGCAGGC
551 CGGCCAGCTTGAGACTACCCCCGTCCGATTCTCGGTGGCCGCGCTCGCAG
601 GCCCCGCCTCGCCGAACATGTGCGCTGGGACGCACGGGCCCLCGTCGLLGL
651 CCGCGGCCCCAAAAACCGAAATACCAGTGTGCAGATCTTGGCCCGCATTT
701 ACAAGACTATCTTGCCAAAAAAAAAAGCGTCGCAGATATCATCAAAAATT
751 TTAAATGGCTAGAGACTTATCGAAAGCAGCGAGACAGGCGCGAAGGTGCC
801 ACCAGATTCGCACGCGCCGGCCCCAGCGCCCAGGCAGCCTCACTCAGCAC
849 GAGCGAAGGGCTCCTTTAGCCGCAAGGCCTTCGAACTCTTCCAACCCC
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Figura 7: Sequéncia do clone pEP-miR-4465 contendo a sequéncia precursora do miRNA
hsa-miR-4465. Em rosa a sequéncia do miRNA maduro.

Sequéncia do clone do miR-4465

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451

TGGCCGAAAACGGGGGCGCCGTCAGGCACCTCGATTAGTTCTCGAGGATC
CCTACAAAGGATGTTACAGTTGAATTTGTCAAGTTCGTTTCTTAGACAGC
CCTGCTCTGGTCTAGCCCAAGCTCTCATGTGTCCCCTGGTCACGCTATTT
GAGGTTTACTATGGAACCTCAAGTAGTCTGACCAGGGGACACATGAGAGC
TTTTCATTGATTGCATTCCCACAAGCATATTTCCATCACAAGTGGGGCAT
GTATCTCTTGTTTGGTTTGTTTTTAGTTTCAATAGCATATAACTTGGCTA
GCTCGAGCTTTTGGAGTACGTCGTCTTTAGGTTGGGGGGAGGGGTTTTAT
GCGATGGAGTTTCCCCACACTGAGTGGGTGGAGACTGAAGTTAGGCCAGC
TTGGCACTTGATGTAATTCTCCTTGGAATTTGCCCTTTTTGAGTTTGGAT
CTTGGTTCATTCTCAAGCCTCAAACAGTGGTTCAAAGT

O vetor pEP-miR foi projetado para a clonagem e expressdo de precursores de miRNAs

na sua estrutura de grampo com os sitios provaveis que garantem a interacdo com a

maquinaria de processamento endogena da célula, levando a clivagem correta dos miRNAs. O

vetor ¢ caracterizado pela presenga de regido de processamento de miRNAs, regido promotora

EF-1a (forte promotor eucarioto), marcador de resisténcia a puromicina (sele¢do para células

mamiferas), e outras particularidades que viabilizam a sua utilizacdo na sele¢do dos clones de

células mamiferas.

A Figura 8 representa esquematicamente os grampos contendo sequéncias precursoras

dos miRNAs clonados € em destaque (rosa) a sequéncia madura.
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Figura 8: Sequéncias das estruturas em grampo dos miRNAs hsa-miR-513a-3p e hsa-miR-
4465. Em rosa a sequéncia correspondente a0 miRNA maduro.

Sequéncia do grampo de hsa-miR-513-3p
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-ua ucac a a a a uu uu aaa

Sequéncia do grampo de hsa-miR-4465

- - C ac
5" guguccccugg ca gcuauuugagguuu u
IIIIIIIIIIIIII (AR ARRRARRRNRRNY
3" guacacaggggacc gu ugaugaacuccaag a

a a c gu

Com a transfeccao das células, a enzima DICER cliva esses grampos dos miRNAs
precursores, resultando nos miRNAs maduros. Dessa forma os miRNAs podem se ligar em
regides especificas de mRNAs correspondentes e agir no controle da expressdo génica pos-
transcricional de duas formas, iniciando a degradagdo desse mMRNA quando a
complementaridade de bases entre 0 miRNA e o mRNA ¢ exata; ou parando a traducdo
quando essa complementaridade de bases ndo ¢ exata, modulando assim o equilibrio celular

(Figura 2).

4.3 Transfeccoes e selecdo dos clones A549-pEP-miR

As transfecgdes celulares foram realizadas utilizando-se os plasmideos pEP-miR-4465 e
pEP-miR-513a-3pe com o plasmideo pEP-miR Controle, que ndo possui clonado de nenhuma
sequéncia precursora de miRNA, mas atua como normalizador dos ensaios de transfeccgao,
pois apresenta as mesmas caracteristicas basicas do plasmideo pEP-miR e exigéncias para
cultivo.

Apos as transfecgdes, o isolamento dos clones se deu pelo cultivo dos mesmos na
presenca de puromicina a 0,8 pg/ mL. A puromicina € um antibidtico utilizado para a selecao
das cé¢lulas mamiferas transfectadas. Este antibiotico possui um modo de agdo rapido,

causando a morte celular mesmo em baixas concentragdes (LEE; WURSTER, 1995). Para a
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selecdo de clones permanentes, o cultivo foi realizado por varias semanas, para que a
transfecgdo se tornasse estavel. Em seguida os niveis da expressdo dos miRNAs de interesse
foram caracterizados por PCR quantitativa em tempo real e os clones que mais expressaram
os miRNAs foram selecionados para as analises subsequentes. A sele¢do dos clones baseou-se
na mimetizacdo dos efeitos do peptideo vasoativo Ang-(1-7) que também aumenta os niveis
de expressdo desses miRNAs nas células A549 (Figura 1B). A Figura 9 apresenta os
resultados obtidos nas PCRs e cabe a observagao de que todas as andlises dos clones que
conttm os miRNAs foram realizadas em relacdo ao clone contendo o vetor pEP-miR

Controle, considerando-se que estes sdo crescidos nas mesmas condi¢des de cultivo e em

meio contendo puromicina.

Figura 9: Niveis de expressdo dos miRNAs nas células A549 (controle) e nas células
transfectadas com o pEP-miR Controle e com os clones pEP-miR-4465 (A) ou pEP-miR-
513a-3p (B). As expressdes dos miRNAs foram obtidas pelo método de PCR quantitativa em
tempo real. Os ensaios foram realizados em triplicatas e os graficos plotados utilizando-se o
software Graph Pad Prism 5; as analises estatisticas foram calculadas utilizando-se ANOVA,
seguida do pos-teste de Dunnet onde * p <0.05; ** p <0.005 e ***p<0.0005.
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4.4 A regulacdo da expressdo génica: as anélises de PCR

Apos o cultivo das células A549 na presenga ou auséncia do heptapeptideo e das
culturas dos clones celulares, mRNAs foram avaliados espectrofotometricamente (A260/A280
~2.0) e entdo utilizados em reagdes de transcri¢do reversa. A qualidade do experimento e das
transcrigdes reversas foram avaliadas por reacdes de PCR convencional semi quantitativa com
o gene normalizador f-actina. E pressuposto que esse gene conserve o seu padrio de

expressao independentemente do tratamento celular. Os produtos dessas reacdes foram
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submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1% e ao analisar o resultado foi possivel inferir
que o cDNA possuia qualidade, pois este apresentou caracteristicas de um DNA integro,
demonstrando que as técnicas de extracdo de RNA e transcricdo reversa foram bem
executadas.

