Roberge, et al. 322

Vol.4, N.4: pp.322-332, November, 2013 Journal of Biotechnology
ISSN: 2179-4804 and Biodiversity

Inhibition of Hedgehog signaling pathway affects the
expression of miR-20a and miR-3
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ABSTRACT

MicroRNAs are small RNA molecules (~ 22 nucleotides) that act as post-transcriptional regulators of gene
expression by inhibiting translation of messenger RNAs. MicroRNAs are involved in regulating many biological and
pathological processes, as well as the Hedgehog (Hh) signaling pathway. We evaluate the expression of four
miRNAs (miR-20a, miR-31, miR-17 and miR-199b5p) in human adipose-derived stem cells under activation and
blockade of Hh signaling pathway. Cells were treated with purmorphamine (Hh activator) or cyclopamine (Hh
blocker) for 24 hours. RNA extraction and cDNA were performed to analyze of miRNAs expression by quantitative
RT-PCR. The expression level of miR-20a and miR-31 increased after blocking Hh signaling pathway, thus these
miRNAs may be involved in control of proliferation in stem and cancer cells. MiR-20a and miR-31 are strong
candidates for biomarkers of Hh pathway.
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Inibicdo da via de sinalizacdo Hedgehog com ciclopamina
afeta a expressao de miR-20a e miR-31

RESUMO

MicroRNAs sdo pequenas moléculas de RNA (~ 22 nucleotideos), que atuam como reguladores pos-transcricional
da expressdo de genes, inibindo a traducdo do RNA mensageiro. MicroRNAs estdo envolvidos na regulacdo de
muitos processos bioldgicos e patoldgicos, assim como a via de sinalizagdo Hedgehog (Hh). Nés avaliamos a
expressao de quatro microRNAs (miR-20a, miR-31, miR-17 e miR-199b5p) em células-tronco derivadas de tecido
adiposo humano sob ativacdo e bloqueio da via de sinalizagdo Hh. As células foram tratadas com purmorfamina
(ativador da via Hh) ou ciclopamina (bloqueador da via Hh) durante 24 horas. Extracdo de RNA e cDNA foram
realizadas para fazer a analise da expressdo dos miRNAs por RT-PCR quantitativa. O nivel de expressdo do miR-
20a e miR-31 aumentou ap6és o blogueio da via de sinalizagdo Hh, sendo assim, esses miRNAs podem estar
envolvidos no controle da proliferacdo de células-tronco e cancer. O miR-20a e 0 miR-31 sdo fortes candidatos para
biomarcadores da via Hh.
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INTRODUCAO
MicroRNAs (miRNAs) sdo moléculas de RNA
fita simples de 19-25 nucleotideos, ndo

codificadores de proteinas, que agem como
potentes reguladores pds-transcricionais da
expressao génica em plantas e animais (Kim,
2005). Os mIRNAs exercem  seus efeitos
regulatdrios ligando-se geralmente a regido 3’
ndo traduzida (3’-UTR) de RNAs mensageiros
(RNAm)-alvo. Este mecanismo de atuacdo
permite a reducdo dos niveis proteicos de seus
genes-alvos, raramente afetando o nivel de
expressdo transcricional (Kim, 2005). Apesar de
ndo terem suas funcdes totalmente esclarecidas, a
descoberta dos miRNAs atraiu a atencdo da
comunidade cientifica pelas evidéncias que
indicavam que estas moléculas poderiam ter
papel fundamental na regulacdo de diversos
processos bioldgicos. Em mamiferos, estes
pequenos RNAs foram associados a regulacéo da
proliferacéo, apoptose, diferenciacdo,
hematopoiese, entre outras fungdes (Chen and
Lodish 2005; Esau et al. 2004). Os miRNAs
constituem marcadores ideais para caracterizacdo
molecular, uma vez que sdo menos susceptiveis a
degradacdo e alteragcBes quando comparados as
amostras de mRNA (He and Hannon 2004).

