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RESUMO
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Ana Carolina Origa Alves

Células-tronco (CT) sao células autorrenovaveis e ndo especializadas, com o
potencial de diferenciacdo multidirecional. Células-tronco de tecido adiposo (CT-TA)
sdo um tipo de células-tronco adultas multipotentes, de facil isolamento e cultura.
Nos ultimos anos, CT-TA tém mostrado grande potencial para engenharia de tecidos
e terapias baseadas em células. Apesar do interesse em aplicacdes clinicas deste
tipo de célula, os mecanismos moleculares fundamentais a sua autorrenovacao e
diferenciacdo ainda ndo foram completamente elucidados. miRNAs sdo pequenos
RNAs néao-codificadores, com 21-25 nucleotideos de comprimento, que tem se
mostrado como importantes reguladores da expressdo génica em nivel pés-
transcricional. miRNAs podem atuar por meio de clivagem direta de mRNAs alvo ou
através da repressdo da traducdo, dependendo da complementaridade entre o
MRNA e a sequéncia do miRNA. Perfis de miRNAs de CT adultas sugerem que
estes pequenos reguladores podem contribuir para as propriedades intrinsecas das
CT. Para entender melhor os mecanismos de acdo dos miRNAs em CT-TA, miRNAs
associados ao polissomos de CT-TA foram isolados durante a diferenciacdo celular.
Procurando miRNAs reguladores das etapas iniciais de diferenciacdo ou envolvidos
na autorrenovagdo de CT, as culturas de células foram induzidas a diferenciacdo
adipogénica durante 72 h. O lisado celular foi submetido a ultracentrifugacdo em
gradiente de sacarose para separar monosomos, polissomos e fracdo livre de
ribossomos. O RNA total associado aos ribossomos foi extraido, os fragmentos de
RNA (<200 nt) foram enriquecidos e a selecdo de tamanho de fragmentos de RNA
apropriados ocorreu durante a preparacdo das amostras para 0 sequenciamento em
larga escala. As amostras foram sequenciadas utilizando a plataforma SOLID ™, e
as fracbes polissomais de culturas N&o Induzida e 72h de inducdo foram
comparadas e dezesseis miRNAs foram identificados. miRNAs encontrados em um
trabalho prévio do grupo foram adicionados a esses dados, e sete miRNAs (hsa-
miR-29b-1-5p, hsa- miR-29c-5, hsa-miR-30c-5p, hsa-miR-143-5p, hsa-miR-210-3p,
hsa-miR-210- 5p e hsa-miR-6775- 5p) foram testados por RT-gPCR para confirmar a
expresséo diferencial, sendo que um deles (hsa-miR-210-5p) mostrou diferenca
estatisticamente significativa.

Palavras-chave: microRNAs. Regulacdo pos-transcricional. Polissomos. Células-
tronco de tecido adiposo. Diferenciagéo adipogénica.
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Stem cells (SC) are self-renewing and non-specialized cells with the potential of
multi-directional differentiation. Adipose Stem Cell (ADSC) is a type of multipotent
adult stem cell, easy to isolate and culture. In the past few years, hADSCs have
shown great potential for tissue engineering and cell-based therapies. Despite the
interest in clinical applications of this kind of cell, the molecular mechanisms
underlying their self-renewal and differentiation have yet to be fully elucidated.
mMiRNAs are small noncoding RNAs, 21-25 nucleotides in length, that have been
shown to be important regulators of posttranscriptional gene expression. miRNAs can
act through direct cleavage of target mMRNAs or through translational repression,
depending of complementary pairing between the MRNA and miRNA
sequence.miRNA profile of adult SCs suggests that these small regulators can
contribute to the intrinsic properties of SCs. To better understand the mechanisms of
action of miRNAs in hADSCs, we isolate miRNAs associated to polysomes of hADSC
during cellular differentiation. Looking for miRNAs regulators of early steps of
differentiation or involved in ADSC self-renewing, cell cultures were induced to
adipogenic differentiation for 72 h. The cell lysate was submitted to ultracentrifugation
on a sucrose gradient to separate monosomes, polysomes and the fraction free of
ribosomes. The total RNA associated to ribosomes was extracted and the RNA
fragments (<200 nt) were enriched and the size selection of appropriate RNA
fragments occurred during the preparation of samples for deep sequencing. The
samples were sequenced using SOLID™ platform, and polysomal fraction of cell
cultures non induced and 72h of induction were compared and sixteen miRNAs were
identified. miRNAs found in a previous work of our group were added to these data
and seven miRNAs (hsa-miR-29b-1-5p, hsa-miR-29c-5, hsa-miR-30c-5p, hsa-miR-
143-5p, hsa-miR-210-3p, hsa-miR-210-5p e hsa-miR-6775-5p) were tested by RT-
gPCR to confirm differential expression, and one of them (hsa-miR-210-5p) showed
statistical significant difference.

Keywords: microRNAs. Posttranscriptional regulation. Polysomes. Adipose stem
cells. Adipogenic differentiation.
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1. INTRODUCAO

1.1. CELULAS-TRONCO

Células-tronco (CT) sao células ndo especializadas, autorrenovaveis e que
podem originar multiplos tipos celulares de todos os tecidos do organismo (PASSIER
e MUMMERY, 2003). A CT pode se dividir assimetricamente para produzir duas
células-filhas com diferentes destinos: uma célula permanece com o potencial de
célula-tronco e ira manter a populagcéo de células-tronco, enquanto a outra se torna
um progenitor comprometido com a diferenciacdo (WATT e HOGAN, 2000).

As CT podem ser derivadas do embrido, constituindo as chamadas células-
tronco totipotentes e as células-tronco embrionarias (CTE), ou do adulto, estas duas

tltimas chamadas de células-tronco adultas (CTA) ou somaticas (Figura 1.1).
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Figura 1.1 — Células-tronco diferem quanto a sua potencialidade. Células-tronco Totipotentes sédo
encontradas nas primeiras divisdes celulares ap6s a fecundacao, na fase de moérula. CTE podem ser
obtidas da massa celular interna (MCI) de blastocistos, e sdo consideradas pluripotentes, ou seja, sdo
capazes de originar todos os tipos celulares do organismo, exceto anexos embrionarios. Ja as CTA
sdo consideradas multipotentes, pois sua capacidade de diferenciagdo € mais restrita, estao
presentes como reservas nos 6rgaos e tecidos, como sangue, intestino, cabelo, tecido nervoso, entre

outros.
Fonte: Adaptado de ECKFELDT et al., 2005.
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Células-tronco Totipotentes sdo encontradas nas primeiras divisdes celulares
apos a fecundacgédo, na fase de morula, essas células sdo capazes de originar todos
os tipos celulares, incluindo os anexos embrionarios.

As CTE sé&o derivadas da massa celular interna do blastocisto (THOMSON et
al., 1998). Essas células possuem a vantagem de ser pluripotentes, ou seja, sdo
capazes de formar todos os tipos celulares do embrido e tecidos do corpo, exceto
anexos embrionarios. Porém, apresentam restricbes éticas e a possibilidade de
formacao de teratomas pos-transplante (TROUNSON, 2002). Para eliminar questdes
éticas e possiveis rejeicdes, as células-tronco de pluripoténcia induzida, ou iPSC
(Induced Pluripotent Stem Cells), tornaram-se uma opc¢ao interessante para a terapia
celular, pois podem ser obtidas do préprio paciente. Takahashi e Yamanaka
induziram a reprogramacéo de células adultas apds a introducdo de quatro fatores
de transcricdo na cultura: Oct3/4, Sox2, c-Myc e KIf4 (TAKAHASHI e YAMANAKA,
2006; TAKAHASHI et al.,, 2007). Embora apresentem a vantagem do potencial
pluripotente, iPSC ja foram descritas como genomicamente instaveis, o que as torna
um potencial formador de tumor (BUGANIM et al., 2013).