Em seguida, reagdes de PCR quantitativa em tempo real para os genes CLDND1, ITGBS
e EpCAM foram realizadas. De forma intrigante 0 mRNA dos genes CLDNDI, EpCAM e
ITGBS também possuem sitios provaveis de interagdo aos dois miRNAs em estudo. A
expressao desses genes foi avaliada em células tratadas ou nao tratadas com Ang-(1-7), assim

como clones celulares. Os resultados sdo apresentados na Figura 10.

Figura 10: Niveis de expressao relativa dos mRNAs CLDND1, EpCAM e ITGBS8 em células
A549 tratadas ou ndo com 107 M de Ang-(1-7), e nos clones pEP-miR. As anélises foram
realizadas em triplicatas e as expressoes dos mRNAs foram obtidas pelo método de PCR
quantitativa em tempo real, sendo os graficos plotados utilizando-se o software Graph Pad
Prism 5. Os resultados foram submetidos a analise estatistica One way ANOVA seguido pelo
teste de Dunnett, onde ***p<0.0005, **p<0.005, *p<0.05. O teste de Dunnett foi realizado
separadamente para o grupo 1, considerando a célula A549 como controle, ¢ grupo 2,
considerando a célula transfectada com o plasmideo pEP-miR Controle como controle.
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As andlises da expressdo dos genes entre as células tratadas e ndo tratadas com Ang-(1-
7) permitiram inferir que tanto para o gene EPCAM, quanto para o gene CLDNDI nao houve
nenhuma alteragcdo significativa na expressdo. Ja para ITGBS foi encontrado uma diferenga
estaticamente relevante na expressdao do mRNA entre o controle e a célula tratada, nesse caso
houve uma reducdo na expressido do mRNA destes nas células tratadas em relagdo ao
controle. Interessantemente, um estudo envolvendo a célula A549 e o silenciamento de /TGBS
demonstrou que nas células /7GBS§- silenciadas houve diminui¢do da adesdo celular e da
habilidade de invasdo das células (XU; WU, 2012). A diminui¢do desse gene em nossos

ensaios se torna promissor ao controle da migracgao e adesao celular.
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Em relagdo aos clones, as analises foram realizadas tomando-se o pEP-miR Controle
como referéncia. Nesse caso, observa-se um aumento na expressao de EPCAM no clone que
superexpressa 0 miRNA hsa-miR4465. Embora, nao haja muitos estudos que correlacionem
esse gene com o miRNA hsa-miR-4465, em XU et al. (2014) maiores niveis de expressao de
EPCAM se correlaciona com uma maior agressividade do tumor. Quanto a ITGB8 uma
expressdo significativamente reduzida foi observada no clone miR-513a-3p, quando da
comparagao com o clone pEP-miR Controle. Assim como ocorreu no tratamento com Ang-(1-
7), o que se torna interessante, além do ja mencionado outro estudo envolvendo o
silenciamento de subunidades de integrina mostrou um retardamento da progressdo do
carcinoma hepatocelular (SPEICHER et al., 2014). A diminui¢do desse gene em nossos
ensaios se torna promissor ao controle da migracao e adesao celular.

Além dessas andlises, a expressdo de outros genes correlacionados aos processos de
adesdo e migracao celular, que possuem sitios provaveis de interagdo aos miRNAs em estudo,
também foram investigados. A Figura 11 apresenta os resultados obtidos para a expressdo dos

genes BAG4, ITGA4, NCAM2, FGF2 e PCDHS.
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Figura 11: Niveis de expressdo relativa dos mRNAs dos genes BAG4, ITGA4, FGF2 ¢
PCDHS células A549 tratadas ou ndo com 10”7 M de Ang-(1-7), e nos clones pEP-miR. As
analises foram realizadas em triplicatas ¢ as expressdes dos mRNAs foram obtidas pelo
método de PCR convencional semi quantitativa, sendo os graficos plotados utilizando-se o
software Graph Pad Prism 5. Os resultados foram submetidos a analise estatistica One way
ANOVA seguido pelo teste de Dunnett, onde ***p<0.0005, **p<0.005, *p<0.05. O teste de
Dunnett foi realizado separadamente para o grupo 1, considerando a célula A549 como

controle, e grupo 2, considerando a célula transfectada com o plasmideo pEP-miR Controle
como controle.
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Os resultados aqui apresentados apontam maiores variagdo estatistica entre os clones
pEP miR (-4465 e -513a-3p) e pEP-miR Controle (grupo 2) do que entre as células tratada e
ndo tratadas com Angiotensina-(1-7), grupo 1. Alteracdes significativas foram observadas
para a expressao dos genes BAG4 e ITGA4, nos clones pEP-miR, quando da compara¢do com
o padrdo de expressdo encontrada para esses genes no clone celular pEP-miR Controle.
Particularmente, BAG4 caracteriza-se como uma proteina que se correlaciona a mecanismos
anti-apoptoticos e também funciona como uma reguladora negativa da chaperona hsp70
(LAU; CHAN, 2003). Mais do que isso, alguns estudos apontam o envolvimento dessa
proteina numa condicdo patologica denominada monoletrix, uma doenga genética rara que se
caracteriza por problemas na pele e cabelo, entre outras alteracdes fenotipicas, devido a
alteracdes no citoesqueleto. Interessantemente, a reducdo nos niveis de expressdo do gene
BAG4 reduz consideravelmente nos clones, quando da comparagao de seus niveis no clone

pEP-miR Controle, o que reforca a existéncia de mecanismos de alteragdes morfofuncionais
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nas cé¢lulas. As andlises complementares das alteragdes do citoesqueleto e do padrio de
migra¢do dos clones, que serdo apresentadas em se¢des posteriores, reforcam essas analises,
corroboram o importante papel dos miRNAs hsa-miR-4465 e hsa-miR-513a-3p na modulagao
do equilibrio celular.

