x x

‘ XXXl Congresso de @
.-. Iniciacdo Cientifica da )

PP @ .. Unicamp $

RRERp

MEG3 COMO UM REGULADOR TRANSCRICIONAL DA REGIAO DLK1-DOI3 EM LINHAGENS
CELULARES TUMORAIS TIREOIDEANAS HUMANAS

Palavras-Chave: RNA LONGO NAO CODIFICANTE, NEOPLASIAS DA GLANDULA TIREOIDE,
CARCINOMA PAPILIFERO DA TIREOIDE.
Autores:
ISABELLA BARBOSA CIPRIANO DA SILVA, IB - UNICAMP
Prof. Dr. MURILO VIEIRA GERALDO (orientador), IB - UNICAMP

INTRODUCAO:
1.1 O cancer de tireoide

No Brasil, estudos epidemiologicos realizados pelo Instituto Nacional de Cancer (INCA),
apontam que o numero de casos novos de cancer de tireoide para cada ano entre 2023 e 2025 é de
16.660 casos, sendo 2.500 em homens e 14.160 em mulheres (representando a quinta maior
incidéncia de cancer no sexo feminino), demostrando um risco estimado de 7,68 por 100 mil
habitantes. No contexto global, estima-se que 586.202 casos de cancer de tireoide foram relatados em
2020, tornando-se o 10° cancer mais frequente no mundo, sendo que, segundo estudos estatisticos,
sua incidéncia e mortalidade deve aumentar em 29,9% e 67% respectivamente. O cancer de tireoide
apresenta dois principais tipos determinados por suas caracteristicas histolégicas: tumores
diferenciados e indiferenciados. Entre os subtipos de tumores diferenciados ha o carcinoma papilifero
(PTC- 80% dos casos) e carcinoma folicular da tireoide (FTC - 15% dos casos), mais comuns e
derivados de células epiteliais foliculares. Por outro lado, os subtipos dos tumores indiferenciados sao
0 carcinoma anaplasico da tireoide (ATC - 2% dos casos) e medulares da tireoide (MTC - 3% dos
casos); sendo o anaplasico mais agressivos com uma taxa de sobrevida de aproximadamente seis
meses apoés diagndstico.
1.2 Alteragoes genéticas no cancer de tireoide

Analises gendmicas apontam o envolvimento da mutacdo de genes na regulacédo da via MAPK no
PTC e da via PI3K no FTC. Nesse plano, as alteragcées genéticas ligadas a essas neoplasias podem
se dividir em dois tipos principais: as pontuais, como as observadas nos genes BRAF e RAS; e as
estruturais, como os rearranjos cromossOmicos do tipo RET/PTC e PAX8/PPARc. Nesse sentido, a
mutacado T1799A no gene BRAF a mais prevalente no PTC, esta associada a ativagao persistente da
via MAPK, uma cascata de ativacdo de proteinas quinases que regulam proliferacao, diferenciacao,
sobrevivéncia e apoptose. Assim, essa mutagcdo acarreta o crescimento descontrolado e resisténcia a
apoptose, contribuindo para o desenvolvimento de carcinomas.

Além destas alteracdes, estudos recentes direcionam outro gene como potencial influenciador no
aparecimento e progressdo de canceres ao interferir no funcionamento correto da via MAPK: o gene
MEGS3. Situado na regido DLK1-DIO3, MEG3 da origem a um RNA longo nao codificante que interage
com a via MAPK a depender do contexto celular, pesquisas recentes apontam seu potencial papel
tanto como supressor tumoral, quanto associado a ativagcdo excessiva da via, sendo até mesmo
mencionado como agente efetor na proliferagcdo e apoptose celular no cancer cervical ao regular
miR-21. Ademais, estudos prévios de nosso grupo demonstraram a diminuicdo da expressao de
diversos genes situados na regidao gendmica DLK1-DIO3 no PTC.

1.3 Regidao DLK1-DIO3 e o gene MEG3
A regido DLK1-DIO3, localizada no brago longo cromossomo humano 14 (14q32), possui trés genes
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codificadores de proteinas (DLK1, RTL e DIO3), expressos a partir do alelo paterno, e genes nao
codificadores de proteinas (MEG3, MEGS8, snoRNAs e dezenas de miRNAs), expressos a partir do
alelo materno. A expressao dos genes desta regiao € controlada por mecanismos epigenéticos, a partir
de regides diferencialmente metiladas (IG-DMR e MEG3-DMR) e por modificagcés pds-traducionais em
proteinas histonas. Esta regido ganha destaque por apresentar diversos genes de miRNAs que ja
foram apontados na literatura, incluindo nosso grupo, como moduladores da progressao e
agressividade tumoral.