As CTA apresentam uma capacidade mais restrita de diferenciacdo e sao
consideradas multipotentes. Estas células existem para assegurar que quando as
células nos tecidos naturalmente expirem, elas possam ser eficientemente
substituidas para proporcionar o balanco fisiolégico no organismo. Além disso,
servem como células de reserva para tecidos adultos comprometidos ou danificados
que requerem regeneracao, reparo ou expansao mais extensos (CAPLAN e
DENNIS, 2006). Assim como as iPSC, as CTA nao apresentam problemas éticos,
pois podem ser obtidas de tecidos adultos e podem ser transplantadas de forma
autdloga, contudo, diferente das iIPSC, apresentam baixo potencial teratogénico,
fazendo delas ferramentas atraentes para terapia celular.

Entre as diferentes populacdes de CTA estdo as chamadas células-tronco
mesenquimais (CTM). Este termo foi usado pela primeira vez para se referir a um
hipotético precursor pés-natal, multipotente e autorrenovavel derivado a partir de
uma CTM embrionaria inicial, com fungcdo na manutencéo dos tecidos esqueléticos
ou reparo de tecido no adulto (NOMBELA-ARRIETA et al., 2011). As CTM estariam
na parte superior da hierarquia das células mesenquimais e o progresso através de
estagios distintos de diferenciacdo daria origem a tecidos funcionalmente maduros
(CAPLAN, 1991).
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CTM constituem uma populagdo heterogénea de células que proliferam in
vitro, aderentes ao plastico, fibroblastoides, com formato fusiforme. Estas células
apresentam inibicdo do crescimento ao atingir a confluéncia, levando a necessidade
de duas ou trés passagens sucessivas para se obter grande quantidade de CTM
altamente enrigquecidas, com auséncia de outros tipos celulares. Apés varias trocas
do meio de cultura e passagens, a maior parte das células contaminantes (por
exemplo, células hematopoiéticas) é removida e a heterogeneidade remanescente
da cultura diminui progressivamente (BYDLOWSKI et al., 2009).

Ja foi relatada a diferenciagdo in vitro de CTM em células das linhagens
ectodérmica e endodérmica (Figura 1.2), porém isso poderia ser um artefato da
cultura de células, ou até mesmo das condi¢cfes de inducdo, em vez de representar
um potencial intrinseco de diferenciacdo in vivo (DA SILVA MEIRELLES e NARDI,
2009). Contudo, Taran e colaboradores j& relataram o potencial in vivo de

diferenciacéo ecotodérmica dessas células (TARAN et al., 2011).
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Figura 1.2 - Potencial multipotente das células-tronco mesenquimais. CTM podem ser obtidas de
diversas fontes, como medula éssea e tecido adiposo, e sdo capazes de se diferenciar em células da
linhagem mesodermal (setas soélidas), como adipdcitos, osteoblastos e condroblastos. A diferenciacao
em células das linhagens endodermal e ectodermal (setas pontilhadas) ainda é controversa.

FONTE: Adaptado de UCCELLI et al., 2008.

CTM derivadas de vérios tecidos apresentam diferencas significativas na

morfologia, potencial de diferenciacdo e expressao génica, mesmo sob condicbes
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idénticas de cultura (PANEPUCCI et al., 2004; LEE et al., 2004; KALTZ et al., 2010).
Em humanos, CTM e células semelhantes as CTM foram identificadas em varios
tecidos, ndo s6 no individuo adulto (medula 6ssea, sangue, tecido adiposo, pele,
dente decidual, musculo esquelético), como no feto (liquido amniotico, placenta)
(BYDLOWSKI et al., 2009). Em 6rgdos adultos, células com caracteristicas de CTM
foram associadas a vasculatura (CORSELLI et al., 2010; SORRELL e CAPLAN,
2010). Evidéncias de tal associagao surgiram a partir de observacdes iniciais que
pericitos, que sao definidos pela sua localizacdo perivascular e morfologia, exibem
caracteristicas de CTM (HIRSCHI et al., 1996). Culturas derivadas de pericitos sao
semelhantes as culturas de CTM em termos de morfologia, expressdo de antigenos
de superficie e potencial de diferenciacdo (FARRINGTON-ROCK et al.,, 2004,
DOHERTY et al., 2004; COLLET et al., 2005).

Populacdes de CTM néo apresentam marcadores de superficie Unicos, sendo
que a classificacdo é feita com base em caracteristicas morfolégicas, em um
conjunto de moléculas de superficie e no potencial de diferenciacdo em 3 linhagens
mesodermais. Estes marcadores de superficie sdo especificos somente em um
contexto particular ou sdo redundantemente expressos em outras células (DA SILVA
MEIRELLES et al., 2008). Para diminuir a discrepancia entre os resultados obtidos
com CT de diferentes fontes e isoladas com diferentes metodologias, em 2006, a
Sociedade Internacional para Terapia Celular prop0s trés critérios para definir as
CTM (para os laboratérios baseados na investigacao cientifica e de estudos pré-
clinicos): 1) aderéncia ao plastico, quando mantidas em condi¢Bes padréo de cultura
usando frascos de cultura de tecidos; 2) expressdo de antigenos especificos de
superficie avaliado por citometria de fluxo, = 95% da populacdo deve expressar
CD105, CD73 e CD90. Além disso, essas células devem ter baixa expressdo dos
marcadores (< 2%) CD45, CD34, CD14 ou CD11b, CD79a ou CD19 e HLA de classe
II; 3) potencial de diferenciagdo multipotente, as células devem ser capazes de
diferenciar em osteoblastos, adipdcitos e condroblastos sob condi¢cdes padrdo de
diferenciacao in vitro (DOMINICI et al., 2006).

A multipotencialidade das CTM, seu facil isolamento e cultura, bem como seu
alto potencial expansivo em cultura fazem destas células uma ferramenta
terapéutica atraente capaz de ter um papel importante em uma ampla gama de
aplicacdes clinicas no contexto das terapias celular e génica (MINGUELL et al.,
2001).

17



Embora a ideia inicial tenha sido utilizar as CTM como fonte para terapias de
reposicdo celular, suas atividades imunomoduladoras e tréficas tém profundo
potencial de impacto terapéutico (BONFIELD et al., 2010).

Estudos pré-clinicos com CTM demonstraram que ocorre recuperagao
funcional apos injecdo destas células mesmo sem diferenciacédo significativa em
fendtipos apropriados para o tecido (BERARDI et al., 2011). Hoje € aceito que as
CTM estimulam a recuperacao do ambiente e regeneracédo por meio da secrecao de
inimeros fatores (WAGNER et al., 2009). Os efeitos paracrinos gerados pelas CTM
podem ser diversos, como: anti-apoptoticos, angiogénicos, de apoio ao crescimento
e diferenciac@o de CT locais e células progenitoras, antifibrotico, imunomodulatorio e
quimiotéatico (DA SILVA e NARDI, 2009).

A migracao preferencial para locais da lesdo quando infundidas em modelos
animais de lesdo é conhecido do efeito quimiotatico. Essa propriedade pode ser
atribuida a expresséo de fatores de crescimento, quimiocinas e receptores de matriz
extracelular na superficie das CTM (DA SILVA MEIRELLES e NARDI, 2009). No
caso de isquemia tecidual ou danos graves, CTM podem ser atraidas para o local
(pela presenca de INFy e TNFa) e ali secretam fatores bioativos que auxiliam
troficamente o processo de reparo e regeneragcdo (CAPLAN e DENNIS, 2006).

A constatacdo de que estas células cultivadas tém propriedades
imunomoduladoras vem de experimentos em que as células inibiram a proliferacao
de células T, B e NK in vitro (DA SILVA MEIRELLES e NARDI, 2009). Os produtos
de secrecdo das CTM em locais de leséo reprimem fortemente a vigilancia
imunoldgica e inibem a destruicdo mediada por células B e células T no local da
lesdo. Esta imunoprotecdo serve para proteger o tecido de perder sua "tolerancia" e,
portanto, elimina questbes de autoimunidade. Esta proposicéo leva a inferir que
defeitos nestas capacidades imunomoduladoras das CTM podem resultar em
doengas como a esclerose multipla ou diabetes tipo | (DA SILVA MEIRELLES et al.,
2008).