Para o gene de ITGA4, as andlises também apontam a existéncias de alteracdes
significativas na expressdo do mesmo nos clones pEP-miR. Estudos preliminares apontam
que ITGA4 ¢ responsavel pela expressao de um receptor de MEC da familia das integrinas,
importante para o extravasamento de células na corrente sanguinea (ROSE; HAN;
GINSBERG, 2002). Além disso, um estudo recente demonstrou que essa integrina esta
associada com a ativagdo da metastase, tornando-se um elemento potencial no
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas (YOUNG et al., 2015). A reducgdo dos
niveis de expressdo desse gene nos clones A549 sugere que redugdes nos processos de
migracdo celular possam estar acontecendo. Ainda, considerando-se os resultados
apresentados na Figura 11, nem o importante fator mitogénico FGF2 (LINDNER et al., 1991;
CAQ et al., 2003), nem PCDHS8, uma proteina que desempenha um papel crucial na adesdo,
migracdo, invasdo e proliferagdo celular (MORRIS et al., 2011; LIN et al, 2014),
apresentaram  alteracdes estatisticamente  significativas nas condi¢des analisadas,
considerando-se as analises estatisticas realizadas para os dois Grupos (1 e 2).

Continuando nossas andlises, outros mRNAs de proteinas de adesdo e migracdo de
células foram avaliados. A Figura 12 apresenta os resultados para a andlise dos niveis

transcricionais de ICAM, VAM, NCAM2, ECAD e NCAD.
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Figura 12: Niveis de expressdo relativa dos mRNAs dos genes ICAM, VCAM, NCAM?2,
ECAD e NCAD em células A549 tratadas ou ndo com 10”7 M de Ang-(1-7), e nos clones pEP-
miR. As analises foram realizadas em triplicatas ¢ as expressdes dos mRNAs foram obtidas
pelo método de PCR, sendo os graficos plotados utilizando-se o software Graph Pad Prism 5.
Os resultados foram submetidos a andlise estatistica One way ANOVA seguido pelo teste de
Dunnett, onde ***p<0.0005, **p<0.005, *p<0.05. O teste de Dunnett foi realizado
separadamente para o grupo 1, considerando a célula A549 como controle, e grupo 2,
considerando a célula transfectada com o plasmideo pEP-miR Controle como controle.
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A molécula de adesdo intercelular ICAM, que se caracteriza como uma glicoproteina,
apresentou redugdo significativa em seus niveis no clone pEP-miR-513a-3p, quando da
compara¢do com o clone pEP-miR Controle. Interessantemente, alguns estudos apontam o
importante papel dessa proteina na formacdo de estruturas de adesdo celular tipo junc¢des de
oclusdes (tight junctions). A redugdo em seus niveis no clone que superexpressam o miRNA
513a-3p reforca o papel dos mesmos nos mecanismos de adesao celular.

Paralelamente, outras duas proteinas de adesdo tiveram os seus niveis de seus transcritos
analisadas. Para VCAM nio foi observada alteracdes transcricionais. Ja a proteina NCAM?2
apresentou variagdes significativas entre os clones pEP-miR investigados. A consideravel
redugdo da expressao do gene nos clones pEP-miR-4465 e pEP-miR-513a-3p, quando da
comparagdo om o clone controle € promissora. Estudos preliminares sugerem que a proteina
esteja correlacionada com processos de migracdo celular em tumores e mais recentemente em
TAKAHASHI et al. (2011) observa-se que o controle dos niveis de NCAM2 pode ser

considerado como uma importante estratégia terapéutica. Dessa maneira, a redu¢@o nos niveis
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transcricionais de NCAM?2 sugere que a superexpressao dos miRNAs atua de maneira
positiva controlando os mecanismos de invasdo e migracao celular.

Em relagdo aos genes correlatos a caderinas, ECAD e NCAD foram investigados,
considerando-se que sdo proteinas de adesdo e que também podem ativar vias de sinalizagao.
Entretanto, a expressao de tais moléculas ndo apresentou variagdes consideraveis nos clones

celulares.

Considerando-se ainda os processos de adesdo de células e de moléculas correlatas, os
niveis transcricionais dos genes CADM?2, COLIAI e FNI foram avaliados. A Figura 13

apresenta os resultados.

Figura 13: Niveis de expressao relativa dos mRNAs dos genes CADM?2, COLIAI ¢ FNI em
células A549 tratadas ou ndo com 107 M de Ang-(1-7), e nos clones pEP-miR. As anélises
foram realizadas em triplicatas e as expressdes dos mRNAs foram obtidas pelo método de
PCR, sendo os graficos plotados utilizando-se o software Graph Pad Prism 5. Os resultados
foram submetidos a andlise estatistica One way ANOVA seguido pelo teste de Dunnett, onde
*H%p<0.0005, **p<0.005, *p<0.05. O teste de Dunnett foi realizado separadamente para o
grupo 1, considerando a célula A549 como controle, e grupo 2, considerando a célula
transfectada com o plasmideo pEP-miR Controle como controle.
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As analises demonstram altos niveis de expressdao da proteina CADM?2 nos clones
celulares, diferentemente do observado nas células A549 tratadas ou ndo com o
heptapeptideo. A alta expressao pode se correlacionar com a presenca dos plasmideos pEP-
miR e/ou com a presenca de puromicina no meio de cultura. A proteina CADM?2
correlaciona-se a organizacdo estrutural do citoesqueleto celular por se interagir com
espectrinas, mas a0 mesmo tempo a reducao dos niveis dessas moléculas se correlaciona com
a agressividade do tumor. Em HE et al., (2013), os autores demonstram que essa proteina atua
como um supressor tumoral em canceres renais. Em nossas andlises, uma reducdo
significativa nos niveis de CADM2 ¢ observada nas células que superexpressam o miR-513a-

3p, quando da comparagdo com o controle pEP-miR Controle. Entretanto, para uma
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comprovagdo fisioldgica sobre a superexpressdo de miRNAs e a agressividade dos tumores,
analises mais pontuais precisam ser realizadas num futuro préximo.

Em relagdo ao padrao de expressdao do gene COLIAI interessantes observacdes podem
ser apontadas. Esse gene ¢ um dos responsaveis pela producao de fibrilas de coldgeno do tipo
I, que colabora com a reestruturagdo da MEC e que de maneira direta ou indireta se
correlaciona com a metastase (BARKAN et al., 2010). Um estudo recente, demonstrou que a
expressdao de genes correlacionados com processos celulares de adesdao e migragdo assim
como com a remodelagdo da MEC correlacionam-se com o mal prognostico da sobrevivéncia
de pacientes com canceres renais, nesse caso a expressdo exacerbada de COLIA1 foi
destacada (BOGUSLAWSKA et al., 2015). Em nossos ensaios, os efeitos da Ang-(1-7) nas
células A549 aumentam a expressdo de COLIAI em aproximadamente 50%. Ao mesmo
tempo, nos clones celulares pEP-miR, um aumento significativo da expressdo do gene
COLIA1 foi significativo no clone que superexpressa o miR-4465, o que também desponta
como um alvo de questionamentos para futuras validagdes experimentais sobre as
caracteristicas fisioldgicas da expressdo dos miRNAs em estudo.