O gene MEG3 é responsavel pela transcricdo de um RNA longo nao codificante (LncRNA).
Apresenta expressdo diminuida no PTC e outros tumores, com, com impacto significativo sobre a
migracao e invasao tumoral No entanto, sua expressao por fibroblastos associados ao cancer (CAFs)
esta associada a metastase linfonodal no cancer de tireoide. Portanto, novos estudos sdo necessarios
para a elucidacao do papel de MEG3 no PTC. Sabe-se que RNAs longos nao codificadores podem
atuar como potentes moduladores da cromatina e, consequentemente, da expressao génica. MEG3
pode regular o imprinting em cis da regido DLK1-DIO3 durante a diferenciacdo de células tronco,
fendbmeno dependente de EZH2, induzindo metilagao excessiva do DNA na IG-DMR na auséncia desta
proteina. Além disso, outros estudos indicam o envolvimento de MEG3 em mecanismos epigenéticos
no controle da expressdo dos miRNAs desta regido em diversos tipos de cancer. No PTC, a influéncia
de MEG3 sobre os mecanismos envolvidos na expressao aberrante dos genes da regido DLK1-DIO3
continuam pouco esclarecidos.

OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Avaliar o impacto da super-expressao de MEG3 sobre outros genes da regiao DLK1-DIO3 em
linhagens tumorais tiroideanas.
2.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos deste trabalho constam com: 1-Clonagem do gene MEG3 em plasmideo
pMSCV-puro para expressdao em células de carcinoma papilifero humano; 2- Transfec¢do do
plasmideo pCI-MEG3 em linhagens de carcinoma tiroideano; 3- Avaliar o impacto da superexpressao
de MEG3 sobre outros genes da regidao DLK1-DIO3 (DLK1, RTL1, DIO3 e diferentes miRNAs).

METODOLOGIA:

3.1 Linhagens, meio de cultivo e plasmideos

5714) Ndel

Utilizaremos as linhagens derivadas de carcinoma papilifero
humano TPC-1 e BCPAP, portadoras do rearranjo cromossémico
RET/PTC1 e da mutagdo BRAFT1799A, respectivamente, € ..
linhagens de carcinoma anaplasico KTC-2 e 8305C, portadoras do
oncogene BRAFT1799A. As linhagens celulares foram gentilmente
cedidas pela Profa Dra Edna Teruko Kimura (Dep de Biologia
Celular e do Desenvolvimento, Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sao Paulo). As linhagens TPC-1 e BCPAP serdo !
mantidas em meio DMEM suplementadas com 5% e 10% de soro i
fetal bovino (SFB, Thermo Fisher, Waltham, MA, USA). As  Figura 1. Backbone do plasmideo pMSCV. Fonte:
linhagens KTC-2 e 8305C serdo mantidas em meio RPM| hitosJ//www.addgene.org/68469/ -
suplementadas com 10% de SFB, em estufa sob condi¢des de 95 % de ar e 5 % de CO2, a 37°C, na
presenca de 1 X solucdo antibidtica e antifungica (Antibiotic-Antimycotic, 100X, penicilina 100 U/mL,
estreptomicina 100 ug/mL, e anfoterecina B 25 pg/mL, Thermo Fisher, Grand Island, NY, USA).

3.2 Clonagem molecular de MEG3 em plasmideo pMSCV
Uma vez que o plasmideo obtido comercialmente pCI-MEG3 (Addgene #44727) ndo apresenta gene
de resisténcia para cultivo em células eucariéticas, o inserto sera removido e subclonado em

PMSCVpuro
5264 bp

//////
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pMSCV-puro, contendo gene de resisténcia a ampicilina. O inserto contendo MEG3 sera retirado do
plasmideo pCI-MEG3 por meio de digestao dupla utilizando tampéo O (ThermoFisher), 20U Notl, 40U
Xhol em 20uL de volume final. Apds confirmacgao da digestao
e purificagdo do inserto por eletroforese em gel de agarose,
37,5 ng de inserto serdo ligados a 50 ng de pMSCV-puro
previamente digerido com a enzimas Xhol, conforme descrito
acima, em reacao contendo tampao de ligacdo 1X T4 DNA
Ligase Buffer (New England Biolabs) e 400 U de enzima T4
DNA Ligase, em volume final de 20uL. Para validacdo das
digestdes sera realizada eletroforese em gel de agarose
(Agarose, Bioreagent Sigma Aldrich) a 8% em tampao TAE
(Tris-acetaato-EDTA) com condi¢des de corrida de 80V por 1
hora. Os marcadores de peso molecular serdo 1kb Plus DNA
Ladder Invitrogen e 1 kb DNA Ladder (Sigma Aldrich).

