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RESUMO 

 

A super expressão das proteínas HMGA (High Mobility Group A) além de ser 

uma característica de neoplasias humanas malignas tem uma papel essencial na 

transformação celular. O objetivo deste trabalho foi identificar os miRNAs associados 

as proteínas HMGA no processo de transformação celular, analisando perfil de 

expressão de microRNAs (miRNAs) em células da tireóide transformadas com o 

oncogene v-ras-ki, expressando ou não as  proteínas HMGA. Entre os miRNAs 

regulados pela transformação celular, observou-se que o miR-10b, miR-21, miR-

125b, miR-221 e o miR-222 são positivamente e o miR-34a and miR-603 são 

negativamente regulados pela expressão das proteínas HMGA. Assim focamos 

nossa atencao no miR-10b e no miR-603 cuja expressão parece ser dependente da 

presença das proteínas HMGA tambèm em outros sistemas celulares. Igualmente, 

foi demonstrado que CCND1 e CCND2 são alvos do miR-603, e  PTEN alvo do miR-

10b. Além disso, os estudos funcionais demonstraram que o miR-10b e o miR-603 

são capazes de regular positiva e negativamente a proliferação celular e migração, 

sugerindo um papel da sua desregulação na transformação de células da tireóide. 

Palavras-chave: HMGA, miRNA, células da tireóide 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

HMGA overexpression, other than to be a feature of human malignant neoplasias, 

has a causal role in cell transformation. Then, the aim of our study has been to 

investigate the miRNAs regulated by the HMGA proteins in the process of cell 

transformation analyzing the miRNA expression profile of v-ras-ki oncogene-

transformed thyroid cells expressing or not HMGA proteins. We demonstrate that, 

among the miRNAs regulated by cell transformation, there are miR-10b, miR-21, 

miR-125b, miR-221 and miR-222 that are positively and miR-34a and miR-603 that 

are negatively regulated, by HMGA expression. Then, we focused our attention on 

the miR-10b and miR-603 whose expression appeared to be dependent on the 

presence of the HMGA proteins also in other cell systems. We found that miR-10b is 

able to target the PTEN gene, whereas miR-603 targets CCND1 and CCND2 genes. 

Moreover, functional studies showed that miR-10b and miR-603 were able to 

regulate positively and negatively, respectively, cell proliferation and migration 

suggesting a role of their deregulation in thyroid cell transformation. 

 

 

Key  words: HMGA, miRNA, Thyroid cells 
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1  INTRODUÇÃO 

 

 

O câncer não é uma doença única, mas um grupo heterogêneo de doenças 

que tem na sua origem o mesmo processo desordenado de divisão celular. Os 

avanços na pesquisa do câncer durante os últimos anos demonstraram que todos os 

tumores têm em sua origem alterações no DNA. O DNA e o RNA são moléculas de 

grande importância por constituírem o material genético das células. Os genes, 

responsáveis pela transmissão das informações hereditárias, são segmentos das 

moléculas de DNA, responsáveis pela síntese de todas as proteínas celulares e, 

nesse processo de fabricação, o RNA também participa. Assim, DNA e RNA 

controlam a fabricação de todas as proteínas (estruturais e enzimáticas) das 

células.1 

Muitos estudos demonstram que durante o processo do envelhecimento 

ocorrem danos a moléculas essências como o DNA e as proteínas, os quais 

aumentam com a idade, indicando que a capacidade de reparo do DNA é um 

importante determinante na taxa de envelhecimento celular e molecular.2,3  

O dano ao DNA e as proteínas pode ser considerado uma das principais 

causas do envelhecimento como demonstram algumas das diferentes teorias do 

envelhecimento. Entre elas podemos citar: Teoria das proteínas alteradas, teoria do 

dano e reparo do DNA, da teoria do erro catastrófico, teoria da desdiferenciação e a 

teoria dos radicais livres. 

Os sistemas de reparo do DNA são uma das melhores defesas que a célula 

possui para neutralizar a carcinogênese. De fato, é amplamente aceito que uma das 

etapas cruciais na carcinogênese é o comprometimento de um ou mais sistemas de 

reparo do DNA. Vários estudos propõem que as proteínas HMGA têm um importante 

papel no reparo do DNA. A HMGA1 pode competir com a p53 e com as proteínas 

homologas MutS humanas (MSH2-MSH6) pela ligação com a junção Holliday (uma 

junção móvel entre quatro fitas de DNA que ocorrem durante o processo de 
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recombinação homóloga e importante na manutenção da integridade do genoma) 

exercendo uma influência negativa sobre a resposta de reparo as mutações de 

sentido trocado no DNA.4 

Uma série de genes envolvidos no reparo do DNA são negativamente 

regulados pelas células humanas de câncer de mama MCF7, devido a super 

expressão da HMGA1, sugerindo que essas possam influenciar o reparo do DNA 

regulando negativamente a atividade transcricional dos genes envolvidos em vários 

aspectos do reconhecimento e remoção de danos ao DNA.5 

A super expressão das proteínas HMGA é uma característica de tumores 

malignos. Ambos os genes HMGA1 e HMGA2 são amplamente expressos durante a 

embriogênese e em tecidos neoplásicos (incluindo pâncreas, da tireóide, mama, 

cólon, pulmão, ovário, do útero, próstata, carcinomas gástricos, carcinomas de 

células escamosas dos tumores orais cabeça cavidade, e pescoço), enquanto a sua 

expressão está ausente ou muito baixa em tecidos adultos.6–11 

A expressão da proteína HMGA está associada com um fenótipo altamente 

maligno. De fato, uma correlação significativa foi detectada entre os níveis elevados 

de expressão da proteína HMGA1 e a presença de metástase linfonodal e 

estadiamento clínico avançado em carcinomas de cólon.12 

A correlação entre os níveis das proteínas HMGA e o fenótipo maligno se 

tornou importante para determinar o seu papel no processo de transformação celular 

e, em particular, para investigar se o seu aumento é um fenómeno perifericamente 

associado com a transformação celular ou se tem uma relação causal com o 

fenótipo maligno. Vários estudos indicam que as proteínas HMGA têm atividades 

oncogênicas, sendo causalmente envolvidas na transformação neoplásica. Além 

disso, o bloqueio da síntese das proteínas HMGA1 por metodologias antisenso ou 

por shRNA reduz a proliferação independente de ancoragem em soft agar e 

aumenta a susceptibilidade à anoikis nas células de carcinoma pancreático e de 

pulmão.13 

O aumento da expressão de ambas as proteínas HMGA1 e HMGA2 levam à 

transformação neoplásica de vários tipos de células, crescimento celular 

independente de ancoragem e a capacidade de formar tumores primários e 

metastáticos em ratos atímicos.14 Finalmente, a super expressão destas proteínas 
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em ratos transgênicos conduz a uma elevada incidência de lipomas e linfomas de 

células NK-T/NK.15,16 

Recentemente, os microRNAs (miRNAs ou Mirs) surgiram como uma 

importante classe de pequenos RNAs endógenos que atuam como reguladores pós-

transcricionais da expressão gênica. Os miRNAs são pequenas moléculas de RNA 

com 19-22 nucleotídeos, que derivam de RNAs de fita dupla (dsRNAs). Atualmente, 

os miRNAs são uma das moléculas reguladoras mais importantes que modulam a 

expressão gênica a nível pós-transcricional, tendo como alvo mRNAs para clivagem 

direta ou pela repressão da tradução.17 

Estima-se que o genoma humano contém aproximadamente 1.000 miRNAs 

e que eles podem regular perto de 30% dos genes humanos, demonstrando assim o 

grande potencial regulatório proporcionado pelos miRNAs18–20. Um grande corpo de 

evidências sugere que os miRNAs, tendo como alvo oncogenes ou genes 

supressores de tumor, desempenham um papel importante na etiologia e 

patogênese do câncer.21 Portanto, é razoável sugerir que as proteínas HMGA1 

possam afetar a patogênese do câncer também regulando o padrão de expressão 

dos miRNAs promovendo a transformação celular. Sendo assim, analisamos o perfil 

de expressão dos miRNAs de células da tireóide normal de ratos, FRTL5, que não 

expressam as proteínas HMGA, de células FRTL5 transformadas pelo vírus do 

sarcoma murino de Kirsten (FRTL5-KiMSV) que expressam as proteínas HMGA1 e 

possuem um fenótipo altamente maligno, e de células FRTL5 transfectadas com um 

vetor que transporta o gene HMGA1 em uma orientação anti-senso, antes de serem 

infectadas com o vírus do sarcoma murino de Kirsten (FRTL5-KiMSV-HMGA1as). 