Finalizando, a expressdo do gene FNI/ ndo apresentou variagdes estatisticas nas
condi¢cdes avaliadas. FNI é um gene que codifica um dos componentes da MEC e exerce
uma importante funcdo na adesdo e migragao celular e esta envolvido com invasdo tumoral e
metastase (GIANCOTTI; RUOSLAHTI, 1999) e quando ativo promove metastase em alguns
tipos de células tumorais, incluindo células de cincer de pulmdao (MALIK et al., 2010). Em
nossas analises, em nenhuma das condigdes avaliadas foram observadas alteracdes na

expressao do gene.

Em conjunto, as anélises de mensuracdo de expressdo génica demonstram resultados
interessantes: por um lado observamos que a superexpressdo dos miRNAs em estudo
modulam genes, que colaboram negativamente com o crescimento e migracao celular (/7GA4,
NCAM?2), assim como com a alteracao da morfologia das células (BAG4 e ICAM). Por outro
lado, a modulacio da expressdo dos genes CADM2 e COLIAI, observada frente a
superexpressdo dos miRNAs, sugere uma correlagdo com uma maior agressividade do tumor,
mas para tal afirmagdo novas investigacdes mais pontuais precisam ser realizadas.
Comparativamente, as alteragdes nos niveis transcricionais dos genes acima apontados,
quando da presenca do heptapeptideo Ang-(1-7) nas culturas celulares, ndo foram
significativas, o que pode ser justificado pela alteragdo transcricional de varios miRNAs nas

células tratadas com Ang-(1-7), o que colabora para o equilibrio sistémico. Nesse trabalho
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objetivamos investigar os efeitos pontuais de dois miRNAs de maneira independente, o que

nem sempre gera alteragdes fisiologicas positivas.

4.5 Analises morfofuncionais: a microscopia de fluorescéncia

Analises de microscopia de fluorescéncia foram realizadas para se avaliar os efeitos
morfofuncionais do heptapeptideo Ang-(1-7) nas células A549 na arquitetura celular. Além
disso, a investigagdo da distribuicdo dos filamentos de actina do citoesqueleto auxilia na
compreensdo do processo de adesdo e migracdo celular, foco desse trabalho. Para essas
analises foram realizadas colora¢des do citoesqueleto por Faloidina-TRITC e do nucleo por
DAPI. A Figura 14 apresenta os resultados obtidos para as andlises das células A549
crescidas em condi¢des regulares de cultivo e ndo tratadas com o heptapeptideo. Essas
condi¢des de cultivo foram consideradas como nosso controle experimental do grupo 1. Ja a
Figura 15 corresponde aos resultados obtidos para as analises das células A549 crescidas com

107 M de Ang-(1-7).
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Figura 14: Microscopia de fluorescéncias de células A549 crescidas em condigdes regulares.
As células foram coradas com Faloidina-TRITC e DAPIL. A) Coloragdo Faloidina-TRITC,
citoesqueleto em vermelho; B) Coloracao DAPI, nucleo em azul; C) Sobreposi¢ao das figuras
a e b; Seta branca: Filamentos de actina despolimerizados; Seta amarela: Filamentos de actina

polimerizados.

Citoesqueleto Nucleo
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Figura 15: Microscopia de fluorescéncias de células A549 crescidas na presenca de 10”7 M de
Ang-(1-7) e coradas com Faloidina-TRITC e DAPI. A) Coloragdo Faloidina-TRITC,
citoesqueleto em vermelho; B) Coloracao DAPI, nucleo em azul; C) Sobreposi¢ao das figuras
a e b; Seta rosa: deformagdes no nucleo e microntcleo; Seta verde: alongamento do filamento

de actina.

Citoesqueleto Nucleo Sobreposicéo

Em conjunto, as andlises das fotomicrografias revelaram nenhuma mudanga
significativa no citoesqueleto e/ou no nucleo das células A549 quando comparadas as duas

condi¢des de cultivo (tratamento ou auséncia dele). Entretanto, as andlises microscopicas
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revelam diversos comportamentos celulares. As células A549 parecem rearranjar seus
filamentos de actina quando em contato célula-célula (seta-branca - Figura 14). Além disso, ¢
possivel verificar alteragdes no padrao de organizacao dos filamentos de actina, que hora se
apresentam polimerizados (seta-amarela - Figura 14), hora despolimerizadas (seta-branca -
Figura 14), sugerindo migracdo, crescimento e divisdo celular. Também ¢é possivel observar
um alongamento do citoesqueleto (seta verde) que se assemelha muito as fibras de estresse de
actina. Esse padrao da disposicao desse tipo de fibra pode ser evidenciado em outras
fotomicrografias, mais evidenciado na seta amarela. As fibras de estresse de actina sdo
estruturas contrateis de células ndo musculares mamiferas que possuem um papel importante
no processo de adesdo e migragdo celular e na morfogénese (TOJKANDER; GATEVA;
LAPPALAINE, 2012).

Quanto ao ntcleo foi possivel observar algumas pequenas alteragdes em sua
morfologia (seta rosa - Figura 15) tais como, surgimento de micronucleos e deformagoes,
porém essas alteracdes apresentam-se em quantidade irrelevantes, sugerindo que foram
resultantes do proprio estresse metabolico comum a culturas celulares e nao devido a acao da
Ang-(1-7).

Essas analises também foram realizadas para o grupo 2 de células onde os clones com
o plasmideo pEP-miR Controle foram considerados como controle em comparagdo aos clones
pEP-miR-4465 ou pEP-miR-513a-3p. A Figura 16 apresenta os resultados obtidos para o
clone pEP-miR Controle, e as Figuras 17 e 18 mostram os resultados obtidos para os clones

pEP-miR-4465 e pEP-miR-513a-3p, respectivamente.
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Figura 16: Microscopia de fluorescéncias de clone pEP-miR Controle coradas com
Faloidina-TRITC e DAPIL A) Coloragdo Faloidina-TRITC, citoesqueleto em vermelho; B)
Coloracao DAPI, nucleo em azul; C) Sobreposi¢ao das figuras a e b; Seta amarela: filamentos
de actina polimerizados; seta laranja: filamentos de actina despolimerizados; seta azul:

ramificacoes dos filamentos de actina.