- R . Figura 2. Backbone do plasmideo pCI-MEG3. Fonte:
3.3 Transformacgédo do plasmideo pCI-MSCV-MEG3 em células htos/www.addgene.org/44727/ .

termo-competentes

O plasmideo recém construido sera transformado em bactérias termo-competentes DH5alpha
(ThermoFisher). A cepa sera cultivada em meio LB (bacto-triptona 10g/L, extrato de levedura 5g/L,
cloreto de sédio 5g/L e 15g de glicose por litro de litro de agua destilada) seguindo o protocolo do
fabricante; armazenada em freezer a -80°C. Colbnias resistentes a ampicilina (200 pug/mL) seréo
expandidas para extracao de DNA plasmidial. Para isso sera utilizado o kit HP Plasmid Miniprep Kit
(GenElute) seguindo as orientagdes do fabricante. Para validagdo da transformacéo sera realizada
eletroforese em gel de agarose (Agarose, Bioreagent Sigma Aldrich) @ 8% em tampao TAE
(Tris-acetaato-EDTA) com condi¢des de corrida de 80V por 1 hora. Os marcadores de peso molecular
serdo 1kb Plus DNA Ladder Invitrogen e 1 kb DNA Ladder (Sigma Aldrich).
3.4 Transfecgao do plasmideo pCI-MEG3 para células de linhagem tumoral de tireoide

A transfeccao do plasmideo nas células tumorais sera feita usando 2,5y g de plasmideo (pCI-MEG3)
conjugado a Lipotectamine 2000 (ThermoFisher) de acordo com as instru¢gdes do fabricante.
Plasmideo pMSCV-puro-d sera transfectado para a constituighio do grupo controle. Apds a
transfeccdo, as linhagens celulares serdo mantidas em meio de cultura contendo 5 pg/mL de
puromicina. A superexpressdo de MEG3 sera confirmada por RT-gPCR.
3.5 Analises do impacto de MEG3 sob a expressao de genes da regiao DLK1-DIO3 por PCR
quantitativo em tempo real

As analises da expressao génica realizadas por RT-g-PCR, tanto a confirmagao da super-expressao
de mEG3 quanto a quantificacdo dos niveis de DLK1, RTL1 e DIO3 e de diferentes miRNAs ja
estudados por nosso grupo.
Extracdo de RNA total: O RNA total sera extraido das linhagens TPC-1, BCPAP, KTC-2 e 8305C,
transfectadas com pMSCV-puro-@ ou pCI-MSCV-MEG3, conforme descrito por Chomczynski e Sacchi
1987. Para isso, 5x10* células seréo plaqueadas em placas de 60mm e coletadas em Trizol apds 72h.
Sintese de DNA complementar: Para a sintese de cDNA de mRNA dos genes, 2 ug do RNA total serdo
adicionados a DTT (5 mM), inibidor de RNase (20 U), mix de dNTP 0,5 nM e 1 uL de transcriptase
reversa M-MLV (Invitrogen), conforme instrugbes do fabricante. O gene RPL19 sera utilizado como
controle enddégeno. Para a analise da expressdo de miRNAs sera utilizado o kit miRNA Reverse
Transcription® e primers especificos para cada miRNA (miR-665, PN: 002681; miR-495-3p, PN:
478136; miR-485-5p, PN: 001036; Applied Biosystems ThermoFisher). Dez nanogramas de RNA total
serao usados para a sintese em 20 uL de solugao final contendo de tampao 1X, mix de dNTP (5 mM),
inibidor de RNases (4 U) e transcriptase reversa Multiscribe® e 3 uL de primer especifico para cada
miR-495, miR-485 e miR-665. A reagao sera realizada nas seguintes condigées: 16°C por 30 min, 40°C
por 30 min e 85°C por 5 min para inativagdo da transcriptase.
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gPCR: A expressao dos genes DLK1, RTL1 e DIO3 sera analizada utilizando o kit SYBR® Green Dye
(Applied Biosystems) e a expressdo dos miRNAs sera analizada utilizando o kit TagMan Universal
Master Mix Il, no UNG (ThermoFisher), conforme instrucao dos fabricantes. As reacgbes seréo
realizadas em volume total de 20 uL, contendo 50 ou 10ng do cDNA, para mRNA ou miRNAs
respectivamente, 5 uL de primers especificos e respectivo reagente Master Mix (SYBR® Green ou
TagMan Universal Master Mix Il, no UNG). As corridas serdo executadas no equipamento
StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems). A quantificagédo relativa da expressao
sera determinada pelo método 2-22°t . Os primers especificos utilizados para os genes serdo
sintetizados utilizando o programa Primer3 (https://www-primer3plus-com/).
3.6 Analise estatistica