Estas células não expressam as proteínas HMGA1, mas expressam níveis 

significativos do oncogene retroviral transformado v-ras-Ki e não possuem a 

dependência de hormônios estimulantes da tireóide, mas, em contraste com as 

células não transfectadas, eles não crescem em soft agar ou formam tumores em 

ratos atímicos.14 

Esta análise mostrou que trinta miRNAs são positivamente regulados 

enquanto 11 miRNAs são negativamente regulados,  na linhagem de células FRTL5-

kiMSV em relação às células normais da tireóide. Entre esses miRNAs regulados 

pela transformação celular, existem o miR-10b, miR-21, miR-125b, miR-221 e miR-
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222 que são positivamente e miR-34a e miR-603 que são negativamente regulados, 

pela expressão da HMGA. Em seguida, concentramos nossa atenção no miR-10b e 

no miR-603, cuja expressão demonstrou-se dependente da presença das proteínas 

HMGA também em outros sistemas celulares. Relatamos que miR-10b e miR-603 

são alvos dos genes PTEN e CCND1-D2 (que codificam as proteínas cíclica D1 e 

cíclica D2), respectivamente, e são capazes de regular positiva e negativamente, a 

proliferação e a migração celular. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 
 

 

2.1 CÂNCER E ENVELHECIMENTO HUMANO 

 

Estudos epidemiológicos demonstram que o envelhecimento é um dos 

principais fatores de risco para o desenvolvimento do câncer. Além disso, no Brasil, 

com o aumento da expectativa de vida que alcançou 73,5 anos e o aumento da 

população com 65 anos ou mais, que era de 4,8% em 1991, passando a 5,9% em 

2000 e chegando a 7,4% em 2010 a incidência do câncer tende a aumentar e a 

exposição aos diferentes fatores de risco para câncer por um longo período, pode 

ser uma explicação de porque o câncer é mais frequente em indivíduos idosos.22 

O câncer é um processo multifatorial e envolve interações entre mecanismos 

moleculares, celulares e sistêmicos, sendo caracterizado por uma proliferação 

anormal de células que invadem os tecidos e órgãos, podendo espalhar-se para 

outras regiões do organismo formando as metástases. Pode ser causado por fatores 

ambientais (tabagismo, radiação, agentes químicos e infecções do organismo) ou 

por fatores internos (mutações herdadas, condições imunes e mutações decorrentes 

do metabolismo) que são na maioria das vezes pré-determinados geneticamente. 

Tais fatores podem agir simultânea ou isoladamente promovendo o inicio da 

carcinogênese. 23 

A nível celular, a carcinogênese pode ser vista como um processo múltiplo 

envolvendo seleção de células e mutações que geram um aumento na capacidade 

de proliferação, sobrevivência, invasão e metástase. É definido de forma conceitual, 

como sendo um processo através do qual as células normais transformam-se em 

células tumorais. As células cancerosas fogem dos controles proliferativos e criam 

seus próprios controles. Todo esse mecanismo complexo é coordenado por genes. 

Portanto o mecanismo da tumoriogênese é resultado de uma série de alterações dos 

genes que atuam direta ou indiretamente no controle do ciclo celular. 24,25 
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O processo de carcinogênese divide-se basicamente em 3 etapas, iniciação, 

promoção e progressão, como pode ser observado a seguir na figura 1. 

 

 
Fonte: INCA (2002, p. 58) 

Figura 1.  Diagrama esquemático dos processos envolvidos na carcinogênese. 

 

As alterações genéticas que promovem o desenvolvimento de câncer 

ocorrem em duas classes de genes reguladores do crescimento, que estão 

presentes em células normais: os proto-oncogenes são parte normal e essencial do 

nosso material genético que pertencem a um grupo de genes relacionados ao 

crescimento e divisão celular. Na verdade são mudanças nestes genes que podem 

levar ao desenvolvimento do câncer, eles podem se tornar oncogenes, isto é 

desencadear a formação de tumores resultado de mutações, deleções, inserções ou 

super expressão. E os genes supressores de tumor, são inibidores de processos 

que levam à divisão celular, à proliferação que de alguma forma, regulam a 

diferenciação celular e induzem a morte celular programada quando há erros 

mutacionais. Alterações nestes genes podem provocar desenvolvimento de células 

com crescimento descontrolado.  

Os genes supressores de tumor codificam proteínas que inibem a divisão 

celular. O primeiro gene supressor de tumor descrito foi o Rb o qual está localizado 
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no locus 13q14 e está associado ao desenvolvimento do retinoblastoma, que afeta 

aproximadamente 1 em 20.000 crianças em todo mundo.  

O p53 é o gene supressor de tumor mais frequentemente alterado em 

cânceres humanos. Alterações nestes genes são encontradas em aproximadamente 

70% dos cânceres de cólon, em 30 a 50% dos cânceres de mama e em 50% dos 

cânceres de pulmão. Atualmente este gene é reconhecido como o gene que regula a 

transição da fase G1 para S do ciclo celular. Sempre que forem detectados danos ao 

DNA o gene p53 tem o papel de suprimir a progressão do ciclo celular e a replicação 

do DNA. Assim, é capaz de monitorar o acúmulo de danos ao DNA, estendendo o 

período de transição para permitir que o dano seja reparado antes da sua fixação no 

genoma durante a replicação ou conduzindo as células a apoptose se o dano for 

irreparável. Assim, este gene não previne a ocorrência de um tipo de tumor em 

particular, como no caso de outros genes supressores de tumor, mas sim atua como 

supressor da tumoriogênese. 26  

Além dos tumores epiteliais, mutações no p53 têm sido encontradas em 

leucemias, linfomas, sarcomas e tumores neurogênicos. Alguns dos genes 

supressores de tumor envolvidos no desenvolvimento de cânceres humanos estão 

listados na tabela a seguir.  
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Tabela 1 . Alguns genes supressores de tumor em humanos 
 

Fonte: Bases moleculares da biologia, da genética e da farmacologia, 2008. 

 

A identificação dos produtos de proto-oncogenes e de genes supressores de 

tumor envolvidos no controle do ciclo celular possibilitou novos entendimentos de 

como a ativação de oncogenes ou a perda de genes supressores de tumor podem 

levar ao crescimento desordenado e constituição genética anormal das células 27. 

Alguns dos principais oncogenes e seus produtos estão representados na tabela a 

seguir: 

Gene Tumor Produto do Gene 

Rb-1 

 

 

Retinoblastoma; 
osteosarcoma; carcinoma 
de duto de mama; 
carcinoma de pulmão 

Proteína que liga DNA, 
possível regulador de 
transcrição 

p53 Astrocitoma; carcinoma de 
mama, cólon, pulmão e 
tireóide; osteossarcoma; e 
outros 

Fator de transcrição 
(proteína que se liga a 
uma região especifica do 
DNA) 

WT-1 Tumor de Wilms, 
rabdomiossarcoma, 
carcinoma mamário e de 
pulmão; hepatoblastoma 

Proteína que liga DNA, 
possível regulador de 
transcrição 

DCC Carcinoma de cólon Receptor de superfície 
celular 

NF1 Neurofibroma tipo 1 Interage com a proteína 
ras, induz hidrolise do 
GTP 

APC Carcinoma colorretal; 
polipose adenomatosa 
familial 

Proteína citoplasmática 

FAP Carcinoma de cólon  

MEN-1 Tumores de paratireóide, 
pâncreas, hipófise e córtex 
adrenal 

 

MLM Melanoma familial  
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Tabela 2 . Alguns oncogenes em tumores humanos 

Gene Tumor  Produto de Gene  

Abl Leucemia mielóide crônica 
e linfocítica aguda 

Tirosina quinase 

bcl-1 Linfomas de células B e 
mielomas múltiplos 

Ciclina D1 

bcl-2 Linfomas indiferenciados e 
foliculares 

Proteína de membrana 
citoplasmática 

bcl-3 Leucemias linfocíticas 
crônica de células B 

Fator de transcrição 

erb-B1 Carcinoma de células 
escamosas; astrocitoma 

Receptor de fator de 
crescimento 

neu/erb-B2 Carcinoma de mama, 
ovário e estômago 

Receptor de superfície 
para fator de crescimento 

Gip Carcinoma de ovário e 
glândula adrenal 

 

