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O aumento da expressao do MIR-102 reduz o
potencial de proliferacdo celular no cancer de
bexiga.
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1.INTRODUGAO

O CaB (Cancer de Bexiga) é um tipo
tumoral de extrema relevancia no ambito de
saude publica, sendo que os tipos mais
comumente encontrados nos individuos
portadores sdo: o carcinoma urotelial e o
carcinoma de células transcricionais. Alguns
fatores tornam pessoas saudaveis propensas
a desenvolver determinada doenca de cunho
tumoral, como por exemplo a idade, o habito
de fumar, mutac¢des genéticas e exposi¢do a
substancias quimicas. O tratamento para o
CaB geralmente é cirdrgico, sendo a
cistectomia uma importante medida
terapéutica na tentativa de erradicar a
neoplasia. Por mais que exista uma
possibilidade de eliminar o tumor, a medida
aplicada nem sempre apresenta o sucesso
esperado, sendo entdo imprescindivel uma
alternativa cientifica e de custo mais baixo
para mitigar o empecilho. Os microRNA’s,
por sua vez, sdo pequenos fragmentos de
RNA (acido ribonucleico), que séao
importantes na regulacdo da expressao
génica, podendo inibir ou aumentar
determinada expressdao, atuando como
oncomirs ou como supressores tumorais em
uma série de tipos de tumor. Esses sdo
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produzidos naturalmente por nosso corpo e
uma de suas aplicabilidades ¢é o
desenvolvimento de possiveis tratamentos
alvo-moleculares. O miR-10a é um microRNA
localizado no cromossomo 17g21.32, sendo
que tal cromossomo é um membro do
agrupamento genético de genes HOX (HOXB
e HOXD). Os miR-10a/b importantes papéis
no desenvolvimento  tumoral. Sua
desregulagao pode originar a malignidade de
diversos tipos cancerigenos, com destaque
para o cancer gastrico, tireoidiano e cervical.
Além da acgdo supressora tumoral, este
microRNA também participa ativamente de
indmeros processos bioldgicos, como sua
associacdo ao MYC (genes reguladores e
proto-oncogenes que promovem a
codificacdo de fatores de transcrigdo), HAS3
(associado a sintese de acido hialurénico) e
ao VEFG (promove a formacdo de vasos
sanguineos). Existem poucos trabalhos
avaliando o papel deste microRNA em
tumores uroldgicos. Considerando o seu
papel protetivo, o objetivo deste trabalho foi
a indugao do expressao do miR-10a em uma
linhagem celular de cancer de bexiga,
denominada T24, para averiguar se esse
aumento pode interferir na capacidade de
proliferagdo das células.
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2.METODOLOGIA

Transfecgao celular com o miR-10a

Para estimular a expressdao do miR-
10a utilizamos a técnica de transfeccdo
celular, com o mimic especifico para este
microRNA. Os mimics sdo pequenos RNAs de
fita dupla modificados quimicamente que
mimetizam miRNAs enddgenos e permitem
a analise funcional do miRNA pela regulacdo
positiva da sua atividade.

Os experimentos de transfeccdo
celular foram realizados em triplicata, com o
mimic do miR-10a (MH10787) e, com o
controle negativo precursor de mRNAs
(Ambion, Austin, TX, USA), nos seguintes
grupos:

- Linhagem T24; Controle (sem
transfeccdo); miR-10a e miR negativo
(scramble).

O complexo de transfeccdo foi
preparado através da diluicdo do mimic e
seu controle em meio OPTI-MEM I. Apds
essa diluicdo foi misturada ao agente de
transfeccdo Lipofectamina RNAiMax
(Invitrogen, Calrsbad, CA, USA) de acordo
com as recomendac¢des do fabricante. O
complexo de transfeccdo foi utilizado em
uma concentracdo final de 20nM. A
verificacdo da transfeccdo foi realizada por
PCR.

Ensaio de Proliferagdo: Formacao
de Coldnias

As células foram plaqueadas em
baixa densidade (300 células/poco), em
placas de 12 pogos. Apds 48 horas, foi
realizada a transec¢ao conforme protocolo
descrito. As células foram incubadas a37°Ce
5% de CO? durante 10 dias. Para fixacdo e
coloragdo, primeiramente as células foram
lavadas com PBS, e adicionados 1 mL de
cristal violeta 0,2% em metanol e incubadas
durante 30 minutos. Posteriormente, as
placas foram lavadas para retirar o excesso e
foi feita a contagem e medicdo das colbnias
com o software Image J. As colGnias menores
gue 1mm nao foram contadas.
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3.RESULTADOS E DISCUSSAO

Apds a transfecgao do miR10a, as
células T24 apresentaram uma significativa
reducdo na proliferagdo, quando comparado
ao scramble (p=0.0181). Os resultados
demonstraram que o tratamento com
miR10a inibiu a formacdo de col6nias (Figura
1).
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Figura 2. Ensaio de formacdo de
colénias da linhagem T24 avaliando o
potencial de proliferacdo das células
tratadas com miR-10a e com o respectivo
controle. Aumento 20x

Nos ultimos anos, os miRNAs foram
estabelecidos como importantes
reguladores do desenvolvimento,
progressdo e metdstase do tumor e
demonstraram ser Uteis para o diagndstico e
classificacdo de tumores. Além disso, a
regulacao do miRNA pode representar um
novo caminho para o tratamento do cancer
em um futuro préoximo (Mesenguer, et. al.
2011). A transfeccdo de miR-10a em células
T24 contribui para a diminuicdo da
proliferacdo das células tumorais. A
expressao do miR-10a possibilitou uma
regulacdo negativa, neste caso, ao inibir a
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formacao de col6nias em células de alto grau
(T24), atuando como um possivel supressor
tumoral. Em outros estudos esta relagao de
supressor de tumor também foi evidenciada.
No cancer de préstata (CaP), o aumento da
expressao do MiR-10a também foi capaz de
inibir a proliferacdo celular e a capacidade de
formacdo de colbnias, como demonstrado
no estudo de Mu et. al (2018).

4.CONSIDERAGOES FINAIS

O presente estudo demonstra
gue a expressao do miR10a pode afetar
o metabolismo da célula T24 de CaB,
alterando as atividades proliferativas e
de migracdao de forma a reduzir sua
capacidade carcinogénica.
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