A regulagdo pos-transcricional exercida pelos
miRNASs na regido 3’ ndo traduzida depende do
grau de complementaridade com o RNAm-alvo.
O pareamento de modo imperfeito com 0 RNAm
acarreta na inibigéo traducional do alvo, sendo o
mecanismo principal de atuagdo dos miRNAs em
mamiferos (Brennecke et al. 2005). Alguns
estudos indicam que um Unico miRNA possa
regular cerca de duzentos RNAs apresentando
funcGes totalmente diversas. Além disso, através
da regulacédo global da expressao génica celular e
associagao a diferentes fungdes, torna-se evidente
gue os MIRNAs possam alterar o progresso de
diversas patologias (Jones et al. 2012).

A familia de genes Hedgehog codifica moléculas
sinalizadoras que sd0 essenciais para a
padronizacdo de membros e crescimento tanto de
invertebrados quanto de vertebrados (Ingham and
McMahon 2001). Sonic Hedgehog (Shh) é o
membro mais estudado da familia Hh. A proteina
Shh age através da sua ligacdo a um receptor de
transmembrana chamado Patched (Ptchl). Essa
ligacdo inibe Ptchl e libera a proteina de
transmembrana Smoothened (Smo) e inibe a
clivagem proteolitica do fator de transcrigdo Gli,
levando a familia de proteinas Gli a entrar no
nicleo da célula e agir como um ativador de
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transcricdo dos genes dessa via (Hooper and
Scott 2005; Jia and Jiang 2006).

A via de sinalizagdo Hedgehog (Hh) esta
relacionada com processos de proliferacdo
celular, diferenciacdo, angiogénese,
remodelamento da matriz celular e homeostase
de células-tronco. Na via de sinalizacdo Hh
varias mutacOes tém sido identificadas, incluindo
mutagBes por perda de fungdo no gene Ptchl e
mutagBes por ganho de funcdo do gene Smo
(YYauch et al. 2009).

A via de sinalizacdo Hh ¢ inibida por uma droga
chamada ciclopamina (Chen et al. 2002). Este
efeito inibitério ¢ mediado através da ligacdo
direta de ciclopamina a proteina Smoothened
(Smo). A Ciclopamina é um alcaloide esteroidal,
com efeito teratogénico e com atividade
antitumoral, decorrente da sua capacidade de
bloquear as respostas celulares na via de
sinalizacdo Hedgehog em vertebrados (Berman et
al. 2002; Chen et al. 2002). Plaisant e
colaboradores demonstraram em 2011 que a
inibicdo da via de sinalizacgdo Hh com
ciclopamina afeta a proliferacéo e
clonogenecidade de células-tronco mesenquimais
humanas. Além disso, outros autores também
avaliaram o papel inibitério da proliferacdo pela
ciclopamina (Cai et al. 2012; Warzecha et al.
2006; Wu et al. 2013).

A via de sinalizacdo Hh pode ser ativada por uma
droga chamada purmorfamina (Wu et al. 2004).
A investigacdo sobre o mecanismo de agdo da
purmorfamina indica que essa droga liga-se
diretamente ao receptor transmembrana Smo,
responsavel pela ativacdo do sinal da via de
sinalizacdo Hedgehog. Essa droga potencializa o
processo de proliferacdo celular de células-tronco
mesenquimais humanas (Hong et al. 2013).

Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi avaliar
a expressdo de quatro miRNAs (miR-17, miR-
20a, mir-31 e miR-199b-5p) em célula-tronco
derivadas de tecido adiposo tratadas com
purmorfamina e ciclopamina (ativador e inibidor
da via de sinalizacdo Hh, respectivamente) em
busca de biomarcadores da via de sinalizacdo Hh.
Os miRNAs selecionados para o estudo foram
baseados no trabalho de Zhang e colaboradores
(2012) que identificaram miRNAs
diferencialmente expressos em células-tronco
derivadas de tecido adiposo induzidos a
diferenciacdo osteogénica. Como a via de
sinalizagdo Hedgehog também esta associada ao
processo de diferenciacdo (Cai et al. 2012; James
et al. 2010; Warzecha et al. 2006; Wu et al. 2013;
Wu et al. 2004), decidimos avaliar o
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comportamento desses miRNAs com essa via
blogueada ou ativada.