1.2.MicroRNAS NAS CELULAS-TRONCO
Varias vias de sinalizagdo estdo envolvidas no destino celular das células-
tronco (CT), tanto mecanismos intercelulares como intracelulares. Mecanismos

intracelulares incluem expressédo génica diferencial que pode ser controlada em
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diversos niveis como: epigenética, transcricdo, pos-transcricdo, traducdo e pos-
traducdo (GANGARAJU e LIN, 2009).

A importancia da regulacdo pés-transcricional para a manutencdo da
pluripoténcia e capacidade de diferenciacdo de CTE foi sugerida apos a delecdo da
enzima Dicer, essencial no processamento e maturacdo de microRNAs (miRNAS)
(MURCHINSON et al., 2005; KANELLOPOULOU et al., 2005). CTE mutantes para
essa enzima apresentam problemas na diferenciacdo, contudo, o fendtipo original
pode ser reestabelecido quando a atividade de Dicer é recuperada
(KANELLOPOULOU et al., 2005).

Diversos estudos ja demonstraram que as CTE e as células diferenciadas
possuem perfis diferentes de miRNAs, o que contribui para suas diferentes
propriedades caracteristicas (Figura 1.3) (HOUBAVIY et al., 2003; SUH et al., 2004;
BAR et al., 2008; MORIN et al., 2008; STADLER et al., 2010).

Célula-tronco ou Célula-tronco ou Célula-tronco ou
progenitora progenitora progenitara

Eiferen::ia:;é-: . . leerenmagao Diferenciacdo
@ ——

Autorrenovacdo Autorrenovacao Autorrenovacio
miRMNAs especificos do estado célula-fronco miRNAs especificos de células diferenciadas  miRNAS comumente expressos

= promove identidade das células-tronco = antageniza a identidade da celula-tronco . ﬂ"ﬁEI’EQaEE podem afetar os estados de
= promove a autorrenovacéo = inibe a autorrenovagdo auterrenovacioe ou diferenciacioe
* inike a diferenciacio * promove a diferenciacéo

Figura 1.3 — Envolvimento dos miRNAs nos processos de autorrenovacéo e diferenciagao
das células-tronco. Perfis de miRNAs, obtidos a partir de sequenciamento em larga escala, revelam
gue CT e células diferenciadas possuem populacdes diferentes de miRNAs. Em alguns casos os
miRNAs sdo exclusivos de um dos estados, mas também pode ocorrer apenas diferenca nos niveis
de expressao entre os estados de autorrenovacéo e diferenciagao.

FONTE: Adaptado de SUN e LAI, 2013.

MiRNAs estdo envolvidos na autorrenovacdo e diferenciacdo das CT,
afetando componentes que decidem o destino da célula, como os fatores de
transcricdo Oct4, Sox2, Nanog e Klf4 (TAY et al., 2008; XU et al., 2009). O miR-145,
por exemplo, reprime diretamente Oct4, Sox2 e KIf4, inibindo a autorrenovacao e
induzindo a diferenciacdo das CTE em linhagens ectodérmicas e mesodérmicas (XU
et al., 2009). J&4 o miR-302-367 pode indiretamente induzir a expressdao de Oct4,
Sox2 e Nanog, por reduzir a expressao de genes de desenvolvimento (LIN et al.,
2011; ANOKYE-DANSO et al., 2012). Além disso, Marson e colaboradores, 2008,
demonstraram que miRNAs também podem ser ativados por Oct4, Sox2 e Nanog,
sugerindo um loop autoregulatério em células pluripotentes (MARSON et al., 2008).
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O cluster miR-302-367, também esta envolvido no processo de
autorrenovacdo das CTE (BARROSO-DELJESUS et al.,, 2008; MARSON et al.,
2008). A expressao desses miRNAs é aumentada em CTE, diminui apdés a
diferenciacdo da célula, e é indetectavel em células somaticas. A re-expressao do
cluster miR-302-367 é suficiente para reprogramar células somaticas humanas e de
camundongos ao estado pluripotente, confirmando o papel desses miRNAs na
manutencdo da autorrenovacdo das CTE (ANOKYE-DANSO et al.,, 2011). Outros
trabalhos também ja relataram que a transfeccdo dos miRNAs miméticos maduros
(miR-200c, miR-302, miR-369), ou a inibicdo dos miIRNAs com antimiRNAs (let-7),
também levam a desdiferenciacdo de células sométicas, induzindo a proliferacédo
das células e expressdao de genes relacionados a pluripoténcia (MELTON et al.,
2010; MIYOSHI et al., 2011).

Enguanto alguns miRNAs parecem estar envolvidos com a pluripoténcia,
outros miRNAs estéo diretamente associados a diferenciacdo das CTE em direcao a
linhagens especializadas (MATHIEU E RUOHOLA-BAKER, 2013). Os miRNAs miR-
1 e miR-133 sdo essenciais para a diferenciacdo em cardiomidcitos, e o miR-9
promove a diferenciagdo em progenitores neurais (TAKAYA et al., 2009; ZHAO et
al., 2009).

Embora diversos trabalhos ja tenham relatado a associacdo dos miRNAs a
autorrenovacdo de CTE, ha menos evidéncias do envolvimento dos miRNAs na
autorrenovacdo das CTA (CHOI et al., 2013). J& foi observado que o padrdo de
expressdo dos miRNAs em CTE e CTA € diferente. miRNAs associados a
pluripoténcia, como miR-302a-b-c-d e miR-200c estdo ausentes nas CTM (GOFF et
al., 2008; LAKSHMIPATHY et al., 2007). Todavia, Guo e colaboradores, 2011,
reuniram evidéncias da funcdo dos miRNAs na diferenciacdo e autorrenovacao das
CTM (GUO et al., 2011).

CTA residem em um microambiente, chamado nicho, que regula o balanco
entre autorrenovacao, diferenciacdo e quiescéncia (MATHIEU e RUOHOLA-BAKER,
2013). miRNAs sao importantes na manutencéo e diferenciacdo das populacdes das
CTA, consequentemente, reguladores da homeostase dos tecidos (MATHIEU e
RUOHOLA-BAKER, 2013).

Embora a quantidade de miRNAs associados a autorrenovacao das CTA seja
pequena, muitos mMiRNAs ja foram associados aos diferentes tipos celulares,
terminalmente diferenciados ou em diferenciagdo. Varios exemplos ja foram
relatados em células sanguineas, musculares, neurais, cardiacas, adiposas, 0sseas,
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entre outras (GANGARAJU e LIN, 2009; ORTEGA et al., 2010; VASILATOU et al.,
2010; SMALL e OLSON, 2011; VAN ROOIJ e OLSON, 2012; HILTON et al., 2013;
SUN e LAI, 2013).

Diversos miRNAs tém niveis de expressdo muito baixos em CT os quais
aumentam durante a diferenciacédo, sendo que em outros casos o contrario também
pode ocorrer e os niveis de miRNAs encontram-se diminuidos apds a diferenciacao.
O uso dessas informacfes pode ser valioso no contexto da terapia celular e no
tratamento das doencgas. A manipulacdo da expressdo dos miRNAs pode aumentar
a quantidade de células de interesse produzidas em cultura, ja que pode regular os
processos de autorrenovacao e senescéncia das células.

A regulagéo da expressdo dos miRNAs tem se mostrado promissora também
no campo de terapia contra o cancer. Alguns miRNAs encontram-se aumentados em
células cancerigenas, o uso de antimiRs, oligonucleotideos mMIRNA antisenso,
demonstraram ter um papel interessante quando pensado como terapia génica, pois
podem inibir a acdo do miRNA alvo (ZHU et al.,, 2007; GARCHOW et al., 2011).
Dessa forma, onco-miRNAs poderiam ser alvos deste tipo de tratamento. Em outros
casos de cancer, miRNAs estdo regulados negativamente, e o reestabelecimento da
expressdo pode ser uma alternativa de terapia, para esses casos, MiRNAs
miméticos sintéticos tem um forte potencial como ferramenta.