Gli Gliobastoma  
Gsp Adenoma de hipófise; 

carcinoma de tireóide 
GDP/GTP transdutor de 
sinal citoplasmático 

Hst Carcinoma de estômago Fator de crescimento 
Myc Linfoma de Burkitt; 

carcinoma de pulmão, 
mama e colo uterino 

Fator de transcrição 
celular 

L-myc Carcinoma de células 
pequenas de pulmão 

Fator de transcrição 
celular 

N-myc Neuroblastoma; carcinoma 
de pulmão 

Fator de transcrição 
celular 

Raf Carcinoma de estômago Serina/treonina quinase 
citoplasmática 

Ha-ras Carcinoma de bexiga, 
cólon, pulmão e pâncreas; 
melanoma 

Proteína ligante de 
GDP/GTP 

Ki-ras Leucemia mielóide aguda 
e linfoblástica; carcinoma 
de tireóide; melanoma 

Transdutor de sinal 

N-ras Carcinoma de trato 
geniturinário e tireóide; 
melanoma 

Transdutor de sinal 

Ret Carcinoma de tireóide Receptor de superfície 
celular 

K-sam Carcinoma de estômago  
Sis Astrocitoma  
Src Carcinoma de cólon  
Trk Carcinoma de tireóide Receptor de fator de 

crescimento 
jun, fos Vários tipos de tumores Fator de transcrição 

Fonte: Bases moleculares da biologia, da genética e da farmacologia, 2008. 
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Ainda que todos os tipos de câncer sejam causados por alterações nos 

genes responsáveis pelo controle do crescimento e divisão celular, isto não significa 

que seja hereditário, estima-se que apenas entre 5 e 10% de todos os casos de 

câncer são consequência de alterações genéticas hereditárias, ou seja, 

transmissível de pais para filhos, sendo o restante causado principalmente por dano 

(mutações) aos genes que são adquiridos durante a vida.23  

 

2.2 EPIDEMIOLOGIA DO CÂNCER 

 

O câncer vem se mantendo como uma das principais causas de morte no 

mundo, e se tornou um dos mais importantes problemas de saúde pública mundial. 

É responsável por mais de seis milhões de óbitos a cada ano, representando cerca 

de 12% de todas as causas de morte no mundo. 29 

O número de casos de câncer no mundo deverá aumentar em 75% até 

2030, segundo um estudo realizado Agência Internacional de Pesquisa em Câncer 

(IARC, na sigla em inglês), órgão ligado à Organização Mundial da Saúde 

(OMS)30,31. Segundo a pesquisa, essa taxa pode ser ainda mais alta e chegar a 90% 

em países mais pobres. Este estudo foi baseado no registro de novos casos de 

câncer em 184 países no ano de 2008 e fizeram uma projeção da doença para 

2030, quando a população mundial deverá estar mais numerosa e com um maior 

número de idosos. De acordo com o artigo, enquanto 12,7 milhões de pessoas 

tiveram câncer em 2008, 22,2 milhões de indivíduos em todo o mundo deverão 

receber o diagnóstico da doença em 2030. Segundo os autores, os tipos de câncer 

que serão mais prevalentes nos próximos anos vão variar de acordo com cada país. 

Em nações em desenvolvimento ou desenvolvidas como Estados Unidos, Brasil, 

Rússia e Reino Unido, por exemplo, o número de cânceres relacionados à 

obesidade, como o de mama e o colorretal, e ao tabagismo, especialmente o de 

pulmão, deverá crescer.30,31  

Outro estudo realizado recentemente utilizou o índice de desenvolvimento 

humano (IDH), (um índice composto de expectativa de vida, educação e produto 

interno bruto per capita) para caracterizar aspectos da incidência do câncer de 
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acordo com o nível de recurso e grau de desenvolvimento social, bem como as 

tendências para um cenário futuro. Na figura 2 pode-se observar a relação entre os 

diferentes tipos de câncer e o nível do IDH. Esses dados refletem no impacto que o 

câncer tem causado na população mundial e alertam para a tendência do aumento 

do número de casos em todo o mundo.31 Sendo assim, o desenvolvimento de 

medidas de diagnóstico precoce é de extrema importância para reverter este 

panorama. 

 

 
Figura 2. Distribuição dos tipos de câncer pelo índ ice de desenvolvimento humano . (A) Número 

de novos casos. (B) Risco cumulativo de incidência. (C) Número de mortes. (D) Risco 
cumulativo de morte. Fonte: Bray et al, 2012. 
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2.3 CÂNCER DE TIREÓIDE 

 

Os tumores da tireóide são a malignidade mais comum no sistema endócrino 

e as taxas de incidência têm aumentado nas últimas décadas. Em 2008, 

aproximadamente 37.000 novos casos foram diagnosticados nos Estados  

Unidos.31–33 

O carcinoma indiferenciado de tireóide incide entre 10 a 15% das neoplasias 

tireoidianas malignas. Na maioria dos países, as taxas de incidência vêm mostrando 

um padrão de crescimento lento, porém contínuo (cerca de 1% ao ano) durante as 

últimas décadas. Para o Brasil, segundo as estimativas do INCA sobre incidência de 

câncer em 2012, estimam-se 10.590 casos novos de câncer da tireóide, com um 

risco estimado de 11 casos a cada 100 mil mulheres. O câncer da tireóide em 

mulheres é o terceiro mais incidente na região Norte (7/100 mil). Nas regiões 

Sudeste (15/100 mil) e Nordeste (6/100 mil), ocupa a quarta posição e nas regiões 

Sul (10/100 mil) e Centro-Oeste (6/100 mil), a quinta e sexta posições, 

respectivamente.34 

Existem muitos tipos de câncer de tireóide, que possuem diferentes 

características moleculares e clínicas. O carcinoma papilar da tireóide (PTC) é o 

mais comum e representa 80% de todos os carcinomas da tireóide, o tipo folicular 

representa aproximadamente 15%, o tipo medular 3% e o anaplástico 2%, mas 

neste tipo as células tendem a crescer e se dividir muito rápidamente, sendo muito 

difícil de controlar e fazendo com que se torne um dos cânceres humanos mais 

letal.35 

Embora o câncer de tireóide não seja a malignidade de maior incidência no 

homem, muitos mecanismos moleculares são compartilhados na carcinogênese e, a 

melhor compreensão destes mecanismos, independentemente do tipo histológico e 

tecido de origem, poderão fornecer novos alvos para terapia. 

Atualmente, muitos estudos têm sido desenvolvidos para analisar o perfil de 

expressão dos miRNAs em carcinomas para avaliar seu papel no processo da 
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carcinogênese e o possível uso dos miRNAs no diagnóstico e prognóstico de 

neoplasias. 

 

2.4 PROTEÍNAS HMGA E MIRNAS 

 

O material genético presente nas células eucarióticas encontra-se 

empacotado numa estrutura conhecida como cromatina, que funciona como um 

modelo fisiológico dinâmico na regulação de vários processos nucleares, incluindo 

transcrição do DNA, replicação, reparo, mitose e apoptose.36–38 A unidade 

fundamental da cromatina é o nucleossoma que consiste em, aproximadamente, 146 

pares de bases de DNA enroladas ao redor de um octâmero central de proteínas 

conhecidas como histonas.39 As histonas são proteínas básicas pequenas que 

consistem de um domínio globular, em que o filamento de DNA se enrola, e de uma 

cauda amino-terminal flexível, que sobressai do conjunto.  

Inicialmente, as proteínas histonas foram consideradas componentes 

meramente estruturais, que reúnem uma grande quantidade de DNA genômico em 

uma estrutura que pode ser facilmente acomodada pelo núcleo das células. 