MATERIAIS E METODOS

Isolamento e Cultivo Celular

Células-tronco de tecido adiposo (CTA) foram
obtidas de pacientes submetidos a cirurgia
bariatrica e procedimentos de dermolipectomia.
As amostras foram coletadas ap6s obtencdo do
termo de consentimento livre e esclarecidas, de
acordo com as diretrizes para a pesquisa
envolvendo seres humanos, e com a aprovacgéo
do Comité de Etica da Fundacdo Oswaldo Cruz,
Brasil (nGmero de aprovacdo 419/07). O
isolamento, o cultivo e a caracterizacdo das
células foi realizado como descrito previamente
por Rebelatto e colaboradores (Rebelatto et al.
2008). Resumidamente, as células foram
cultivadas em meio de cultura DMEM-F12
(Gibco) suplementado com 10% SFB (soro fetal
bovino), penicilina (100 U/ml) e estreptomicina
(100 pg/ml). As culturas foram mantidas em
estufa de atmosfera Umida, 5% CO,, 37°C (estufa
HEPA Class 100, ThermoScientific) e as trocas
de meio foram realizadas duas vezes por semana.
Os testes foram realizados com culturas celulares
entre passagens 3 e 6. Quando as culturas
celulares atingiram 50-60% de confluéncia, 300
nM de ciclopamina (Chen et al. 2002) ou 3uM de
purmorfamina (Faghihi et al. 2013) foram
adicionadas as garrafas de cultivo e ap0s 24
horas, o RNA total das amostras foi extraido. Os
experimentos foram realizados com CTA de trés
doadores diferentes (triplicata bioldgica).

Extracdo de RNA

As células foram lavadas duas vezes com PBS 1x
e 500 ul de TRIzol foi adicionado aos frascos de
cultura para a lise das células. O TRIzol da
cultura foi recolhido em tubos de 1,5 mL e 100 pl
de cloroférmio foi adicionado em cada tubo
(amostra) para permitir a dissociacdo completa de
complexos nucleoproteicos. Os tubos foram
agitados vigorosamente por aproximadamente 15
segundos e incubados a temperatura ambiente por
3 minutos. Posteriormente as amostras foram
centrifugadas a 12.000 xg por 15 minutos a 4°C.
Apobs a centrifugacdo a amostra se dividiu em
duas fases (uma superior incolor e uma inferior
vermelha), a fase incolor foi retirada e transferida
para um novo tubo onde foi adicionado 250 pl de
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alcool isopropilico e incubado a temperatura
ambiente por 10 minutos, em seguida as amostras
foram centrifugadas a 12.000 xg por 10 minutos a
4°C.

Com o término da centrifugacdo, a fase liquida
foi descartada, 500 pl de etanol 75% foi
adicionado ao material sedimentado e
centrifugado novamente a 7.600 xg por 5 minutos
a uma temperatura de 4°C. Em seguida
descartou-se a fase liquida. Os tubos foram
colocados no termociclador para evaporacdo do
liquido restante, posteriormente, foi adicionado
15 pl de agua livre de RNase para eluir o RNA,
colocadas no termociclador a 55°C por 5 minutos
e medida sua absorbancia.

Sintese de cDNA

A reacgdo de poliadenilacdo consiste em adicionar
cauda de adeninas a extremidade 3" das
moléculas de RNAs com o auxilio da enzima
poli-A polimerase (PAP). Apos a poliadenilacao,
0 RNA foi usado como molde para sintetizar o
cDNA (DNA complementar). Para a adicdo da
cauda Poli-A e sintese de cDNA foi utilizado o
kit da Agilent Affinity Acript RT (Figura 1).

Adicdo da Cauda Poli-A

Para a reacdo de poliadenilagdo foram
adicionados os seguintes componentes: 2,5ul de
RNA, 4,0ul de Buffer EPAP, 1,0ul de ATP,
1,0ul de Enzima PAP e 11,5ul de agua livre de
RNase para completar o volume final de 20pl. Os
tubos foram colocados no termociclador a 37°C
por 30 minutos e em seguida as amostras foram
submetidas a temperatura de 95°C por 5 minutos
para terminar a adenilacao.