Embora ensaios terapéuticos dos miRNAs miméticos ou vetores de expressao
em modelos de animais tenham relatado suprimir o crescimento do tumor
(ESQUELA-KERSCHER et al., 2008; KOTA et al., 2009), o sistema de entrega
ideal, com as caracteristicas de alta eficiéncia de transfec¢do, baixa toxicidade
celular, protecdo dos miRNAs da degradacdo e entrega especifica para o tecido
permanecem um desafio (YU et al., 2012).

Por serem grandes reguladores da expressao génica, o controle dos seus
niveis oferece uma infinidade de alvos de estudo pensando em terapia celular e
génica. Embora os efeitos secundarios da terapia com miRNA possa ser uma
expressao génica alterada, ja que multiplos genes podem ser afetados de uma vez,

isso ndo descarta a ampla gama de vantagens que podem ser obtidas.
1.3.MicroRNAS
MicroRNAs (miRNAs) sédo pequenos RNAs nao-codificadores reguladores da

expressao génica, sdo complementares a determinadas regides do RNA mensageiro
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(mMRNA) e exercem sua funcdo por meio do bloqueio da traducdo e/ou degradacao
dos mRNAs alvos (Figura 1.4) (AMBROS, 2004; BARTEL, 2004; BARTEL, 2009).
Foram descobertos em Caenorhabditis elegans como reguladores da determinacao
do destino celular, pelo pareamento entre lin-4 e o MRNA lin-14 durante o
desenvolvimento (LEE et al., 1993; WIGHTMAN et al., 1993). Desde entdo, miRNAs
foram relacionados a diversos processos celulares, tanto fisioldgicos como
patoldgicos, incluindo desenvolvimento embrionario, proliferacdo celular, apoptose,
diferenciacdo celular, entre outros (LU et al., 2005; BRENNECKE et al., 2003;
DOSTIE et al., 2003; CHEN et al., 2004).

Devido ao seu pequeno tamanho, aproximadamente 22 nt, um miRNAs pode
ter como alvo diversos mRNAs, e um mRNA pode ser alvo de varios miRNAs (ZHOU
et al., 2013). Pressdes seletivas durante a evolugdo parecem ter mantido o
pareamento entre miRNAs e mais da metade dos genes codificadores de proteinas
(BRENNECKE et al., 2005; FRIEDMAN et al., 2009), sugerindo que esses pequenos
riboreguladores controlam a expressdo da maioria das proteinas humanas (BARTEL
et al., 2004). miRNAs sao fortemente regulados para permitir a modelagem da
expressdo génica de uma maneira tecido especifica e restrita temporalmente,
apropriada para o desenvolvimento da estrutura do organismo e crescimento
(YATES et al., 2013). Devido a importancia desses pequenos RNAs reguladores na
manutencdo da homeostasia do organismo, falhas nesse mecanismo séo
responsaveis pelo desenvolvimento de doencas como o cancer.

Muitos miRNAs sdo encontrados agrupados (clusters) e transcritos de forma
policistrénica (LEE et al., 2002). Esses miRNAs agrupados estdo frequentemente
relacionados uns aos outros, sugerindo que o agrupamento seja resultado de uma
duplicacéo evolucionaria, contudo nem todos os miRNAs de um mesmo cluster séo
relacionados (KIM et al., 2006).

Genes dos miRNAs séo transcritos pela RNA polimerase Il, e em alguns
casos pela RNA polimerase lll, em transcritos primarios de miRNAs (pri-miRNA)
(CAl et al., 2004; LEE et al., 2004; BORCHERT, et al., 2006). De forma semelhante
aos RNAs mensageiros, sdo poliadelinados e capeados (CAl et al., 2004; LEE et al.,
2004). Pri-miRNAs de animais possuem tipicamente um tronco, um laco (loop) e
longas sequéncias flanqueadoras. miRNAs sdo encontrados geralmente em trés
regides genbmicas: introns de genes codificadores de proteinas e nao-
codificadores, éxons de genes nao-codificadores e regides intergénicas (LAGOS-
QUINTANA, 2001; RODRIGUEZ et al., 2004; KIM et al., 2006; SHUKLA et al., 2011).
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Para miRNAs que se originam de introns, o splicing ndo € requerido para sua
producdo e o processo de producdo de pri-miRNAs em miRNAs precursores (pre-
MiRNASs) ndo afeta a producdo do mRNA hospedeiro (KIM et al., 2007).
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Figura 1.4 — Biogénese dos microRNAs. Genes dos miRNAs séo transcritos pela RNA polimerase ||
em transcritos primarios de miRNAs (pri-miRNA), de forma semelhante aos MRNAs, sao
poliadelinados e capeados. Sdo processados inicialmente no ndcleo pelo complexo Drosha e
DGCR8, dando origem aos miRNAs precursores (pre-miRNAs). Quando o RNA resultante de splicing
ja é semelhante ao pre-miRNA a etapa de processamento nuclear ndo é realizada. Os pre-miRNAs
séo reconhecidos pela Exportina-5 e exportados para o citoplasma, onde sofrem a segunda etapa de
processamento. A clivagem pela enzima Dicer gera pequenos RNAs dupla fita de aproximadamente
22 nt, que serdo reconhecidos pela proteina Ago e, entdo, a dupla fita € desfeita. A proteina AGO é o
componente principal do RISC, complexo de silenciameno induzido por RNA (RISC), responsavel por
direcionar 0 miRNA ao alvo. miRNAs podem induzir o bloqueio da tradug&do ou recrutar elementos
que levam a degradacdo do mRNA, dependendo do grau de complementaridade entre as duas
moléculas.

FONTE: Adaptado de FILIPOWICZ et al., 2008.
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A geracdo de mIiRNAs maduros envolve processamento nuclear e
citoplasmatico (LEE et al. 2002) por ribonucleases Ill que reconhecem RNAs dupla-
fita. O MIRNA primério é clivado pelo complexo microprocessador nuclear formado
pela RNase Ill Drosha (LEE, et al., 2003). Drosha forma dois tipos diferentes de
complexos, um pequeno complexo microprocessador que contém apenas Drosha e
a proteina DGCRS8 (DiGeorge critical region 8), responsavel por processar a maioria
dos pri-miRNAs, e um complexo maior que contém RNA helicases, proteinas
ligadoras de RNA dupla fita, ribonucleoproteinas nucleares heterogéneas e
proteinas da familia do sarcoma de Ewing (GREGORY et al.,, 2004). Os dois
dominios RNAse da Drosha clivam os bragos 5 e 3’ do pri-miRNA, deixando 2 nt
protuberantes na extremidade 3'. J& a DGCRS8 interage diretamente e estabiliza o
pri-miRNA e tem grande importancia na determinacdo do sitio de clivagem
especifico (HAN et al., 2004; HAN et al., 2006).

Drosha retira um ou mais pre-miRNAs do pri-miRNAs (LEE et al., 2003,
DENLI et al., 2004, GREGORY et al.,, 2004). Contudo, o processamento de pri-
MiRNAs em pre-miRNA mediado por Drosha ndo é obrigatério, miRNAs derivados
de introns podem ser liberados do transcrito hospedeiro apds o splicing. Se o intron
resultante da acdo da maquinaria de splicing tem o tamanho apropriado para formar
o0 hairpin e parecer um pre-miRNA, a etapa de processamento pela Drosha é
dispensada e o término do processamento € realizado pela Dicer no citoplasma
(OKAMURA et al.,, 2007, RUBY et al.,, 2007). Esses miRNAs sdo chamados de
mirtrons e foram descobertos em varias espécies, incluindo D. melanogaster e C.
elegans e mamiferos (OKAMURA et al., 2007, RUBY et al., 2007, BEREZIKOV et al.,
2007)

Os pre-miRNAs sdo exportados para o citoplasma pela Exportina-5 (Exp5),
em um processo dependente de Ran-GTP (YI et al.,, 2003; LUND et al., 2004,
BOHNSACK et al., 2004). O tamanho definido do tronco dupla fita e os nucleotideos
protuberantes na extremidade 3’° do miRNA, produzidos pela clivagem da Drosha,
sdo importantes para o sucesso da ligacdo da Exp5, garantindo a exportacao
apenas de pre-miRNAs processados corretamente (ZENG e CULLEN, 2004; LUND
e DAHLBERG, 2006; OKADA et al., 2009).