Entretanto, atualmente, são reconhecidas pelo seu envolvimento na manutenção do 

equilíbrio dinâmico da cromatina.40 

A cromatina também é constituída por um segundo tipo de proteínas 

estruturais, não-histonas, chamadas Proteínas de Grupo de Alta Mobilidade (do 

inglês High-Mobility-Group Proteins) (HMGs). As HMGs atuam como co-fatores em 

processos nucleares básicos como a transcrição gênica, ligando-se à cromatina de 

forma reversível para alterar sua conformação e possibilitar ou facilitar a ação 

cooperativa com outras proteínas/enzimas que executam os referidos processos 

celulares de forma mais direta.41 As proteínas de grupo de alta mobilidade A 

(HMGA) são uma família composta por quatro proteínas: HMGA1a, HMGA1b, 

HMGA1c e HMGA2 (anteriormente conhecidas como HMGI, HMGY, HMG-I/R e 

HMGI-C, respectivamente). Elas são codificadas por dois genes distintos HMGA1a e 

HMGA1b. Estas proteínas ligam-se ao sulco das regiões de DNA ricas em A-T. Seu 

domínio de ligação com o DNA está localizado na região N-terminal da proteína e 
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contêm três repetições curtas de bases, os chamados "ganchos-AT” (AT-Hook).42 As 

proteínas HMGA não têm atividade transcricional, per se, no entanto, interagindo 

com a maquinaria de transcrição alteram a estrutura da cromatina e, assim, regulam, 

positiva ou negativamente, a atividade transcricional de vários genes.43,44 Em células 

e tecidos normais os níveis das proteínas HMGA estão baixos ou ausentes. Em 

contraste, em células neoplasicamente transformadas, bem como em células 

embrionárias, a expressão constitutiva das proteínas HMGA é excepcionalmente 

alta. Sua super expressão está associada principalmente com um fenótipo altamente 

maligno, e também representa um índice de mal prognóstico e frequentemente se 

correlaciona com a presença de metástase, e com uma sobrevida reduzida.12  

Vários estudos demonstram que as proteínas HMGA desempenham um 

papel crucial na transformação neoplásica. O bloqueio da síntese de HMGA em 

camundongos impede a transformação das células da tireóide por retrovírus 

murinos. Igualmente, um adenovírus portador do gene HMGA1 na orientação anti-

senso induz a morte celular por apoptose em linhagens celulares humanas de 

carcinoma anaplásico de tireóide, mas não nas células normais da tireóide.45–47  

Uma propriedade importante e quase única das proteínas HMGA é que elas 

podem interagir diretamente com um número extraordinariamente elevado de fatores 

de transcrição, utilizando mais de uma interação proteína-proteína. Esses 

determinantes fornecem as proteínas HMGA um número notável de pontos de 

controle para regular a expressão de um grande número de genes-alvo. Os 

mecanismos de ação das proteínas HMGA estão representados na figura 3 a seguir: 
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Figura 3. Mecanismo de ação das proteínas HMGA . A) Interagem com o DNA e com 
fatores transcricionais, gerando uma multiproteína ligada ao DNA. B) Interações 
proteína-proteína. c) Alteram a estrutura da cromatina. Fonte: Fusco A e Fedele M, 
2007. 

 

A síntese das proteínas HMGA é regulada pelos miRNAs, no entanto as 

proteínas HMGA também podem regular a expressão dos miRNAs. Foi descoberto 

que a HMGA1 regula positivamente o miR-181 em células MCF7.48 Este resultado 

parece coerente com dados publicados anteriormente que mostram o aumento da 

expressão do miR-181 em diversas neoplasias malignas. 49,50  

Além disso, o miR-181 regula negativamente a expressão do gene Polycomb 

CBX7 (genes que codificam uma família de proteínas de remodelamento da 

cromatina) para o qual a perda da expressão se correlaciona com um pior 

prognóstico dos pacientes com câncer de cólon.50 Portanto, além destes 

mecanismos de regulação discutidos acima, as proteínas HMGA podem regular a 

expressão dos genes com um papel crucial na carcinogênese, modulando a 

expressão dos miRNAs. Sendo assim é razoável supor que as proteínas HMGA1 

estão envolvidas na regulação do câncer através da expressão dos miRNA. 

Os miRNAs constituem uma classe de pequenos RNAs endógenos que 

regulam a expressão gênica. São uma abundante classe de genes regulatórios em 



R evisão da L iteratura 

 

28 

organismos multicelulares e modulam a expressão de muitos genes que codificam 

proteínas.17 A maioria dos miRNAs identificados são altamente conservados 

evolutivamente entre muitas espécies distantemente relacionadas (incluindo 

invertebrados, vertebrados e plantas), sugerindo que os miRNAs desempenham um 

papel importante em processos biológicos essenciais, incluindo o tempo de 

desenvolvimento, regulação do ciclo celular, diferenciação, sinalização, 

envelhecimento e câncer.43 

Até hoje todos os tipos de tumores analisados por perfis de miRNAs 

demonstraram perfis significativamente diferentes (para amadurecimento e/ou 

precursores de miRNAs) em comparação com as células normais do mesmo tecido. 

Além disso, evidências recentes indicam que os miRNAs podem ser considerados 

colaboradores na oncogênese e que eles podem participar como supressores 

tumorais clássicos ou como oncogenes.21  

Os miR-221/222, super-regulados na tireóide e no câncer de próstata, 

demonstraram ter como alvo a proteína p27 (regulador negativo crítico do ciclo 

celular), e os camundongos que super expressam o mir-155 nas células 

desenvolveram proliferação de células pré-B pré-leucemicas policlonais, seguido de 

malignidade de células B.51 Portanto, dada a importância dos miRNAs na regulação 

gênica e no processo de carcinogênese, investigamos como a super expressão das 

proteínas HMGA1 pode contribuir para a transformação celular regulando o padrão 

de expressão dos miRNAs. 
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3 OBJETIVOS 

 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Identificar e caracterizar os alvos da HMGA que desempenham um papel 

fundamental na tumorigênese.  

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1. Caracterizar os níveis de expressão das proteínas HMGA nas células 

tumorais e suas modificações pós-transcricionais. 

2. Analisar o perfil de expressão dos miRNAs em  células de tireóide 

transformadas que expressam ou não as proteínas HMGA1. 

3. Avaliaros peris de expressão dos miRNAs regulados pelas proteínas HMGA1 

no processo de transformação celular. 
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4 METODOLOGIA 
 

 

4.1 MIRNACHIP MICROARRAY  

 

RNAs marcados, hibridização ao miRNA microarray e as análises do 

microarray foram realizadas como previamente descrito.52 

 

4.2 EXTRAÇÃO DE RNA E RT-PCR 

 

O RNA total foi isolado das células utilizando Trizol (Invitrogen, Carlsbad, California, 

USA), de acordo com as instruções do fabricante. Aproximadamente, 1 µg de RNA 

de cada amostra foi reversamente transcrito com o kit de transcrição reversa 

miScript (Qiagen). A qRT-PCR para os miRNAs maduros foi realizada com o kit 

miScript, um kit específico para quantificação e análise dos perfis de miRNAs. As 

análises qRT-PCR para CCND1, CCND2 e PTEN foram realizadas como 

previamente descritas.53 Cada reação foi realizada em triplicata. Para calcular os 

níveis de expressão relativa foi empregado o método 2-∆∆CT.54 Os primers utilizados 

estão descritos no material suplementar em anexo. 

 

4.3 LINHAGENS CELULARES E TRANSFECÇÕES 

 

As células FRTL5 foram cultivadas em meio Coon’s F12 suplementado com 

5% de soro e fatores de crescimento. As células FRO (linhagem humana de câncer 

da tireóide) foram cultivadas em DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino 

(FBS). Para a transfecção com os oligonucleotídeos, as células foram transfectadas 
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com 50 nmol/mL de pré-miRNA ou com os controles usando o reagente de 

transfecção siPORT Neo-FX™(Ambion), de acordo com o protocolo do fabricante. 

Para a transfecção dos plasmídeos recombinantes p-miRNA, as células 

foram transfectadas com 5 µg de p-miRNA precursores expressando vetores 

carregando miR-10b e miR-603 ou os controles (SBI System Biosciences, Mountain 

View, CA), usando lipofectamina 2000 (Invitrogen), de acordo com as instruções do 

fabricante. 

 

4.4 ENSAIO DE IMUNOPRECIPITAÇÃO DA CROMATINA 

 

As células FRTL5-KiMSV foram processadas para os experimentos de 

imunoprecipitação da cromatina (ChIP) conforme descrito.55 As amostras foram 

submetidas à imunoprecipitação com anticorpos específicos anti-HMGA1 e HMGA2. 

Os primers utilizados estão descritos no material suplementar em anexo. 