Sintese de cDNA

Para cada amostra de RNA foi preparado uma
reacdo de sintese de cDNA utilizando os
seguintes componentes: 2,0 ul de Buffer RT, 4 pl
da reacdo de poliadenilagéo, 0,8 ul de dNTP, 1,0
pl de Primer adaptador, 1,0 pl de ART Block
(enzima) e 11,2 pl de agua. As amostras foram
colocadas no termociclador a 55°C por 5
minutos, em seguida submetidas a 25°C por 15
minutos, depois a 42°C por 30 minutos e por fim
submetida a 95°C por 5 minutos para terminar a
transcricdo  reversa. Posteriormente  foi
adicionado 280 pl de agua livre de RNase e
medida sua absorbancia.
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Figura 1: Esquema da sintese de cDNA a partir de miRNA.

PCR em Tempo Real

Para a PCR em tempo real foi utilizado um
mix com 0s seguintes componentes: 5ul de
SYBR, 0,5 pl de Primer F (Tabela 1), 0,4 pl
de Primer R (componente do Kit Agilent
Affinity Acript RT) e 1,6 pl de d&gua. Em cada
poco foi adicionado 7,5 pl do mix e 2,5 pl de
cDNA, as amostras foram feitas em triplicata
bioldgica e técnica.

O equipamento utilizado foi o 7500 Real
Time PCR System com o software 7500
System SDS. O programa da PCR foi:
primeira fase (1 ciclo) com 95°C por 5
minutos para garantir a desnaturagdo, a
segunda fase (55 ciclos) com 95°C por 15
segundos para desnaturacdo, 55°C por 15

segundos para anelamento e 72°C por 32
segundos para extensao e a terceira fase (etapa
de dissociacdo) com 95°C por 15 segundos,
60°C por 1 minuto, 95°C por 15 segundos e
60°C por 15 segundos.

A guantidade relativa foi calculada com base
na quantidade determinada por uma amostra
diluida em série (5 diluigdes), curva de
diluicdo. A quantidade relativa dos miRNAs
foram normalizados pela expressdo de um
pequeno RNA nuclear ndo codificante
denominado U6snRNA (Zhang at al. 2012).
Para o experimento de QRT-PCR, cada
amostra bioldgica foi avaliada em triplicata
técnica.

Tabela 1. Primers utilizados para avaliar a expressao de miRNAs especificos.

MiRNAs Sequéncia dos primers
hsa-mir-17 5 ACACTCCAGCTGGGCAAAGTGCTTACAGTGCAZ
hsa-miR-20a 5 ACACTCCAGCTGGGTAAAGTGCTTATAGTGCA3’
hsa-mir-31 5 ACACTCCAGCTGGGAGGCAAGATGCTGGCATA3’

hsa-miR-199b-5p 5 ACACTCCAGCTGGGCCCAGTGTTTAGACTATC3’

UG6sNnRNA* 5 CTCGCTTCGGCAGCACATATACT3’
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* Gene U6snRNA utilizado como normalizador.

RESULTADOS E DISCUSSAO

MiR-17, miR-20a, miR-31 e miR-199b-5p
sdo expressos em células-tronco derivadas
de tecido adiposo (CTA)

Nos avaliamos a expressdo dos miRNAs mir-
17, miR-20a, miR-31 e miR-199b-5p em CTA
por RT-PCR. Os primers utilizados para as
amplificacbes dos miRNAS foram avaliados
em cDNA de CTA. As reactes de PCR foram

miR20a

miR17

realizadas como descrito em materiais e
métodos. Apds a reagdo, as amostras foram
resolvidas em gel de eletroforese de agarose
3%, o gel foi corado com brometo de etideo e
visualizado em transiluminador de UV
(Figura 2). Os primers amplificaram uma
Unica banda do tamanho esperado (~70 pares
de base). Sendo assim, CTA expressam 0s
MiRNAs mir-17, miR-20a, miR-31 e miR-
199b-5p.