A maquinaria efetora da via de miRNA é conhecida como complexo de
silenciamento induzido por RNA (RISC - RNA-Induced Silencing Complex). O
processamento citoplasmatico do miRNA e a montagem do RISC sdo mediados pelo
complexo de carregamento de RISC (RLC - RISC loading complex). RLC é um
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complexo multiproteico composto pela RNase Dicer, as proteinas com dominios
ligadores de RNA dupla fita TRPB (Tar RNA Binding Protein) e PACT (Protein
Activator of PKB), e o componente cerne Argonauta-2 (Ago2), a qual também
medeia os efeitos do RISC nos mRNAs alvo (GREGORY et al., 2005, HAASE et al.,
2005, LEE et al., 2006, MACRAE et al., 2008, CHENDRIMADA et al., 2005). O pre-
mMiRNA exportado s6 se junta ao RLC ap0s a formacgédo do complexo ternério Dicer,
TRBP e Ago2 (GREGORY et al., 2005, MANIATAKI e MOURELATOS, 2005).

A RNase Il Dicer cliva o loop dos pre-miRNAs e gera um miRNA duplex com
dois nucleotideos protuberantes em cada final 3° (GRISHOK et al., 2001,
HUTVAGNER et al., 2001). As proteinas parceiras, TRBP e PACT, ndo s&o
essenciais para a clivagem do pre-miRNA mediada por Dicer (HAASE et al., 2005;
LEE et al., 2006), mas aumentam a especificidade ao substrato (LEE e DOUDNA,
2012, FUKUNAGA et al., 2012). Além disso, podem alterar a posicao da clivagem
mediada por Dicer dentro do pre-miRNA, gerando isoformas de miRNA (isomiRs)
(LEE e DOUDNA, 2012, FUKUNAGA et al., 2012).

ApoOs a clivagem mediada pela Dicer, a enzima e suas parceiras se dissociam
do duplex de miRNA. Em principio, o duplex de miRNA poderia dar origem a dois
miRNAs diferentes. Entretanto, apenas uma fita € predominantemente incorporada
ao RISC, fita funcional, a qual guia o complexo aos mRNAs alvo; a fita passageira
(ou estrela) € subsequentemente degradada (SCHWARZ et al.,, 2003). Esta
assimetria funcional depende, principalmente, da estabilidade termodinamica dos
pares de bases nas duas extremidades do duplex: a fita com o par de base menos
estavel na extremidade 5’ é carregada no RISC (KHVOROVA et al., 2003). Outros
mecanismos parecem influenciar na escolha da fita lider pela AGO, como:
nucleotideos das extremidades e as proteinas parceiras da AGO, TRPB e PACT
(NOLAND e DOUDNA, 2013). Pouco se sabe sobre o processo de selecao de fitas
em mamiferos, embora varias helicases tenham sido associadas a via de miRNA,
uma helicase universal responsavel pela abertura da fita ndo foi identificada
(WINTER et al., 2009).

A proteina AGO é o componente principal do RISC, é a responsavel por
direcionar o miRNA ao alvo. AGOs sao constituidas por quatro dominios: N-terminal,
PAZ (PIWI-Argonaute-Zwille), MID e PIWI (P-element-induced wimpy testes) (JINEK
e DOUDNA, 2009). O dominio PAZ reconhece os nucleotideos pendentes deixados
na extremidade 3’ pelas enzimas Drosha e Dicer durante o processamento, dessa
forma, os miRNAs e os siRNAs podem ser diferenciados de RNAs resultantes da
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degradacéo (SONG et al., 2003; LINGEL et al., 2004; MA, 2004). A extremidade 5’ é
ancorada pelos dominios MID e PIWI (MA et al., 2005; PARKER et al., 2005; FRANK
et al., 2010). O dominio PIWI é capaz de se dobrar em uma estrutura analoga ao
dominio catalitico da RNase H e, dessa forma, ele € o responsavel pela atividade
slicer da AGO2 (SONG et al., 2004).

Humanos possuem oito Argonautas, sendo quatro Argonauta-like e quatro
Piwi-like (HUTVAGNER e SIMARD, 2008). Algumas AGOs perderam a atividade
catalitica, porém participam de mecanismos regulatérios que ndo requerem
clivagem. Apenas a AGO2 é capaz de clivar o mRNA alvo, contudo, as quatro
proteinas AGOs sdo capazes de carregar a pequena dupla fita de RNA (MEISTER et
al, 2004; LIU et al, 2004; SONG et al., 2004;).

O maior determinante para a ligacdo de AGO ao seu mRNA alvo é um
dominio de 6-8 nucleotideos no final 5° do miRNA, conhecida como regido seed
(AMERES e ZAMORE, 2013). Devido a pequena quantidade de nucleotideos dessa
regido, mais da metade de todos os genes codificadores de proteinas em mamiferos
sdo regulados por miRNAs, e centenas de outros mRNAs parecem ter selecao
negativa para evitar pareamento com miRNAs presentes na mesma célula (FARH et
al., 2005; LEWIS et al., 2005; FRIEDMAN et al., 2009).

Em plantas, a maioria dos miRNAs sdo complementares ao alvo e
desencadeiam a clivagem dos mRNAS, todavia, alguns estudos ja relataram miRNAs
gue blogueiam a traducéo (TANG et al., 2003; BRODERSEN, et al., 2008; LANET et
al., 2009; PASQUINELLI et al., 2012). Ja em mamiferos, o0 oposto ocorre, poucos
mMiRNAs possuem complementaridade suficiente para direcionar a clivagem do alvo
por AGO2 (YEKTA et al., 2004; KARGINOV et al., 2010; PASQUINELLI et al., 2012).
A complementaridade parcial ndo permite a clivagem do alvo mesmo quando o
mMiRNA esta associado a AGO2, que é a uUnica AGO com atividade catalitica.
Todavia, estudos anteriores demonstram que miRNAs de animais tipicamente
desencadeiam a destruicdo do mRNA ligado, portanto, outro mecanismo de
degradacédo deve estar envolvido (LIM et al., 2005; WU et al., 2006; BAEK et al.,
2008, SELBACH et al., 2008; GUO et al., 2010).

Estudos de perfil de ribossomos (ribosome profiling) reforcaram a viséo de
que a maior parte da reducdo na abundancia de proteinas observadas durante a
repressao mediada por miRNA refletem do decaimento de mRNA, no entanto, uma
pequena fracao, 11-16%, parece derivar a partir do bloqueio na traducédo (GUO et
al., 2010). Embora a destruicdo de mRNA seja mutuamente exclusiva a repressao
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traducional, estudos em Danio rerio (zebrafish) e em D. melanogaster sugerem que
MIiRNAs inicialmente reprimem tradugdo dos mMRNAs e posteriormente
desencadeiam o decaimento do mRNA (BAZZINI et al., 2012; DJURANOVIC et al.,
2012), talvez em resposta ao bloqueio da traducdo em vez de qualquer propriedade
especifica dos miRNAs ou das proteinas AGO (AMERES e ZAMORE, 2013).

O pareamento MiIRNA-mRNA geralmente ocorre nas regides 3’'UTR dos
MRNAs, porém ndo é restrito a elas, outras regides do mRNA e do proprio gene ja
foram descritas como alvo, incluindo promotor, 5UTR e regides codificadoras
(OROM et al., 2008; PLACE et al., 2008; TAY et al., 2008; CHI et al., 2009; LEE et
al., 2009; HAFNER et al., 2010).