Todas as anadlises estatisticas serao realizadas no programa GraphPad Prism versao 9.0 para
Windows (GraphPad Software, San Diego, California, USA). Os ensaios funcionais e a analise de
expressao serao submetidos ao teste Student's t-test para para comparacdo entre dois grupos,
comparagbes entre trés ou mais grupos serdo feitas por meio do teste One-Way ANOVA. Os
resultados serdo considerados significativos quando P<0,05.
Graficamente, os resultados serdo apresentados como média + do
desvio padrao (DP).

RESULTADOS PRELIMINARES:
41 Expansao do plasmideo pCI-MEG3 em bactérias
termo-competentes

Foi realizada a expansao do plasmideo pCI-MEG3 por meio da sua
transformacdo em bactérias termo-competentes DH5alpha. Em
seguida, foi realizada a extragcdo do DNA plasmidial. Visto que
pCI-MEG3 possui tamanho de 5613 bps, a validagao da expansao
foi realizada por meio da eletroforese da amostra de quatro colbénias
selecionadas em gel de agarose 8%. Nas extremidades da Fig. 3 Figura 3. Eletroforese em gel de agarose da extragio de
foram adicionados os marcadores de peso molecular (1kb). DNA plasmidial pCl-MEG3 de quatro coldnias coletadas. 1-
4.2 Clonagem molecular de MEG3 em plasmideo pMSCV coloia 1,2 coldnia 2 3- colria 3, 4- colonia 4

A digestdo com enzimas de restrigao foi realizada para se obter o isolamento do gene MEG3 provindo
do pCI-MEG3 e se promover a abertura de pMSCV onde tal inserto sera inserido posteriormente.
Foram feitas duas digestdes para o isolamento do gene, a primeira em tampao Anza com adicao da
enzima Xhol e saturagdo da enzima Notl; a segunda digestao foi realizada em tampao O com adigéo
da enzima Notl e saturacdo da enzima Xhol. A digestdo para abertura e consequente linearizagao do
plasmideo pMSCV foi realizada em tampao
Anza com adigdo da enzima Xhol. Visto que
o inserto MEG3 possui tamanho de 1600bps
-l € que pMSCV de 6264 bps, uma eletroforese
Ed em gel de agarose agarose 8%. Nas
&l extremidades da Fig. 4 foram adicionados os
marcadores de peso molecular (1KB).

Figura 4. Eletroforese em gel de agarose da extracdo de DNA plasmidial pCI-MEG3 de
quatro col6nias coletadas. 1- Digestdo de pCI-MEG3 em tampdo Anza; 2- Digestdo de
pCl-Meg3 em tampéo O; 3- digestdo de pMSCV (aberto) em tampao Anza.

CONCLUSAO E PROXIMAS ETAPAS

Conclui-se que a transformacido das bactérias termo-competentes para expansdo do plasmideo
pCI-MEG3 foi bem sucedida, assim como a digestdo com enzimas de restricdo para o isolamento do
gene MEG3 e abertura do plasmideo pMSCV. Em seguida, sera realizada a purificagdo do inserto, sua
clonagem em plasmideo pMSCV e sua posterior transfec¢ado nas ceélulas tumorais tireoideanas, a fim
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de se obter futuras analises sobre os efeitos da superexpressdo do gene. Logo, avaliando o impacto
da superexpressdao de MEG3 sobre outros genes da regiao DLK1-DIO3 (DLK1, RTL1, DIO3 e
diferentes miRNAs).
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