miR31 miR199b5p

s B 'C

M 'C

150pb
100pb
50pb
25pb

s B 'C

s B'C S B

Figura 2: MiR-17, miR-20a, miR-31 e miR-199b-5p sdo expressos em CTA. Os miRNAs foram
amplificados e resolvidos em gel de agarose 3%. O cDNA de células-tronco foram sintetizados a partir de
RNA submetidos a reacdo de adicdo da cauda poli-A com enzima Poly-A polimerase (C) ou sem enzima
(S). Como controle negativo a reacdo de PCR foi realizada na auséncia de cDNA (B- branco). M —

Marcador 50pb ladder (Invitrogen).

Expressao do miR-20a e miR-31
aumenta com o bloqueio da via Hh

Nos avaliamos por RT-PCR quantitativo a
expressdo de miR-20a, miR-31, miR-17 e
miR-199b-5p em células-tronco derivadas
de tecido adiposo quando a via Hh esta
ativa (tratamento com purmorfamina) ou
inibida (tratamento com ciclopamina).

A expresséio do miR-20a aumentou
significativamente apds tratamento com
ciclopamina comparado com o controle
sem tratamento (Figura 3A). No entanto, 0
tratamento com purmorfamina ndo afetou
de maneira significativa a expressdo do
miR-20a.
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Figura 3: Expressdo do miR-20a e miR-31 aumenta com o blogueio da via Hh. Expressao relativa
dos miR-20a, miR-31, miR-17 e miR-199b-5p em células-tronco tratadas com purmorfamina e
ciclopamina obtidos por RT-PCR em tempo real. (A) miR-20a, (B) miR-31, (C) miR-17 e (D) miR-199b-
5p. Média das triplicatas biolGgicas e técnicas. *Teste T student significativo >0,05.

Assim como a expressdo do miR-20a, a
expressao do miR-31 também aumentou
significativamente ap6s tratamento com
ciclopamina comparado com o controle sem
tratamento (Figura 3B). No entanto, 0
tratamento com purmorfamina também ndo
afetou de maneira significativa a expressao do
miR-31.

A expressdo dos miR-17 e miR-199b-5p nédo
sofreu alteragdes apOs tratamento com
ciclopamina ou purmorfamina (Figura 3C-D).

MiRNAs estdo envolvidos na regulagdo de
diversos processos patolégicos e fisioldgicos,
incluindo desenvolvimento embrionario (LU et
al. 2005), proliferacdo celular e apoptose
(Brennecke et al. 2003) e diferenciacdo celular
(Chen et al. 2004; Dostie et al. 2003). Devido
a importancia desses pequenos RNAs
reguladores na manutencdo da homeostasia do
organismo, falhas nesse mecanismo sdo
responsaveis pelo aparecimento de doengas
como o cancer. Neste trabalho avaliamos, por
RT-PCR quantitativo, a expressdo de quatro
mMiRNAs (miR-20a, miR-31, miR-199b-5p e
miR-17), visando marcadores de ativacdo e
blogueio da via de sinalizagdo Hedgehog
(Hh). A via Hh esta envolvida, entre outras

fungdes, na proliferagdo celular, dessa forma,
sendo alvo direto na busca de terapias contra
varios tipos de cancer.

O miR-20a ja& foi descrito como um
importante marcador em diversos tipos de

cancer como: cancer de pulmdo, mama,
cervical, hepatico, pancreatico, gastrico,
linfomas, leucemia  mieloide  cronica,