MiRNAs geralmente sdo reguladores negativos da expressdo génica, mas
também podem estar relacionados a ativacao génica. Frequentemente o0 mecanismo
de ativacao é indireto, por meio da repressao de um repressor, levando ao aumento
da expresséo de um transcrito especifico (PLACE et al., 2008; AMERES e ZAMORE,
2013). Esse mecanismo ocorre com o0 miR-373, que induz a expressao génica se
ligando ao promotor da E-caderina e competindo com o ligacdo do repressor
(PLACE et al., 2008). Uma forma mais incomum e direta de ativacdo génica por
miRNAs foi descrita ap6s parada do ciclo celular. Mediante privacdo de soro, o miR-
369-3 se liga a um elemento rico em AU na 3’ UTR do gene que codifica o fator de
necrose tumoral (TNF — tumour necrosis factor). O miR-369-3 normalmente dirige
repressdo, mas, nessas condicdes, parece promover traducado (VASUDEVAN et al.,
2007, VASUDEVAN e STEITZ, 2007). Um fendmeno similar também tem sido
observado para a ativagdo da traducdo de genes de proteinas ribossomais em
camundongos (OROM et al., 2008).
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2. JUSTIFICATIVA

CTM tém sido foco de diversos estudos no campo das terapias baseadas em
células para diversas doencas. CTM sao capazes de se diferenciar em diversos
tipos celulares, além disso, séo facilmente isoladas, cultivadas e expandidas in vitro
(PASSIER e MUMMERY, 2003; MINGUELL et al., 2001). Sabe-se que as CT séo
células autorrenovaveis e capazes de se diferenciar. Essa caracteristica pode ser
controlada em diversos niveis como: epigenética, transcricdo, traducdo e pos-
traducdo (GANGARAJU e LIN, 2009).

Para melhor entender os mecanismos de diferenciacdo celular, ou
manutencdo do estado ndo especializado das CT, é necessario compreender 0s
mecanismos de regulacdo da expressdo génica nessas células. Nas ultimas
décadas, microRNAs (miRNAs) tém sido alvo de diversos estudos na éarea de
regulacdo da expressao génica, ja que tem um papel importante na regulacao pés-
transcricional e traducional de centenas de alvos.

O sequenciamento em larga escala permite que a abundéancia relativa de
cada miRNA seja estimada, revelando miRNAs que atingem niveis de expressao
relativamente altos e, portanto, podem ser relevantes em determinados processos.
Estudos recentes demonstram que células progenitoras e células diferenciadas
apresentam perfis de expressao de miRNAs distintos (ORTEGA et al., 2010; GUO et
al., 2011; ZARAGOSI et al., 2011); além disso, esses resultados sugerem que as CT
tém perfis de expressdao de miRNA que podem explicar, ou contribuir para, as
propriedades intrinsecas de autorrenovacao e pluripoténcia das CT (LIU et al., 2009;
SCHOOLMEESTERS et al., 2009; GUO et al., 2011).

Apesar de grandes avancos na descoberta de novos miRNAs, pouco se sabe
sobre os mecanismos de acdo dos miRNAs nas CTM. Estudos prévios do nosso
grupo (SPANGENBERG et al.,, 2013) demonstraram que CTA de tecido adiposo
(CTA-TA) sado reguladas pés-transcricionalmente de forma importante durante a
diferenciacdo celular. Esse estudo demonstrou que a populacdo de mRNA total é
diferente da populacdo de mRNA associada aos polissomos, ou seja, mRNAs que
estdo sendo efetivamente traduzidos, salientando que ha regulacdo entre a
transcricdo e a traducdo. Além disso, o trabalho enfatizou que h& variacdo no
tamanho da 3’ UTR dos mRNAs apds a inducao a diferenciagao. Regides UTR séao
importantes reguladores da estabilidade de mRNAs, ja que séao alvos de proteinas
de ligagdo ao RNA (RBD — RNA Binding Protein) e miRNAs, por exemplo.
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Dados da literatura informam que os miRNAs, além de cossedimentarem
com polissomos, estao associados fisicamente a eles (KIM et al., 2004; NELSON et
al.,, 2004; MARONEY et al., 2006). miRNAs associados aos monossomos ou
polissomos dao indicios de que o mecanismo de acao desses miRNAs se da por
meio do bloqueio da traducéo.

Levando em consideragdo dados da literatura e estudos prévios realizados no
Laboratorio de Biologia Basica de Células-tronco (LABCET) do Instituto Carlos
Chagas — Fiocruz/PR (ICC-Fiocuz-PR), estudos adicionais sdo necessarios para
melhor compreensdo do estado indiferenciado das CTM, bem como quais vias e
mecanismos estéo envolvidos na diferenciagéo.

Este trabalho avaliou a presenca de miRNAs associados aos polissomos no
inicio da diferenciacdo das CTA-TA, utilizando adipogénese como modelo. Também
no trabalho anterior, foi relatado que trés dias de inducdo é suficiente para
comprometer as CTA-TA com a adipogénese (SPANGENBERG et al., 2013). Este
tempo ainda pode ser considerado inicial, jA que o processo de diferenciacdo
adipogénica dura entre 14 e 21 dias. Ja a escolha de um subgrupo de miRNAs,
associados aos polissomos, nos da um indicio do mecanismo de acdo desses
MiRNAs.

Sabendo que parte de algumas vias de diferenciagdo ou manutencdo da
autorrenovacao sao comuns em diversos tipos celulares, futuramente, pretende-se
aplicar os resultados obtidos neste trabalho a outros modelos de diferenciacdo das
CT ou progenitoras, em condrécitos, ostedcitos e cardiomiécitos, visando a terapia

génica e/ou celular.
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3. OBJETIVOS

3.1.0OBJETIVO GERAL
Identificar e caracterizar miRNAs associados aos polissomos diferencialmente
expressos durante a diferenciagdo adipogénica, visando o possivel envolvimento de

MiRNAs destes na regulacao da traducéo das CTM humanas.

3.2.OBJETIVOS ESPECIFICOS

Purificar a fracdo contendo pequenos RNAs associados aos polissomos;

+ ldentificar pequenos RNAs obtidos por sequenciamento em larga escala;

Identificar miRNAs diferencialmente expressos;

Selecionar miRNAs para identificacdo de alvos e redes génicas;
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1.0BTENCAO E CULTIVO DAS CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS DO
TECIDO ADIPOSO

As amostras de tecido adiposo foram coletadas no Instituto de Medicina e
Cirurgia do Parana, de doadores submetidos a cirurgia bariatrica seguida de
dermolipectomia na regido abdominal, com idades entre 30 e 50 anos. As amostras
foram obtidas do tecido adiposo, apds consentimento do doador, de acordo com
normas para pesquisa envolvendo seres humanos e com a aprovacdo do Comité de
Etica da Fundacdo Oswaldo Cruz (nimero de aprovacéo 419/07, ANEXO). As CTM
foram isoladas, cultivadas e caracterizadas, como previamente descrito, e fornecidas
pelo Nucleo de Tecnologia Celular da PUCPR (REBELATTO et al., 2008).

Para isolar as CTM, 100 ml de tecido adiposo foi lavado com solucao salina
estéril para remover residuos contaminantes e hemacias. Em seguida o material foi
digerido com 1 mg/ml de colagenase tipo | (Invitrogen) por 30 min a 37 °C sob
agitacdo permanente, seguido pela filtragdo, com um filtro de 100 um (BD
Biosciences), para eliminar os fragmentos nao digeridos. A suspenséao de células foi
centrifugada a 800 x g durante 10 minutos, e eritrécitos contaminantes foram
removidos pelo tampéo de lise de eritrocito, pH 7,3. A suspensédo de células foi
novamente filtrada com filtro de 40 um, lavadas e depois cultivadas a uma densidade
de 1x10° células/cm? em garrafas de cultura de 75 cm? contendo Dulbecco's
Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12 (DMEM/F12, Gibco) suplementado
com 10 % de soro fetal bovino (SFB, Gibco), 100 U/ml penicilina (Gibco) e 100 pg/ml
estreptomicina (Gibco). O meio foi trocado 3-4 dias apGs o plagueamento inicial, e
depois 2 vezes por semana até as culturas atingirem 80 % a 90 % de confluéncia.
Para expansdao, as CTM foram desprendidas das garrafas de cultura ap6s o
tratamento com 0,25 % de tripsina/EDTA (Invitrogen) e novamente plaqueadas
(passagem, p, 1). A manutencao das culturas foi feita em estufa de atmosfera imida,
com 5 % CO,, a 37 °C (HEPA Class 100, Thermo Scientific) e as trocas de meio
foram realizadas a cada 2-3 dias. Ao atingirem 80 a 90% de confluéncia as culturas
foram novamente dissociadas e replaqueadas, como descrito anteriormente, até que

0 numero ideal de células fosse atingido (p 5-6).
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Para a caracterizacao imunofenotipica, as CTM foram avaliadas por citometria
de fluxo (FACS Calibur, BD Biosciences). As células foram positivas para CD105,
CD90, CD73, CD166, CD29 e CD44; negativas para marcadores de linhagem
hematopoética, incluindo CD14, CD45 e CD31 e a porcentagem de CD34 foi de
2,16%+2,48 (REBELATTO, AGUIAR et al., 2008). Também foram capazes de
diferenciar nas trés linhagens mesodermais, atendendo os critérios minimos exigidos
para caracterizacdo das CTM (DOMINICI, LE BLANC et al., 2006).