Citoesqueleto Nucleo Sobreposicéo
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Figura 17: Microscopia de fluorescéncias de clone pEP-miR-4465 e coradas com Faloidina-
TRITC e DAPI. A) Coloragao Faloidina-TRITC, citoesqueleto em vermelho; B) Coloragao
DAPI, nucleo em azul; C) Sobreposicao das figuras a e b; Seta amarela: filamentos de actina
polimerizados; seta laranja: filamentos de actina despolimerizados; seta roxa: jungdes célula a
célula; seta rosa: microntcleo.

Citoesqueleto Nucleo Sobreposicdo

A)
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Figura 18: Microscopia de fluorescéncias de clone pEP-miR-513a-3p e coradas com
Faloidina-TRITC e DAPIL A) Coloragdo Faloidina-TRITC, citoesqueleto em vermelho; B)
Coloracao DAPI, nucleo em azul; C) Sobreposi¢ao das figuras a e b; Seta amarela: filamentos
de actina polimerizados; seta laranja: filamentos de actina despolimerizados; seta azul:

ramificacoes dos filamentos de actina.

Citoesqueleto Nucleo Sobreposicéo

A)

As andlises morfofsiologicas do citoesqueleto e do nucleo dos clones celulares
apresentaram resultados muito interessantes para a discussdo sobre os processos de adesdo e

migracao celular. Cada conjunto de células apresentou caracteristicas singulares.
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O clone pEP-miR Controle (Figura 16) ndo apresentou nenhuma mudanga significativa
nos nucleos. J& o citoesqueleto apresentou ramificagdes (seta azul) dos filamentos de actina,
além disso, podemos observar uma maior despolimerizagao do citoesqueleto ao redor da
regido do nucleo (seta laranja). A polimerizagao dos filamentos de actina nesse grupo ¢ pouco
observada, mas quando ocorre se apresenta de forma difusa com muitos filamentos que se
sobrepdem de maneira desordenada entre si. Entretanto, muitas das alteracdes do
citoesqueleto sdo também observadas nas imagens das células A549 nao tratadas com Ang-(1-
7) (Figura 14), o que reforga positivamente o papel de nosso clone pEP-miR Controle nos
ensaios.

Prosseguindo as andlises, para as células do clone contendo o plasmideo que
superexpressam 0 mMiRNA hsa-miR-4465 (Figura 17) foram observados padroes de
polimerizacao e despolimerizagdo de filamentos de actina semelhante aqueles observados no
clone pEP-miR Controle (Figura 16). Entretanto, a analise das imagens revela que maior € a
frequéncia de filamentos de actina polimerizados, embora as fibrilas sejam menos espessas
(seta amarela). Novamente uma despolimerizagdo ¢ observada proxima ao nucleo,
principalmente nas células que estdo na fase de divisdo celular (seta laranja). Ainda sobre o
citoesqueleto, esse clone apresentou uma grande quantidade fibras que interconectam uma
célula a outra (seta roxa). Essa juncdo célula a célula pode indicar que hd uma modulagdao no
processo de adesdo celular nesse grupo. No nucleo ndo foram observadas modificagdes
significativas, embora sejam observados a presenga de alguns poucos micronucleos (seta
rosa).

A Figura 18 apresenta as analises de microscopia realizadas para os clones miR-513a-
3p, que revelou a presenca de fibras de actina delgadas e menos espessas que nas encontradas
nas células transfectadas com o pEP-miR Controle (seta amarela). Diferentemente dos clones
pEP-miR Controle a despolimerizagdo da actina nesse grupo foi pouco observada, mas
quando observada se encontrava proximo ao nucleo (seta laranja). Ramificacdes de fibras de
actina também foram observadas (seta azul). Essas ramificagdes podem ser fibras de estresse
que ja também evidenciadas para as células do grupol. Nenhuma modificacdo significativa no

nucleo foi observada.

Em conjunto, as analises de microscopia revelam padrdes singulares para cada clone,
mas as células que superexpressam os miRNAs apresentam maiores alteragdes em sua

morfologia que o proprio pEP-miR Controle, tanto na montagem dos filamentos de actina,
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como em sua propria distribui¢do. Tais alteragdes sdo certamente um reflexo da alteragdo da

regulagdo da expressao génica que os miRNAs perfazem dentro do equilibrio sistémico.

4.6 Imunofluorescéncia de FOXO

O fator de transcrigdo FOXO esta envolvido em processos celulares cruciais devido ao
seu papel de regulacao da expressao de genes que desencadeiam a apoptose e a resisténcia ao
estresse oxidativo (CARTER; BRUNET, 2007). Além disso, acredita-se que FOXO1 possui
atividade supressora tumoral (GREER; BRUNET, 2005).

Como ja mencionado o mRNA desse fator de transcrigdo possui sitios provaveis de
ligagdo com os miRNAs investigados nesse trabalho. Nesse contexto, a andlise de
imnunofluorescéncia foi realizada com o objetivo de melhor compreender como essa
molécula se correlaciona com a Ang-(1-7) e os miRNAs hsa-miR-4465 e hsa-miR-513a-3p. A

Figura 19 apresenta algumas das fotomicrografias obtidas.
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Figura 19: Microscopia de imunofluorescéncia de FOXO1 nas células A549 tratadas ou nao
com Ang-(1-7), nos clones pEP-miR Controle, pEP-miR-4465 e¢ pEP-miR-513a-3p. A)
Coloracao FITC, localizagao do FOXO1 em verde; B) Coloragao DAPI, ntcleo em azul; C)
Sobreposicdo das figuras a e b; Seta branca: disposicdo do FOXO1 fora do nucleo; seta
vermelha: granulos de FOXO1.

Nucleo FOXO1 Sobreposicdo

Controle
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Com as analises foi possivel observar diferengas de localizagdo da molécula nas
células tratadas e ndo tratadas (controle) com a Ang-(1-7). No tratamento com o peptideo
Ang-(1-7) FOXO1 localiza-se com mais intensidade no interior do ntcleo do que nas células
A549 nao tratadas, onde o fator de transcri¢ao ¢ por vezes encontrado fora do nucleo (seta
branca). Esse resultado pode sugerir a ativacdo do fator de transcricdo pela Ang-(1-7),

reafirmando as propriedades antitumorais desse peptideo. Resultado semelhante foi obtido por
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VERANO-BRAGA et al. (2012). Além disso, a apari¢do de granulos da molécula (seta
vermelha) que podem indicar mecanismos de estresse celular que alteram a homeostasia e sao
menos observadas nas células tratadas quando em comparacao com o controle.