 

4.5 PLASMÍDEOS E CONSTRUTOS 

 

A região 3’-UTR da CCND1 e CCND2, incluindo os sítios de ligação para o 

miR-603 e a região 3’-UTR do PTEN, incluindo os sítios de ligação do miR-10b 

foram amplificadas por PCR utilizando os primers descritos no material suplementar 

em anexo. Os fragmentos amplificados foram clonados no vetor pGL3-Control Firefly 

luciferase (Promega, Madison, WI, USA) no sítio de ligação de XbaI, imediatamente 

downstream ao códon de terminação do gene da luciferase. O vetor Renilla 

luciferase (pRL-CMV) foi adquirido da Promega (Madison, WI, USA). 

 

4.6 EXTRAÇÃO DE PROTEÍNAS, WESTERN BLOTTING E ANTICORPOS 

 

As análises pelo método de western blotting foram realizadas como 

previamente descrito49 e as membranas foram incubadas com anticorpos anti-
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CCND1(sc-F18, Santa Cruz), CCND2 (sc-181 Santa Cruz), PTEN (sc-7974, Santa 

Cruz) e γ-tubulina (sc-8035, Santa Cruz). 

 

4.7 ENSAIO DE LUCIFERASE 

 

Para os experimentos de luciferase repórter, as células FRTL5 foram co-

transfectadas usando siPORT com o vetor de luciferase (200 ng), com o plasmídeo 

Renilla luciferase reporter (pRL-CMV; Promega) (20 ng) e com os oligonucleotídeos 

miRNA (50 nmol/mL). A atividade da Renilla e da luciferase foram avaliadas 48 

horas após a transfecção através do sistema Dual-Luciferase Reporter Assay 

System (Promega, Madison, WI, USA). A atividade da luciferase foi normalizada com 

a atividade de Renilla como controle da eficiência de transfecção. 

  

4.8 CURVAS DE CRESCIMENTO 

  

Para a realização das curvas de crescimento, as células FRTL5 e FRO 

foram plaqueadas em placas de 12 poços e transfectadas com 50 nmol/mL de pré-

miRNA precursor ou com o controle (Ambion, Austin,TX), usando siPORT neoFX. O 

número de células foi contado 24, 48, 72 e 96 horas após a transfecção. 

 

4.9 ENSAIO DE FORMAÇÃO DE COLÔNIAS  

 

Para o ensaio de formação de colônias, as células FRTL5 foram 

transfectadas com 5 µg de precursores do miR-10b e miR-603 (SBI System 

Biosciences), ou com o vetor controle, contendo um gene de resistência a 

neomicina. As células transfectadas foram selecionadas usando 1 mg/mL de 

neomicina diluída no meio de cultura. Após 15 dias, as células foram fixadas e 

coradas com 0.1% de cristal violeta e 20% de metanol e as colônias resultantes 

foram contadas. 
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4.10 CITOMETRIA DE FLUXO  

 

Depois de tripsinizadas, as células foram lavadas uma vez com PBS e 

fixadas em etanol 70% por 24 horas. A coloração para o conteúdo de DNA foi 

realizada com 2 µg/ml de iodeto de propídeo e 20 µg/ml de RNase A por 30 minutos. 

Para a detecção da marcação do DNA foi empregada a técnica de citometria de 

fluxo com o equipamento FACScan (Becton Dickinson, San Jose, CA) com interface 

com computador Hewlett-Packard (Palo Alto, CA). Os dados do ciclo celular foram 

analisados com o programa CELL-FIT (Becton Dickinson). 

 

4.11 ENSAIO DE CICATRIZAÇÃO DE FERIDAS  

 

Para o ensaio de cicatrização das feridas, as células foram plaqueadas em 

placas de 60 mm. Após as células atingirem confluência, as feridas foram 

produzidas com o auxilio de uma ponteira (p1000) estéril. As células foram lavadas 

com PBS e foi adicionado meio de cultura, as áreas com as feridas foram marcadas 

e cultivadas em meio DMEM (contendo 10% de soro fetal bovino) em atmosfera 

úmida a 37°C com 5% de CO 2. A distância de migração das células foi avaliada com 

o auxílio de um microscópio de contraste de fase em diferentes tempos. 

 

4.12 ÉTICA 

 

O projeto foi submetido e aprovado pela Comissão Científica do Instituto de 

Geriatria e Gerontologia (IGG) e pelo Comitê de Ética em Pesquisa da PUCRS 

(CEP) (ANEXO 1).  
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 5 RESULTADOS 
 

 

5.1 PERFIL DE EXPRESSÃO DOS MIRNAS DE CÉLULAS DE TIREÓIDE NORMAL 
E TRANSFORMADAS 

 

O perfil de expressão dos miRNAs nas células FRTL5 (células normais de 

tireóide de rato), FRTL5-KiMSV (células de tireóide de ratos transformadas com o 

vírus murino do sarcoma de Kirsten, expressando as proteínas HMGA1) e FRTL5-

KiMSV-HMGA1as (células da tireóide de rato que não expressam HMGA1) foi 

determinado pela análise do miRNACHIP microarray.  

Aplicando as análises estatísticas (ANOVA), obtivemos uma lista de miRNAs 

diferentemente expressos (p<0,05) nas diferentes linhagens celulares analisadas. 

Trinta miRNAs encontravam-se super expressos duas vezes ou mais nas células 

FRTL5-KiMSV quando comparadas com as células de tireóide normais (Tabela 3). 

Onze miRNAs apresentaram expressão reduzida nas células FRTL5-KiMSV 

aproximadamente de duas vezes, em comparação com as células não infectadas 

(Tabela 4).  
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Tabela 3 . miRNAs positivamente regulados nas células FRTL5-ki vs FRTL5. 

 FRTL5* FRTL5-Ki*  FRTL5-Ki -HMGA1as* Unique id  

1 280.1031015 1595.9298702 58.5380234 miR-211 

2 73.5939709 1946.3039316 58.5380234 miR-221 

3 408.6431883 2151.2743109 234.4708541 miR-222 

4 681.9879092 862.8705086 575.8666445 miR-135a 

5 60.8792876 886.1772341 79.0067003 miR-10b 

6 822.2648124 1034.9552875 575.5817842 miR-125a-5p 

7 58.5380234 554.0564711 366.4643405 miR-181c 

8 2345.2757725 16663.5795702 864.8471708 miR-125b 

9 438.3500082 2146.5560831 1915.0423375 miR-296-3p 

10 697.1044181 1644.0562633 1302.4911182 miR-139-3p 

11 707.4409641 1999.457069 799.0544053 miR-181a-2* 

12 372.1153502 1076.8152751 804.0368436 miR-136 

13 946.7022302 1690.4004014 909.1057362 miR-24 

14 76.6874006 221.7257964 191.3959116 miR-30c-1* 

15 5219.2525397 10419.5983292 1680.5467998 miR-23a 

16 58.5380234 264.1678294 58.5380234 miR-21 

17 73.1195679 244.4214859 193.946408 miR-99a 

18 154.337559 390.0188225 58.2088773 miR-25 

19 218.424279 1612.9996976 739.5993112 miR-10a 

20 675.7057813 983.1501574 722.1672157 miR-31 

21 128.866498 443.7987304 120.7775502 miR-29b 

22 71.0230958 357.9657789 250.3728592 miR-345 

23 643.7278191 781.2730488 191.9130308 miR-191* 

24 68.4715993 256.4252354 83.0545357 miR-19a 

25 2817.59766 6045.0485854 3805.9202533 miR-92a 

26 79.9056953 238.4870808 168.9075747 miR-154 

27 1055.6938719 1515.2413967 1056.8644699 miR-219-2-3p 

28 110.8374531 842.301297 703.1372825 miR-548a-3p 

27 161.2776146 900.4412948 82.6132426 miR-563 

30 346.4019254 747.2039031 557.4334893 let-7e 

Note: * os valores indicam a média geométrica das intensidades de fluorescência.  
Genes com significância de 0,05 no teste univariado. 
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Tabela 4.  miRNAs negativamente regulados nas células FRTL5-ki vs FRTL5. 