4.2. DIFERENCIACAO ADIPOGENICA

4.2.1. Inducéo adipogénica in vitro

Para a inducéo adipogénica por 72 horas (h), as células foram cultivadas até
atingirem uma confluéncia de aproximadamente 50 %, utilizando meio indutor nao
comercial chamado DIIl. Este meio consistiu em meio de cultivo suplementado,
como descrito em 4.1, acrescido de 1 uM de dexametasona (Sigma), 500 uM de 3-
isobutil-1-metilxantina (IBMX, Sigma), 1 pug/mL de insulina (Sigma) e 200 uM de
indometacina (Sigma). Os controles (condicdo sem indugédo) foram cultivados
apenas com meio de cultivo suplementado.

Para o processo completo de diferenciacdo adipogénica, culturas de CTM
foram induzidas a adipogénese apds atingirem confluéncia de 90-100 %. O meio foi

trocado duas vezes por semana e o periodo de inducéo utilizado foi de 14 dias.

4.2.2. Marcacéao dos loculos lipidicos

O Vermelho Nilo (VN) é um marcador fluorescente lipidico caracterizado por
uma mudanga da emissdo do vermelho ao amarelo de acordo com o grau de
hidrofobicidade dos lipidios. Lipidios polares, por exemplo, fosfolipidios, séo
marcados em vermelho enquanto lipidios neutros como colesterol esterificado e
triacilgliceridios, que estdo presentes em gotas lipidicas, sdo marcados em amarelo.
Em solugbes aquosas, a fluorescéncia € totalmente inibida (GREENSPAN e
FOWLER, 1985).

As culturas foram lavadas com solucdo salina fosfatada (PBS - phosphate
buffered saline) e fixadas com solucdo de Paraformaldeido (PF) 4 % a temperatura
ambiente por 10 min. Apos duas lavagens com PBS, as células foram marcadas
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com uma solucdo de VN por 30 min a 4 °C. A solucdo de VN foi preparada
imediatamente antes do uso diluindo-se mil vezes em PBS uma solug&o-estoque
que consistia de 1 mg/ml de VN dissolvido em Dimetilsulfoxido ou sulféxido de
dimetilo (DMSO, Sigma). Em seguida, as culturas foram lavadas duas vezes com
PBS e marcadas com DAPI diluido em PBS por 20-30 min. Novamente foram
realizadas trés lavagens com PBS e as culturas armazenadas a 4°C, se necessario.

As imagens das culturas induzidas foram obtidas utlizando o

microscopio invertido (Eclipse TS300, Nikon).

4.2.3. Quantificagcdo das células marcadas com Vermelho Nilo

Dez imagens de campos aleatérios (aumento de 200X) de -culturas
marcadas com Vermelho Nilo e DAPI foram obtidas utilizando o
microscopio invertido NIKON ECLIPSE TE300. O total de células de cada uma das
dez imagens foi determinado, distinguindo-se entre células diferenciadas e néo
diferenciadas. Calculou-se, entdo, a porcentagem de células diferenciadas nas

culturas induzidas.

4.3.ISOLAMENTO DOS PEQUENOS RNAS ASSOCIADOS AOS RIBOSSOMOS

4.3.1. Gradiente de densidade

A obtencdo do perfil polissomal das CTM-TA foi realizada inicialmente de
acordo com o método publicado por Holetz et al., 2007 e Spangenberg et al., 2013.
CTM-TA cultivadas até 60 a 80 % de confluéncia foram tratadas com 0,1 mg/ml de
cicloheximida (Sigma-Aldrich) por 10 min a 37 °C. As células foram removidas das
garrafas de cultivo com raspador de células (cell scraper) ou por meio de
tripsinizacdo. As células foram resuspensas em 0,1 mg/ml de cicloheximida em PBS
e centrifugadas, duas vezes, a 2000 x g por 5 min para lavagem. As células foram
incubadas por 10 min no gelo com tampé&o polissomal (15 mM Tris-HCI pH 7,4, 1%
Triton X-100, 15 mM MgCl,, 0,3 M NaCl, 0,1 pg/ml cycloheximida, 1 mg/ml heparina
e RNase Out 40 U/ul) para lise celular.

ApoOs a lise das células, o material foi centrifugado a 12.000 x g por 10 min
para sedimentacdo dos nucleos e restos celulares. O sobrenadante foi depositado
cuidadosamente em um gradiente de densidade, constituido de sacarose de 10 a 50
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% e submetido a ultracentrifugacdo a 39.000 rpm por 2 h a 4 °C (rotor SW40, HIMAC
CP8OWX HITACHI).

O gradiente de sacarose foi fracionado com sistema fracionador de gradiente
ISCO (ISCO Model 160 Gradient former) ou manualmente. O fracionador ISCO é
conectado a um detector de Ultravioleta (UV) para o monitoramento da absorbancia
em 275 nm e registro do perfil polissomal. Quando coletado manualmente, cada uma
das fragbes (250 pl) foi dosada no espectrofotometro ND-1000 (NanoDrop®) e os
dados foram plotados para geracdo do perfil polissomal. As fracbes foram
caracterizadas em: livres de ribossomos, associadas aos mMONOSSOMOS ou

associadas aos polissomos.

4.3.2 Extracdo de RNA

Os RNAs das fragbes livre de ribossomos, associados aos monossomos e
associados aos polissomos foram extraidos com TRIzol® (Invitrogen) e enriquecidos
com mirVana™ (Ambion), para que houvesse isolamento dos RNAs menores que
200 nt.

Apbs adicdo do TRIzol®, o material ficou a temperatura ambiente por 5 min e,
em seguida foi adicionado cloroférmio para nova incubacdo do material a
temperatura ambiente por 5 min. Para separar a fase aquosa, o material foi
centrifugado a 2.880 rpm por 15 min a 4 °C. No experimento 1, apés a coleta da fase
aquosa, 0,5 ml de alcool isopropilico foi adicionado para cada 1 ml de TRIzol®
inicial, esse material foi incubado por 16 h e centrifugado a 12.000 x g por 10 min. O
pellet de RNA foi lavado com etanol 80 %, e ap0s o descarte desse, o material foi
incubado a 65 °C para completa eliminacdo do etanol. Nos demais experimentos, a
adicdo de alcool isopropilico a fase aquosa foi substituida pela adicdo de 2,5
volumes de Etanol absoluto, 10% de acetato de sddio 3M pH 5,2 e GlycoBlue™
(Ambion). O RNA foi armazenado a 20 °C por, pelo menos, 16 h e, entdo,
centrifugado a 13.000 x g a 4 °C por 30 min. O material foi lavado com etanol 80 % e

incubado a 65 °C para remocéao dos resquicios de alcool.
4.3.3 Isolamento de pequenos RNAs com mirVana™
O enriguecimento dos pequenos RNAs com mirVana™ foi realizada de

acordo com as instru¢cées do fabricante. Este tipo de extragcdo combina extracéo
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organica com extracdo de fase solida, onde os RNAs ficam retidos a coluna de vidro.
O material resultante da extracdo com RNA TRIzol® foi resuspenso em tampéo
Lysis binding, que estabiliza o RNA e inativa RNAses, em seguida foi adicionado o
Homogenate Additive e acido Fenol:Cloroférmio. Apos a retirada da fase aquosa foi
adicionado 1/3 do volume de etanol absoluto e adicionado no primeiro filtro. Ao
material filtrado foi adicionado 2/3 do volume de etanol absoluto, que foi submetido
ao segundo filtro, onde os RNAs menores que 200 nt ficam retidos. Para finalizar, o

RNA é lavado com 3 solucdes de lavagem e recuperado em solucao de eluicéo.