Prosseguindo as andlises com o grupo 2, o de cultivo com puromicina, podemos
observar diferencas bem evidentes da localizagdo do FOXO1 quando comparamos o pEP-miR
Controle com os clones que superexpressam os miRNAs. Enquanto o controle apresenta
FOXOI1 localizado mais vezes dentro do ntcleo, os clones miR-4465 e miR-513a-3p por sua
vez apresentam a molécula bem evidenciada fora do nucleo também (seta branca). Granulos
de FOXO1 sdo mais encontrados nos clones. Essas observacdes evidenciam como a

superexpressao desses miRNAs nas células afetam a homeostasia celular.

4.7 Analises bioquimicas: a producao de lactato e pH

Para se avaliar os possiveis efeitos da Ang-(1-7) ¢ dos miRNAs no metabolismo
celular, a producdo de lactato pelas células A549 tratadas ou ndo com 10”7 M de Ang-(1-7) e
pelos clones celulares foi avaliada. Para isso, os sobrenadantes das culturas de células foram
colhidos apds 24 horas do inicio do cultivo (To) e no intervalo aonde as células atingiram
aproximadamente 90% de confluéncia. Baixos niveis de lactato foram observados no
sobrenadante de todas as culturas To, e que € justificado pelo pequeno nimero de células (To)
(dados ndo apresentados). Entretanto, a mensuragdo dos niveis de lactato no sobrenadante das
culturas que atingiram ~ 90% de confluéncia revelaram uma produgdo exacerbada do
metabolito em todas as condigdes investigadas. Essas alteragdes metabolicas sugerem a
alteragdo no metabolismo basal celular em relacdo a utilizagdo de fontes energéticas e o
aumento da produgdo de lactato pelas células tumorais pode estar correlacionada com o efeito
Warburg (DEBERARDINIS et al., 2008). Esse efeito se caracteriza pela alteracdo nas taxas
do metabolismo oxidativo de producdo energética na via ciclo de Krebs, ¢ uma maior
utilizacdo da via anaerobica (MATOBA et al., 2006; DEBERARDINIS et al., 2008). A Figura
20 apresenta os resultados obtidos para cada uma das condig¢des avaliadas no intervalo em que

as culturas celulares atingiram 90% de confluéncia.
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Figura 20: Ensaio de mensuragdo dos niveis de lactato nos sobrenadantes das células A549
tratadas ou ndo tratadas (controle) com o heptapeptideo Ang-(1-7) a 107 M e nos clones pEP-
miR Controle, miR-4465 ¢ miR-513a-3p. As analises foram realizadas em triplicatas ¢ o
grafico foi plotado utilizando-se o software Graph Pad Prism 5 com os valores de lactato
obtidos quando as culturas atingiram 90% de confluéncia. Os resultados foram submetidos a
analise estatistica One way ANOVA seguido pelo teste de Dunnett, onde ***p<0.0005,
**p<0.005, *p<0.05. O teste de Dunnett foi realizado separadamente para o grupo 1,
considerando a célula A549 como controle, e grupo 2, considerando a célula transfectada com
o plasmideo pEP-miR Controle como controle.
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A andlise permitiu observar que hd um aumento significativo na produgdo de lactato
entre as células A549 tradas com Ang-(1-7) em relagdo as células A549 controle. Aumento
significativo na producdo de lactato nos clones também ocorreu quando na comparagdo com o
pEP-miR controle. Pressupde-se que aumento de lactato no microambiente tumoral torne o
meio mais acido, o que module o processo metastatico. Para se verificar essa correlacao e
utilizando-se 0 mesmo sobrenadante das culturas celulares acima mencionados o pH foi
mensurado (Figura 21). Interessantemente, os resultados apresentam-se dentro dos padrdes
esperados, com reducdes significativas no pH o que refletem as alteragdes do metabolismo

celular e as variagdes da produgdo de lactato como observado na Figura 20.
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Figura 21: Ensaio de mensura¢do do pH nos sobrenadantes das células A549 tratadas ou ndo
tratadas (controle) com o heptapeptideo Ang-(1-7) a 10”7 M e nos clones pEP-miR Controle,
miR-4465 e miR-513a-3p. As analises foram realizadas em triplicatas e o grafico foi plotado
utilizando-se o sofiware Graph Pad Prism 5. Os resultados foram submetidos a andlise
estatistica One way ANOVA seguido pelo teste de Dunnett, onde ***p<0.0005, **p<0.005,
*p<0.05. O teste de Dunnett foi realizado separadamente para o grupo 1, considerando a
célula A549 como controle, e grupo 2, considerando a célula transfectada com o plasmideo
pEP-miR Controle como controle.
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Como esperado houve queda significativa do pH nas células tratadas com Ang-(1-7)
assim como nos clones quando comparadas com seus respectivos controles. As alteragdes no
pH, podem controlar o crescimento tumoral pela reducdo dos niveis de VCAM (HE et al.,
2015). Interessantemente, em nosso modelo, temos a redu¢do do pH (Figura 21) e da
expressdo de VCAM (Figura 12) nos clones celulares, o que refor¢a ainda mais o papel
pontual de tais miRNAs (hsa-miR-4465 e hsa-miR-513a-3p) na modulag¢do dos processos de
migrac¢ao e crescimento celular.

Assim, com os resultados obtidos, verificamos que o peptideo Ang-(1-7) modula sim
o ambiente das células, e de maneira intrigante os clones pEP-miR, também o fazem. Embora
os diferentes grupos de células sejam mantidos em meios com particularidades especificas, os
ensaios deixam claro os efeitos da angiotensina-(1-7) em varios dos processos analisados,
assim como os efeitos dos miRNAs, que em certo modo mimetiza alguns dos efeitos do

heptapeptideo.
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4.8 Andlise do padréo de crescimento e migracao das culturas de células

Para melhor se compreender a fisiologia e metabolismo celular, que afetam diretamente
o crescimento celular, o tempo de duplicagdo dos diferentes grupos celulares foi analisado
(Tabela 3). Os resultados demonstram que o tempo de duplicagdo das células A549 aumenta
quando tratada com Ang-(1-7) em relagdo ao controle. Isso sugere que o heptapeptideo inibe
de certa forma o crescimento dessas células.

O aumento também foi observado para os clones na comparacdo das células
transfectadas com os clones pEP-miR-4465 e pEP-miR-513a-3p das células transfectadas com
o plasmideo controle. O aumento no tempo de duplicagdo das células nesses casos foi alto.
Acredita-se ser interessante observar que o aumento no tempo de duplicacdo das células que
superexpressam o miR-513a-3p corresponde a quase o dobro de horas daquelas observadas

nas células pEP-miR Controle.