carcinoma epidermoide oral, osteosarcoma e
gliomas (Chang et al. 2013; Fan et al. 2013;
Hayashita et al. 2005; Huang et al. 2012;
Kang et al. 2012; Li et al. 2012; Malzkorn et
al. 2010; Matsubara et al. 2007; Venturini et
al. 2007; Wang et al. 2013; Wang et al. 2012a;
Wang et al. 2012b; Zhao et al. 2013b), porém
seu comportamento como regulador positivo
ou negativo do processo ainda é controverso.
Fan e colaboradores, 2013, relacionaram a
diminuicdo na expressdo de miR-20a com a
promocdo da proliferagdo em cancer de
figado. Esse resultado corrobora com nossos
dados, pois encontramos 0 miR-20a regulado
de forma positiva quando a via hedgehog esta
inativa, ou seja, quando had menor
proliferacdo. MiR-20a foi encontrado sendo
regulado de forma negativa em cancer de
mama e carcinoma pancreatico (Volinia et al.
2006; Yan et al. 2010). A regulacdo positiva
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desse miRNA foi associada a outros tipos de
cancer, adenocarcinoma de colon, gliomas,
cancer de pulmao e cervical (Malzkorn et al.
2010; Matsubara et al. 2007; Schetter et al.
2008; Zhao et al. 2013a). Um Unico miRNA
pode regular diversos alvos e um alvo pode
ser regulado por varios miRNAs (Lewis et al.
2005), sendo assim, os diferentes alvos do
miR-20a nas diferentes células cancerigenas
sugere que sua expressdo alterada pode ter
efeitos diferentes nos diversos tipos de
tumores, como oncogene ou COMO SUPressor
de tumor.

Da mesma forma que o miR-20a, o miR-31
também ja foi descrito como associado a
varios tipos de cancer, bexiga, colo retal,
c6lon, mama, prostata, leucemia mieloide
cronica (Cekaite et al. 2012; Fuse et al. 2012;
Lin et al. 2013; Lu et al. 2012; Rokah et al.
2012; Sun et al. 2013; Valastyan et al. 2009;
Wang et al. 2013). O papel desse miRNA foi
associado a supressor de tumor (Korner et al.
2013) ou como oncogene (Sun et al. 2013).
MiR-31 tem alta expressdo em células-tronco
derivadas de tecido adiposo (Zhang et al.
2012) e quando esse MiIRNA esta reprimido a
diferenciacdo osteogénica € potencializada
(Deng et al. 2013a; Deng et al. 2013b). Por
outro lado, a via de sinalizacdo Hedgehog
promove a osteogénese (James et al. 2010).
Nossos resultados demonstram que a inibigcdo
da via eleva a expressdo do miR-31
corroborando com os fatos acima descritos.
Nossos  resultados ndo  apresentaram
alteracdes significativas na expressdo do miR-
199b5p e miR-17 apds tratamento com
ciclopamina ou purmorfamina. Recentemente,
miR-1995p foi identificado como regulador
de HER2 em células cancerigenas de mama
(Fang et al. 2013) e o cluster miR-17-92 foi
associado a proliferacdo e inducdo da
apoptose (Ranji et al. 2013).

Acredita-se que a sintese anormal de miRNAs
¢ um dos fatores mais importantes que
contribuem para o desenvolvimento do
cancer, pois desregulam a sintese de proteinas
(Liang et al. 2013; Lin et al. 2012; Ma et al.
2012). Sabendo também que os miRNAs sdo
diferentes nos diversos tipos de tumores,
pesquisas envolvendo perfis de expressdo de
miRNAs contribuirdo para classificagdo de
tumores. A descoberta de biomarcadores
como miRNAs podera ser utilizado no
diagnostico clinico de doengas e cancer. Além
disso, miIRNAs podem servir como base
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terapéutica onde miRNAs anti-tumorais
poderdo ser expressos ou miRNAS oncogene
poderdo ser inibidos afim de controlar a
proliferacio de um determinado cancer.
Pensando em terapia celular, o estudo da
expressdao de miRNAs de células-tronco nos
ajudam a compreender como essas células
mantém a autorrenovacdo e como se
comprometem com determinada linhagem
celular.

CONCLUSAO

Em conclusdo, as célula-tronco derivadas de
tecido adiposo expressam 0 miR-17, miR-20a,
mir-31 e miR-199b-5p. Apb6s o bloqueio da
via Hh com ciclopamina, a expressdo do miR-
20a e miR-31 aumentou significativamente.
Esses dois miRNAs sdo fortes candidatos para
se tornarem biomarcadores do bloqueio da via
Hh
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