 FRTL5* FRTL5-Ki*   FRTL5-Ki -HMGA1as * Unique id  

1 1599.7312207 668.3778225 731.0884692 miR-129-3p 

2 1118.3268735 653.3083176 912.8465266 miR-595 

3 1894.213173 1055.631416 1367.2495312 miR-191 

4 2863.5463995 1926.8172024 3211.5447107 miR-589 

5 133.3676227 76.488397 295.5620751 miR-583 

6 1448.953761 1041.4575446 1346.3562923 miR-370 

7 20378.1155961 15386.6688822 26007.4430165 miR-766 

8 11095.946331 5272.941518 6396.9011842 miR-133b 

9 90.8431762 58.5380234 90.9180302 miR-660 

10 149.7864931 58.5380234 160.050953 miR-603 

11 291.5533059 91.1295579 103.2299827 miR-34a 

Note: * os valores indicam a média geométrica das intensidades de fluorescência 
Genes com significância de 0,05 no teste univariado. 
 

 

Entre estes genes regulados pela transformação celular, o miR-10b, miR-21, 

miR-125b, miR-221 and miR-222 demonstraram-se positivamente regulados 

enquanto o miR-34a e o miR-603 encontravam-se negativamente regulados pela 

expressão de HMGA. Subsequentemente, os resultados obtidos por meio do 

miRNACHIP foram validados, avaliando a expressão dos miRs 10b, 21, 125b, 221, 

222, 603 e 34a utilizando a técnica de RT-PCR (figura 4). 
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Figura 4. Validação do microarray por RT-PCR . Análise através de qRT-PCR do miR-10b, miR-
221, miR-222, miR-125b, miR-21, miR-603 e miR-34a foi realizada em células FRTL5, 
FRTL5-KiMSV e FRTL5-KiMSV-HMGA1as. Os valores de expressão indicam a alteração 
relativa nos níveis de expressão entre FRTL5 e FRTL5-KiMSV, assumindo que o valor 
médio das amostras normais era igual a 1. 

 

Após investigamos se a dependência da expressão de HMGA de alguns 

miRNAs era restrita às células de tireóide transformadas ou se era um evento mais 

geral, analisando sua expressão em uma linhagem de células de câncer de mama 

(MCF7), transfectadas com HMGA1 (MCF7-HMGA1) ou wild type, e em fibroblastos 

embrionários de camundongos (MEFs) null para hmga1 com seu controle wild type. 

Como mostra a figura 5, o miR-10b era muito mais expresso em MCF7-

HMGA1 em relação seu controle MCF7 wild type e menos expresso em MEFs null 

para hmga1 em comparação com seu controle wild type. Já o miR-603 apresentou o 

comportamento contrário, sendo menos expresso em MCF7-HMGA1 e em MEFs 

wild type em comparação com MCF wild type e MEFs hmga null. Contrariamente o 
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miR-21, miR-125b, miR-221, miR-222 e o miR-34a não apresentaram diferenças 

significativas em MEFs ou MCF7, com ou sem expressão das proteínas HMGA.  

Com base nesses dados, as investigações foram direcionadas para os miR-

10b e miR-603 pois sua expressão é seguramente, dependente das proteínas 

HMGA em mais de um sistema celular. 

 
Figura 5.  Expressão do miR-10b e miR-603 em células MCF-7 tra nsfectadas com HMGA1 e 

MCF7 wild type e MEFs hmga1-/- e wild type. Os valores de expressão indicam a 
mudança relativa nos níveis de expressão entre MEF wild type e MEF hmga1-/-, MCF7 wild 
type e MCF7-HMGA1, assumindo que o valor médio das amostras wild type era igual a 1. 
Cada barra representa a média ± e.p. a partir de três experimentos independentes 
realizados em triplicata. 

 

5.2 AS PROTEÍNAS HMGA1 SE LIGAM À REGIÃO UPSTREAM DO MIR-10B E DO 
MIR-603  

 

Foi investigado se as proteínas HMGA1 se ligam diretamente às regiões 

reguladoras do miR-10b e do miR-603. Considerando que as proteínas HMGA se 

ligam ao DNA nas regiões ricas em A-T, por meio dos seus domínios “AT-hooks”,42,43 

procuramos a presença de sítios de ligação para HMGA1 em uma região de 2.000 

pb upstream ao miR-10b e do miR-603. Para isso, foi empregado o ensaio de 
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imunoprecipitação da cromatina (ChIP) para determinar se as proteínas HMGA1 

poderiam se ligar a estas sequências. Com este objetivo a cromatina de células 

FRTL5-KiMSV foi imunoprecipitada com anticorpos anti-HMGA1 e anti-HMGA2. O 

DNA imunoprecipitado foi então analisado por meio da técnica da PCR semi-

quantitativa usando primers (descritos no material suplememntar em anexo) que 

cobrem todos os sítios de ligação.  

Foi observada uma amplificação da região correspondente a região 

upstream do miR-10b e do miR-603 nas células FRTL5-KiMSV imunoprecipitadas 

com anticorpos anti-HMGA1 e HMGA2, nenhuma amplificação foi detectada nos 

controles negativos (figura 6). Isto demonstra que a ligação é especifica para a 

região upstream do miR-10b e do miR-603. Portanto, estes resultados indicam que 

as proteínas HMGA1 e HMGA2 são capazes de se ligar in vivo a região localizada 

upstream do miR-10b e do miR-603 que provavelmente tem funções reguladoras. 

 

Figura 6. HMGA1 e HMGA2 se ligam a região upstream do miR-10b e do miR-603 . A cromatina 
das células FRTL5-KiMSV foi imunoprecipitada com anticorpos anti-HMGA1 and anti-
HMGA2 e analisada por PCR. O Input e o DNA imunoprecipitado foram analisados por 
PCR usando primers específicos para a região upstream do miR-10b e do miR-603. 
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5.3 CCND1 E CCND2 SÃO ALVOS DO MIR-603 

 

Uma vez que os miRNAs são capazes de modular a expressão do gene 

tendo como alvo mRNAs, utilizamos ferramentas de bioinformática (Target Scan, 

mirGen e Miranda) para procurar por alvos do miR-603. Foram encontrados muitos 

alvos envolvidos em diversos processos biológicos, mas este estudo dedicou-se a 

ciclina D1 (CCND1) que têm sido mencionada como um gene chave que controla o 

ciclo celular e frequentemente, encontra-se super expresso em células cancerosas, 

contribuindo para a proliferação e migração celular, e ao gene da ciclina D2 

(CCND2) que tem um papel muito importante na transição G1/S do ciclo celular.57 

Os locais que correspondem à “sequência semente” do miR-603 foram 

previstos para ambas as sequências 3'UTR destes genes (Figura 7A). Para validar a 

influência do miR-603 sobre os alvos, os oligonucleotídeos de pré-miR-603 foram 

transfectados em células FRTL5, os níveis das proteínas CCND1 e CCND2 

produzidas foi determinado pelo método de western blotting. Após a transfecção 

com o miR-603, foi observada uma redução evidente nos níveis das proteínas 

CCND1 e CCND2 quando comparado com o controle (Figura 7B). Nenhuma 

alteração nos níveis de mRNA CCND1 e CCND2 foram  detectados após a 

transfecção com miR-603 em relação ao controle ou com as células não 

transfectadas (Figura 7C). Este resultado valida uma regulação pós-transcricional 

das proteínas CCND1 e CCND2 pelo miR-603 e exclui seu papel na degradação do 

mRNA de CCND1 e CCND2.  

Para demonstrar que a interação direta entre os miRNAs analisados e os 

mRNAs da CCND1 e CCND2 foi responsável pela redução do nível de proteína, a 

região 3'-UTR de CCND1 e CCND2 incluindo os sítios de ligação do miR-603 foi 

inserida abaixo da região da ORF da luciferase. A atividade da luciferase foi medida 

após 48 horas, e foi significativamente reduzida após a transfecção com miR-603 em 

comparação com o controle ou com as células não transfectadas (Figura 7D), 

indicando que a redução da expressão das proteínas CCND1 e CCND2 pelo miR-

603 é dependente da sua de ligação direta à região 3'-UTR. 
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Figura 7. CCND1 e da CCND2 são alvos do miR-603 . (A) Representação esquemática das regiões 

3'-UTR do gene CCND1 e CCND2 alvos do miR-603. (B) Western blotting dos níveis da 
proteína ciclina D1 em células FRTL5 transfectadas com miR-603 e com o controle (painel 
da esquerda) e análise de Western blotting dos níveis da proteína CCND2 em células 
FRTL5 transfectadas com o miR-603 e com o controle (painel da direita). A expressão da γ 
-tubulina foi usada como controle. A análise densitométrica foi realizada usando software 
ImageJ e normalizando a γ -tubulina. (C) Análise qRT-PCR do mRNA da CCND1 (painel 
da esquerda) e da CCND2 (painel da direita). Os valores de expressão relativas indicam a 
alteração nos níveis de expressão do mRNA da CCND1 e da CCND2 entre células 
tratadas com miRNAs ou não tratadas em comparação com controle, e normalizadas com  
G6PD. (D) Atividade relativa da luciferase em células FRTL5 transfectadas 
transientemente com Luc-CCND1-3'UTR (painel da esquerda) ou Luc-CCND2-3'UTR 
(painel da direita) em comparação com o controle ou com as células não transfectadas.  
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5.4 PTEN É ALVO DO MIR-10b 

 

Também para o miR-10b as análises bioinformáticas previram diferentes 

alvos, no entanto, alguns deles já haviam sido validados em estudos prévios.58,59 

Entre os genes alvos encontrados, o gene PTEN foi investigado no presente estudo. 