Tabela 3: Tempo de duplicacdo das células A549 tratada ou ndo com 10”7 M de Ang-(1-7), e
dos clones celulares pEP-miR Controle, pEP-miR-4465 e pEP-miR-513a-3p. O tempo de
duplicagdo foi calculado através da formula: DT=t*In(2)/In(A/A0) (CASTILHO-
FERNANDES et al., 2011), onde: DT ¢ o tempo de duplicacdo, A ¢ o numero de células no
intervalo t e A0 € o nimero de células iniciais.

A549 Controle 18 horas e 10 minutos

A549 tratada com Ang-(1-7) 22 horas e 20 minutos

Clone pEP-miR Controle 17 horas e 35 minutos
Clone miR-4465 29 horas 54 minutos
Clone miR-513a-3p 32 horas 49 minutos

Seguindo as analises, foram realizados ensaios de ferida para se medir o potencial de
crescimento e migracdo dos diferentes grupos de células. O ensaio de ferida ¢ adequado em
estudos que analisam os efeitos da interagdo célula-célula e célula-matriz no processo de
migracao celular (LIANG; PARK; GUAN, 2007). Como esse estudo tem o objetivo de
analisar o efeito da superexpressdao de dois miRNAs no processo de adesdo e migracao de
células esse ensaio ¢ relevante. Apds a confluéncia das culturas e as subsequentes realizagdes
de ranhuras, as feridas nas monocamadas das culturas celulares foram fotografadas ap6s um
intervalo de 24 horas (Figura 22A). A érea de recuperagdao da ferida foi quantificada nos
intervalos de 0 e 24 h para cada um dos clones separadamente e os resultados obtidos foram

convertidos em porcentagem de recuperagdo da area. Os resultados foram entdo plotados em
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grafico, que permitiu a andlise comparativa dos resultados obtidos nos ensaios de recuperacao

das feridas para as células A549 e seus clones (Figura 22B).

Figura 22: Ensaio de Wound Healing nas culturas de células A549 tratadas ou ndo (controle)
com o heptapeptideo Ang-(1-7) a 107 M e nos clones pEP-miR Controle, pEP-miR-4465 e
pEP-miR-513a-3p. A regeneragdo da ferida nos diferentes grupos celulares foi fotografada
logo ap6s a ranhura e posterior a um intervalo de 24 horas. Os ensaios foram realizados em
triplicatas. A) Fotografias obtidas das culturas celulares imediatamente apo6s a ranhura e apos
um intervalo de 24 horas. As imagens apresentadas sdo representativas de um dos ensaios
realizados. B) Grafico representativo da porcentagem de recuperagdo da area lesionada para
cada um dos grupos celulares entre os intervalos de 0 e 24 horas. Os resultados foram
submetidos a analise estatistica One way ANOVA seguido pelo teste de Dunmnett, onde
*#%p<0.0005, **p<0.005, *p<0.05. O teste de Dunnett foi realizado para o grupo 1,
considerando a célula A549 como controle, e grupo 2, considerando a célula transfectada com
o plasmideo pEP-miR Controle como controle.
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A549 Controle pEP-miR Controle Clone miR-4465
; ‘ : ;32 X

0 horas |

Ensaio de Wound Healing
= 100

Recuperacgao da leséo (%

0-

Apesar dos resultados apontarem uma recuperagdo da lesdao na célula tratada com o
heptapetideo menor do que o observado na célula A549 ndo tratada, a andlise estatistica ndo
apontou alteragdes significativas entre os grupos. A mesma observacdo foi vista entre os
clones pEP-miR no intervalo de 24 horas. Talvez uma andalise em intervalos menores (12

horas) revele taxas de recuperacdo das feridas com significancia estatistica.
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Para uma complementagdo das analises funcionais do processo de migracdo e adesdo
das células e dos efeitos do peptideo e dos miRNAs investigados, foi realizado o ensaio de
spot de agarose (WIGGINS; RAPPOPORT, 2010). Com esse ensaio pode-se avaliar as taxas
da migracao celular, baseando-se na capacidade das células migrarem por uma gota de
agarose. Para esse ensaio, as gotas de agarose foram preparadas com solu¢do de PBS
(controle negativo) ou meio de cultivo completo contendo SBF. A presenca de SBF nas gotas
permitiu a migragcdo das células em sua direcao, devido a presenga de nutrientes e fatores de
crescimento no soro, fato ndo observado nas gotas de agarose preparadas na presenga de PBS
somente. As andlises foram realizadas nos intervalos de 24, 48 e¢ 72 horas. Durante esses
intervalos as gotas foram fotografadas e as células que migraram por de baixo da gota foram

contadas. Os resultados obtidos sdo apresentados nas Figura 23 e 24.



Figura 23: Ensaio de gotas de agarose nas células A549 tratadas ou ndo (controle) com o
heptapeptideo Ang-(1-7) a 107 M e dos clones pEP-miR Controle, pEmiR-4465 e miR-513a-
3p. As gotas de agarose foram preparadas com PBS (controle negativo) ou preparadas com
meio de cultivo celular contendo SBF. As gotas e as células foram observadas nos intervalos
de 24, 48 e 72 horas. Os ensaios foram realizados em triplicatas e as imagens apresentadas sdo
representativas de um dos ensaios.
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Figura 24: Quantificagdes do ensaio de spot de agarose nas células A549 tratadas ou nao
(controle) com o heptapeptideo Ang-(1-7) a 107 M e dos clones pEP-miR Controle, pEP-
miR-4465 ¢ pEP-miR-513a-3p. As gotas de agarose foram preparadas com meio completo e
as células que migrarem por de baixo da gota foram contadas. As gotas e as células foram
observadas nos intervalos de 24, 48 ¢ 72 horas. O grafico foi plotado utilizando-se o software
Graph Pad Prism 5. Os resultados foram submetidos a analise estatistica One way ANOVA
seguido pelo teste de Dunnett, onde ***p<0.0005, **p<0.005, *p<0.05. O teste de Dunnett
foi realizado separadamente para o grupo 1, considerando a célula A549 como controle, e
grupo 2, considerando as células transfectadas com o plasmideo pEP-miR Controle como
controle.

Ensaio de migracao em gota de agarose

240- iy
210 3 24 horas
§ [ 48 horas
% 180+ @ 72 horas
¢ 1501
*%%k|
$ 120
é 90
5 601 Hkek
Z 304 Fokk Sk
oLl soll ~all OIN a0
< N ] %)
& & F
Oo (\Q' 0o ‘)'\n"
0 v~ () ’
6\3' ] 6\@.
Qg' ()\O o(\g
Q &

Pelas anélises observamos mais uma vez o efeito modulador do peptideo Ang-(1-7) no
processo de migragao celular. Para se garantir o efeito fisiolégico do heptapepitideo, o meio
de cultura contendo a Ang-(1-7) das culturas celulares em andlise foi substituido em
intervalos regulares de 24 horas. Os resultados apontam que apenas nas primeiras 24 horas de
cultivo, as células tratadas com Ang-(1-7) apresentaram menor migra¢do que as células
controle, o que ndo foi observado nos intervalos subsequentes. Podemos sugerir que no
ambiente celular esse peptideo modula em primeira instancia a migracao celular, mas a sua
presenca sozinha ndo ¢ a suficiente para mudar rigorosamente tal processo em cultura de
células. Provavelmente mecanismos correlatos da sinalizagdo celular atuam de maneira a
reestabelecer as taxas de crescimento celular. Essa observagdo ¢ reforcada pelas anélises do
tempo de duplicagdo apresentados na Tabela 3 (DT-A549 = ~18 h; DT- A549 tratadas com
Ang-(1-7) = ~22 h). Certamente, muito ainda hé para se desvendar sobre os mecanismos de

acao desse peptideo.
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Prosseguindo a discussdo, quando das andlises do perfil de migracdo dos clones
observa-se que o clone pEP-miR-4465 demonstra a maior capacidade migratoria e invasora,
chegando a dobrar o numero de células por baixo da gota a cada 24 horas, diferente do
observado no ensaio da ferida. Entretanto, como observado nas analises morfofisiologicas
(Figura 17), as células que superexpressam esse miRNA apresentam grande interacdo célula a
célula através das evidenciadas jungdes de filamentos de actina, o que sugere uma forte
quimiotaxia das células. Essa caracteristica de forte adesdo celular pode explicar, de certo
modo, porque a migragao dessas células foi maior que dos outros grupos celulares.

Por outro lado, temos o clone miR-513a-3p. Esse clone apresentou a menor capacidade
migratéria e invasora dentre os clones celulares. Além de uma possivel modulacdo na
migracdo celular, esse resultado se relaciona com o crescimento mais lento devido ao tempo
de duplicacdo alto que foi encontrado para esse clone (DT = ~32 h, Tabela 3). Podemos
sugerir que esse miRNA, assim como o hsa-miR-4465 estdo relacionados com o processo de

migracdo, porém de maneiras opostas.



57

5. CONCLUSOES

O céancer de pulmao ¢ ainda considerado um sério problema de satude publica e estudos
epidemiologicos mais recentes reportam que no Brasil, no ano de 2014, 27330 novos casos de
canceres de pulmao foram diagnosticados (INCA, 2015). Assim, considerando-se a
necessidade de inovagdes terapéuticas para o controle dessa endemia, o peptideo vasoativo se
desponta em alguns estudos preliminares (GALLAGHER et al., 2011). Dentro desse contexto,
investigamos 0os miRNAs hsa-miR-4465 e hsa-miR-513a-3p, considerando-se que o peptideo
vasoativo modula positivamente a expressdo dessas moléculas. Como reportado
anteriormente, esses miRNAs possuem sitios provaveis de ligagdo nos genes de adesdo, e por
isso norteamos nossas analises na compreensdo de alguns aspectos correlacionados ao
fendmeno da adesdo e migragdo celular. A superexpressdo pontual desses miRNAs nas
células A549, viabilizou um estudo comparativo do comportamento celular na condigdo
investigada, com o efeito sistémico da Ang-(1-7).

Com os resultados alcancados podemos ver que tanto o miRNA hsa-miR-4465 quanto o
hsa-miR-513a-3p estdo envolvidos com os processos de adesdo, migragdo e crescimento nas
células A549 estudadas. Esses miRNAs quando superexpressados ocasionaram alteragdes
morfofuncionais nas células, tanto pela alteracdo da expressdo de genes de adesdo e migracao,
como pelo comportamento celular, que sdo em conjunto diferentes dos resultados obtidos para
as c¢lulas A549 tratadas ou ndo com a Ang-(1-7).

Particularmente, a anélise dos clones que superexpressaram o miR-4465 apontou alguns
resultados muito interessantes: consideravel nimero de filamentos de actina representando
interacdo célula a célula, aumento da expressdo do gene COLIAI e alta capacidade de
migracao celular. Sabemos, que essa Ultima caracteristica pode favorecer o processo
metastatico e a propria evolucdo do tumor. Paralelamente, foi observado que a expressao de
COLIA1 se correlaciona com a agressividade de tumores em alguns estudos (BARKAN et
al.,, 2010). De maneira conjunta, a superexpressao do miRNA hsa-miR-4465 nao pode ser
considerada como um elemento promissor ao desenvolvimento de terapias que controlem o
crescimento tumoral, mas podemos considerd-lo como um marcador molecular da
agressividade tumoral. Quando da anélise dos mesmos elementos acima nas células A549
tratadas ou ndo com o peptideo, observamos que na presenga da Ang-(1-7), temos também um
aumento da expressao do gene COLIAI, mas as taxas de migragdo sdo menores, devido ao

efeito sistémico do heptapeptideo no controle da migragdo e crescimento tumoral.
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J4, os resultados obtidos com a andlise do hsa-miR-513a-3p apontam que esse miRNA
se comporta de maneira diferente daquela observada pelo miR-4465. Quando superexpresso
esse miRNA diminui consideravelmente o crescimento das células (DT), além de diminuir sua
capacidade migratoria. A diminuicao na expressao do gene /7GBS também foi um resultado
relevante em nossas analises. Essa molécula possui importante fungdo na adesdo célula a
célula e nas interagdes da célula @ MEC, além de regular a migracdo, a diferenciagdo ¢ a
proliferagdo celular em tecidos de células normais ou tumorais (HYNES, 2002; SPEICHER et
al., 2014), sendo que a diminui¢do na sua expressao contribui negativamente com 0 processo
metastatico (XU et al.,, 2012). Interessantemente, as células A549 tratadas com o
hepatpeptideo também apresentaram uma baixa expressdao do gene /7GBS e uma reducao do
crescimento da célula tumoral. Em conjunto podemos considerar como promissora um futuro
detalhamento funcional dos mecanismos de a¢do do hsa-miR-513a-3p no controle do processo
de crescimento tumoral.

Resumidamente, os miRNAs sdo importantes alvos terapéuticos devido a sua fina
func¢do de controle da expressdo génica nas células. Os miRNAs estudados nesse trabalho
demonstraram ser interessantes alvos de estudo de processos que envolvem células tumorais,

potencialmente subsidiando, em longo prazo, o desenvolvimento de novos farmacos.
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