O PTEN é um importante supressor tumoral, cuja expressão é frequentemente 

alterada em uma ampla gama de cânceres humanos. 60 Entretanto estudos recentes 

demonstraram que as alterações sutis nos níveis de PTEN podem levar a iniciação e 

progressão do tumor in vivo.61–63 Além disso, o PTEN parece ser regulado por 

muitos miRNAs.64 

Para avaliar a influência do miR-10b na síntese da proteína PTEN, as 

células FRTL5 foram transfectadas com oligonucleotídeos pre-miR-10b, e 

procuramos por mudanças nos níveis da proteínas PTEN através do método de 

western blotting. A introdução do miR-10b nas células FRTL5 reduziu os níveis da 

proteína PTEN quando comparada as células transfectadas com o controle (figura 

8B). A análise dos níveis de mRNA de PTEN após a transfecção com miR-10b não 

demonstrou mudanças significativas em relação ao controle ou as células não 

transfectadas, indicando que o miR-10b regula os níveis de produção da proteína 

PTEN agindo a nível pós-transcricional (figura 8C). Finalmente, para demonstrar que 

a interação direta entre miR-10b e mRNA de PTEN foi responsável pela redução na 

produção da proteína, a região 3’-UTR de PTEN incluindo os sítios de ligação para o 

miR-10b foi inserido abaixo da ORF da luciferase. A atividade da luciferase foi 

avaliada 48 horas após e estava significativamente reduzida após a transfecção com 

miR-10b quando comparado as células transfectadas com o  controle ou as células 

não transfectadas (figura 8D), indicando que a redução nos níveis de expressão da 

proteína PTEN pelo miR-10b foi dependente da sua ligação direta a região 3’-UTR.  
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Figura 8. PTEN é alvo do miR-10b . (A) Representação esquemática da região 3'-UTR do gene 

PTEN alvo do miR-10b. (B) Western blotting da expressão da proteína PTEN em células 
FRTL5 transfectadas com miR-10b e com controle. A expressão da γ -tubulina foi usada 
como controle de carregamento. A análise densitométrica foi realizada usando software 
ImageJ e normalizando a γ -tubulina. (C) Análise qRT-PCR do mRNA de PTEN. Valores 
de expressão relativas indicam a mudança relativa nos níveis de mRNA de PTEN em 
comparação com o controle ou com as células nao-tratadas, normalizados com G6PD. (D) 
A atividade relativa da luciferase em células FRTL5 transfectadas transientemente com 
Luc-PTEN-3'UTR juntamente com miR-10b ou células não transfectadas em comparação 
com o controle. 

 

5.5 A EXPRESSÃO DO MIR-10B E DO MIR-603 AFETA A PROLIFERAÇÃO 
CELULAR DE MANEIRA ANTAGÔNICA  

 

O efeito do mir-10b e do miR-603 na proliferação celular foi investigado na 

tentativa de melhor compreender seu papel na transformação das células tireóideas. 

Para tanto, foi realizada uma curva de crescimento nas células FRTL5 não 
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transfectadas ou transientemente transfectadas com o miR-10b e o miR-603, ou com 

o controle. A figura 9A, mostra uma clara redução no número de células 96 horas 

após transfecção com o miR-603 comparado com as células não transfectadas ou 

com o controle. Contrariamente, um aumento significativo no número de células foi 

observado após a transfecção com miR-10b quando comparado com as células não 

transfectadas ou com o controle. Resultados semelhantes foram observados quando 

células de tumor anaplástico da tireóide (FRO) foram transfectadas com os mesmos 

miRNAs ou com o controle (figura 9B).  

O ensaio de formação de colônias nas células FRTL5 foi realizado após 

transfecção com vetores carrengando os precursores do miR-10b e do miR-603, ou 

com o vetor vazio, contento um gene de resistência a neomicina. Como mostra a 

figura 9C e de acordo com os resultados obtidos na curva de crescimento, as células 

transfectadas com o vetor que expressa o miR-10b produziram um maior número de 

colônias em comparação com aquelas transfectadas com o vetor vazio, enquanto as 

células transfectadas com o miR-603 geraram um menor número de colônias em 

comparação ao controle. 

Finalmente, para melhor entender os efeitos dos miRNAs analisados, na 

progressão do ciclo celular, as células FRTL5 foram transfectadas com precursores 

dos miRNAs ou com o controle e analisadas por citometria de fluxo.  

Como mostra a Figura 9D, as células transfectadas com miR-10b mostraram 

uma redução na população de células em fase G1 e um aumento na população de 

células em fase S, comparado com o controle ou com as células não transfectadas, 

enquanto as células transfectadas com miR-603 mostraram um aumento na 

população de células em G1 e uma redução no número de células em fase S. Estes 

resultados indicam que a super expressão destes miRNAs afeta a transição G1/S no 

ciclo celular. 
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Figura 9. Efeitos do miR-10B e miR-603 na prolifera ção e migração celular . (A) As curvas de 

crescimento das células FRTL5 transfectadas com o miR-10b (painel da esquerda) e miR-
603 (painel da direita) em comparação com as células não transfectadas e com o controle. 
As células foram plaqueadas em placas de 24 poços, foram utilizadas 1×104 células /poço. 
As células foram contadas a cada 24 horas durante 96 horas após o plaqueamento. O eixo 
Y representa a contagem absoluta de células viáveis. Os valores médios ± e.p. aqui 
relatados derivam de três experimentos independentes realizados em duplicata. (B) Curva 
de crescimento de células FRO transfectadas com miR-10b e miR-603 em comparação 
com as células não transfectadas ou com o controle. Os valores médios ± e.p. derivam de 
três experimentos independentes realizados em duplicata. (C) Ensaio de formação de 
colônias realizado em células FRTL5 transfectadas com um vetor expressando o miR-10b 
ou miR-603 sob o controle transcricional do promotor de CMV. O vetor vazio foi utilizado 
como controle. (D) A análise por citometria de fluxo das células FRTL5 transfectadas com 
o miR-10b e o miR-603 ou com o controle. Cada barra representa a média ± e.p. de três 
experimentos independentes realizados em triplicata. O percentual de células em cada 
fase (G1,S,G2/M, subG1) está apresentado na tabela. 
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5.6 A EXPRESSÃO DO MIR-10B E DO MIR-603 AFETA A MIGRAÇÃO CELULAR  

 

Para avaliar o papel do miR-10b e do miR-603 na migração celular foi 

realizado um ensaio de cicatrização de feridas, em células FRO estavelmente 

transfectadas com p-miR-10b e com p-miR-603. Uma diferença significativa na 

migração celular foi observada, sob microscópio de contraste de fase, 15 horas após 

a realização ferida. 

Como mostra a figura 10, o fechamento da ferida foi quase completo apos 

15 horas nas células transfectadas com o miR-10b. Contrariamente o fechamento da 

ferida ocorreu somente apos 24 horas nas células transfectadas como miR-603. 

Portanto, estes resultados demonstram que o miR-603 reduz a migração de células 

cancerosas da tireóide enquanto que o miR-10b tem um comportamento oposto, 

aumentando a migração dessas células. 

 

Figura 10. Papel do miR-10b e do miR-603 na migraçã o celular . Células FRO não transfectadas e 
transfectadas estavelmente com p-miR-10b, miR-603 ou vetor vazio foram plaqueadas em 
igual densidade em placas de seis poços e cultivadas até à confluência. Uma ferida 
uniforme foi realizada em cada cultura confluente e o fechamento da ferida foi avaliado 
sob microscópio de contraste de fase. As fotografias foram tiradas nos períodos de 0 e 15 
horas após a transfecção. 
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6 DISCUSSÃO 
 

 

A super expressão da proteína HMGA é uma característica de neoplasias 

malignas e tem um papel fundamental na transformação celular modulando a 

transcrição de um grande número de genes que têm um papel essencial na 

progressão da carcinogênese. As proteínas HMGA exercem suas atividades 

oncogênicas através de diferentes mecanismos: indução de E2F1,65 atividade da 

AP1,66 indução da ciclina A, 67 inativação da indução da apoptose pela p5355,68 

modulação da expressão gênica e de genes envolvidos na transição epitelial-

mesenquimal.69,70 Desde o aparecimento dos miRNAs como importantes 

reguladores da expressão gênica muitos estudos demonstraram que a desregulação 

da sua expressão pode estar envolvida no processo de carcinogênese, nosso 

objetivo foi identificar os miRNAs cuja expressão é dependente da expressão da 

proteína HMGA e então definir seu papel na transformação celular. Para este 

propósito utilizamos uma linhagem de células epiteliais (que representa o tipo celular 

a partir do qual tem origem a maioria das neoplasias malignas) onde a 

transformação maligna é inibida pela supressão da expressão da proteína HMGA 

através de metodologia anti-senso. Portanto, realizamos o perfil de expressão dos 

miRNAs em células normais, células de tireóide de rato transformadas com v-ras-ki e 

transformadas com v-ras-ki carregando um construto HMGA1 anti-senso.  

A análise deste experimento demonstrou a presença de muitos miRNAs cuja 

expressão depende da expressão de v-ras-ki, entre eles, sete miRNAs são 

modulados pela expressão das proteínas HMGA. É digno de nota que entre os 

miRNAs super expressos em células transformadas com v-ras-ki, encontramos o 

miR-221 e o miR-21 que têm sido descritos como positivamente regulados em 

muitos carcinomas humanos.71,72 

Entre os miRNAs dependentes da HMGA decidimos focar a atenção no miR-

10b e no miR-603, visto que observamos que a sua expressão foi dependente da 

expressão da HMGA também em MEFs wt e null para hmga1, e em células MCF7 
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expressando ou não a proteína HMGA1. Primeiramente, demonstramos que a 

regulação do miR-10b e do miR-603 pelas proteínas HMGA é direta, porque a ChIP 

demonstrou que tanto HMGA1 como HMGA2 são capazes de se ligar a região 

upstream destes miRNAs. Depois identificamos os alvos destes miRNAs: A CCND1 

e a CCND2 são alvos do miR-603 e PTEN é alvo do miR-10b. 

Estes miRNAs têm uma sequência correspondente na região 3’UTR dos 

genes alvo identificados, e a sua expressão intensificada aumenta os níveis das 

proteínas codificadas pelos genes alvo. Este efeito parece ser devido à inibição do 

processo de tradução, visto que não foram observadas mudanças significativas nos 

níveis de mRNA da CCND1, CCND2 e PTEN após o tratamento com o miR-10b ou 

com o miR-603. 

Os estudos funcionais validam o papel da regulação destes miRNAs na 

transformação celular. A expressão intensificada do miR-10b aumenta a migração 

celular, promove a proliferação devido a uma diminuição da população celular na 

fase G1 do ciclo celular. Por outro lado o efeito oposto é alcançado quando as 

células são transfectadas com o miR-603. 
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7 CONCLUSÕES  
 

 

Vários estudos têm mostrado a desregulação da expressão dos miRNAs em 

carcinomas da tireóide humana, e estudos funcionais corroboram o papel crítico 

destes miRNAs no desenvolvimento carcinoma da tireóide. 

Este estudo fornece um novo mecanismo através do qual as proteínas 

HMGA contribuem para a transformação de células malignas e sugere diferentes 

abordagens para a terapia contra o câncer baseada no bloqueio da função das 

proteínas HMGA. Na verdade isto é possível por meio da atuação direta nas 

proteínas HMGA, ou aumentando os níveis dos miRNAs que tem como alvo 

HMGA,49,63 ou modificando a expressão ectópica dos miRNAs modulados pelas 

proteínas HMGA. 

O perfil de expressão destes miRNAs juntamente com o seu papel biológico 

sugere uma correlação com o diagnóstico, prognóstico e novas abordagens 

terapêuticas. 
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8 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

 

Desde a descrição original, das proteínas HMGA, há 25 anos, diferentes 

estudos vem demonstrando que elas possuem um papel fundamental no processo 

da carcinogênese, e que sua presença em amostras de tumores é um marcador de 

mal prognóstico para a maioria dos carcinomas humanos.  

Visto que a expressão diferencial da proteína HMGA em células neoplásicas 

e normais permite maior especificidade e menor toxicidade na terapia e que as 

proteínas HMGA são super expressas em cânceres de diferentes origens, a terapia 

baseada em HMGA pode ter uma ampla gama de aplicações.  

Já os miRNAs desempenham papéis importantes na resposta celular a 

agentes cancerígenos e genotòxicos. O perfil de expressão alterado dos miRNAs 

está associado ao processo de carcinogênese, tendo implicações no diagnóstico e 

prognóstico de diferentes tipos de câncer. Os miRNAs podem influenciar as 

respostas ao tratamento e a cura de tumores, demonstrando que seu papel como 

agente terapêutico anticâncer é promissor e no futuro podem servir como 

biomarcadores para a deteção precoce de tumores. 
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9 PERSPECTIVAS 

 

 

O desafio atual é identificar diferentes alvos que são regulados pelos 

miRNAs. Traduzir toda esta informação em estratégias terapêuticas que beneficiem 

pacientes com tumores com super expressão das proteínas HMGA e assim 

desenvolver novas terapias contra o câncer inibindo as proteínas HMGA. 
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ANEXO 1 – CARTA DE APROVAÇÃO DO CEP 
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ANEXO 2 – MATERIAL SUPLEMENTAR 

 

Primers usados para os experimentos de  imunoprecipitaçao da Cromatina   

 

10bprom1 Fw CCTGCCCTTCACCATTAGC 

10bprom1 Rv CTCAGCGGCAGAAGAAAAAG 

10bprom2 Fw TGAGGGCATTTGTTCCTTTC 

10bprom2 Rv GCGACAATTTGAAGCAATGA 

10bprom3 Fw GTTGTTCGCCTGCTTGGTA 

10bprom3 Rv GTCCCACCCAGAGTGAGGTA 

 

603 prom1 Fw  CACCATGCCCAGCTAATTTT 

603 prom1 Rv CAGCACTTTGGGAGGCTAAG 

603 prom2 Fw GATTTCAGGCATGAGCCACT 

603 prom2 Rv GAAGCACCCTTTCCACAGTC 

603 prom3 Fw ACGTGCTTGTTGGGAAACTC 

603 prom3 Rv GCCTGCATCTTAAGCAAAGG 

 

Primers usados para as analises de qRT-PCR da CCND1, CCND2 e PTEN  

 

CCND1 Fw GCACAACGCACTTTCTTTCC 

CCND1 Rv TCCAGAAGGACTTCAATCTG 

 

CCND2 Fw CACCGACAACTCTGTGAAGC 

CCND2 Rv CCACTTCAGCTTACCCAACAC 

 

PTEN Fw GAGGCCCTGGATTTTTATGG 

PTEN Rv CGCCTCTGACTGGGAATAGT 

 

Primers usados para as regioes 3’-UTR da CCND1, CCND2 e PTEN 

 

3’utr CCND1 Fw AATTTCTAGAGGGGGCGTAGCATCATAGTA 

3’utr CCND1 Rv AATTTCTAGAGTGCAACCAGAAATGCACAG 

 

3’utr CCND2 Fw AATTTCTAGACAGCGTTTATGGTGCTTCCT 

3’utr CCND2 Rv AATTTCTAGAGAATTCACCACCCATTGTCC 

 

3’utr PTEN Fw AATTTCTAGAAAGAGGGATAAAACAC 

3’utr PTEN Rv AATTCTCAGAGCCACTTCAGTTGGTGACAG 
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