4.3.4 Isolamento de pequenos RNAs por purificacdo em gel de poliacrilamida

Em alternativa ao uso do mirVana™, o material resultante da extracdo com
TRIzol® foi resolvido em gel de poliacrilamida 6% TBE-uréia com 1 mm de
espessura, NOVEX® pre-cast gel (Invitrogen). A eletroforese ocorreu a 80 V e 320
mA por aproximadamente 40 min, ao final, o gel foi marcado com Sybr® Gold (Life
Technologies) e observado a luz UV.

A banda de aproximadamente 20 nt foi coletada e macerada por
centrifugagcdo a 10.000 x g por 2 min. Em seguida foi acrescentada agua livre de
RNases e o material foi incubado por 10 min a 70 °C. A amostra foi adicionada a um
filtro e centrifugada a 12.000 x g por 5 min para remocéo da acrilamida. O material

filtrado foi precipitado como descrito em 4.3.2.

4.4 SEQUENCIAMENTO EM LARGA ESCALA DE PEQUENOS RNAS

4.4.2 Preparacado da biblioteca para sequenciamento

Para preparacdo das amostras para 0 sequenciamento na plataforma
SOLID™ foram utilizados 100-500 ng de amostra. O material foi incubado com o mix
de adaptadores SOLID™ e solugao de hibridizagao a 65 °C por 10 min e 16 °C por 5
min. Entéo, foi adicionado o tampé&o de ligacdo 2x e 0 mix de enzimas de ligacéao a
amostra, que foi incubada por 16 h a 16 °C.

O material hibridizado foi retrotranscrito utilizando o kit SOLID™ Total RNA-
Seq de acordo com as instrucbes do fabricante. O cDNA resultante foi purificado
utilizando o kit Mini Elute PCR Purification (Qiagen) e os cDNAs foram submetidos a
eletroforese em Novex® pre-cast gel. Os cDNAs de tamanho apropriado (60-85 nt)
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foram excisados do gel e divididos em quatro fragmentos (bandas A, B, C e D). As
amostras foram amplificadas utilizando o kit SOLID™ Total RNA-Seq e, por ser uma
biblioteca multiplex, também foi utilizado o kit SOLID™ RNA Barcoding para
substituir primer 3’ do kit SOLID™ Total RNA-Seq. O programa utilizado para
amplificacdo consiste em manter as amostras a 95 °C por 5 min, 18 ciclos de
amplificagéo (95 °C 30 seg, 62 °C 30 seg, 72 °C 30 seg) e, finalmente, 72 °C a 7
min. O produto da PCR foi purificado de acordo com as instru¢ées do fabricante
utilizando PureLink® Micro Kit Column (Invitrogen) e quantificados com Qubit®
dsDNA HS Assay Kit.

4.4.3 Andlise dos dados obtidos por sequenciamento

Primeiramente os adaptadores foram retirados com o programa conhecido
como cutadapt. Depois os RNAs de tamanho correto foram mapeados contra 0s
miRNAs maduros do miRBase com o programa Bowtie. Entéo, para fazer andlise da

expressao diferencial foi utilizado o edgeR, um pacote de R.

4.5 ANALISE DA EXPRESSAO DE miRNAs POR PCR QUATITATIVA

4.5.1 Reacéo de adicdo de cauda poli-A

Para a reacdo de adicdo de cauda poli-A na por¢cado 3’ de cada molécula de
mMiRNA maduro, 1 pug de material, preparado de acordo com os itens 4.3.1 e 4.3.2,
foi incubado com os reagentes do kit Affinity Acript RT (Agilent), E. coli poly A
polymerase (PAP), Buffer EPAP, ATP e agua livre de RNase. As amostras foram
incubadas a 37 °C por 30 min e, em seguida, a 95°C por 5 min para finalizar o
processo.

4.5.2 Sintese do DNA complementar

Apoés a reacdo de adicao de cauda poli-A, o RNA poliadenilado foi usado
como molde para a sintese do DNA complementar (cDNA), utilizando Buffer RT,
dNTP, oligonucleotideo adaptador, ART Block e agua livre de RNases. Além desses
componentes, foram utilizados os oligonucleotideos iniciadores forward (F), que sdo
a sequéncia do préprio miRNA (Quadro 4.1). O oligonuleotido forward é o que
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permite amplificacdo especifica do alvo de interesse. O material € incubado a 55 °C
por 5 min, em seguida submetido a 25 °C por 15 min, depois a 42 °C por 30 min e,

por fim, a 95 °C por 5 min para finalizar a transcrigéo reversa.

mMiRNA Sequéncia Foward (5’-3’)
miR-29b-1-5p GCTGGTTTCATATGGTGGTTTAGA
miR-29¢-5p TGACCGATTTCTCCTGGTGTTC
miR-30c-5p TGTAAACATCCTACACTCTCAGC
miR-143-5p GGTGCAGTGCTGCATCTCTGGT
miR-210-3p CTGTGCGTGTGACAGCGGCTGA
miR-210-5p AGCCCCTGCCCACCGCACACTG
miR-6775-5p TCGGGGCATGGGGGAGGGAGGCTGG

QUADRO 4.1 - Oligonucleotideos Foward iniciadores utilizados na qPCR

45.3 gPCR

O processo de padronizacdo da PCR quantitativa (QPCR) de miRNAs no
nosso grupo foi realizado por Roberge e colaboradores (ROBERGE et al., 2013).
Utilizou-se a mistura master mix SYBR Green (Applied Biosystems), oligonucleotideo
F (Quadro 4.1), oligonucleotideo R (componente do kit Affinity Acript RT) e agua. As
amostras foram feitas em triplicata biologica e técnica (7500 Real Time PCR System,
software 7500 System SDS). As condi¢c6es de PCRs incluiram uma etapa inicial de
desnaturacao a 95 °C por 2 min, seguida por 55 ciclos de 95 °C por 15 s, 60 °C por
30 s e 72 °C por 30 s para extensdo. Para finalizar, etapa de dissociacéo, 95 °C por
15 s, 60 °C por 1 min, 95 °C por 15 s e 60 °C por 15 s. A guantidade relativa foi
calculada com base na quantidade numa curva padrdo, determinada por uma

amostra positiva para os miRNAs testados, diluidas em uma série de 5 diluicfes.

4.5.4 Analise do tamanho dos miRNAs expressos

Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 3 %.
As bandas de miRNAs obtidas, visualizadas por marcacdo com brometo de etidio e
fotografadas com o transiluminador (L-Pix, Loccus Biotecnologia), foram

comparadas aos marcadores de 25 pb (Invitrogen) e 1 kb (Invitrogen).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 PADRONIZACAO

5.1.1 Isolamento e enriquecimento de pequenos RNAs associados aos
polissomos provenientes de células obtidas por raspagem celular

Para realizar o isolamento de pequenos RNAs associados aos polissomos,
CTM-TA foram cultivadas e expandidas até atingirem 3,4x10° células inicial. Estudos
anteriores realizados no Laboratério de Biologia Basica de Células-tronco (LABCET),
ICC-Fiocruz-PR (dados n&o publicados) demonstraram que para o isolamento de
RNAs mensageiros (MRNAs) associados aos polissomos, doze garrafas de cultivo
de 150 cm? foram suficientes para adquirir a quantidade de material necessaria para
0 sequenciamento em larga escala, sendo metade das garrafas para cada condicdo
(inducédo e nédo inducdo adipogénica). A padronizacdo do numero de células por
experimento ndo pdde ser realizada pelo numero de células, pois para a retirada das
células das garrafas de cultivo, o0 método de raspagem celular foi utilizado, sendo
assim, algumas células se soltam em grupos, impossibilitando a contagem com
camara de Neubauer.

Sabe-se que a quantidade de pequenos RNAs na célula é menor que a
guantidade de mRNAs, desta forma, a primeira etapa a ser padronizada foi a
qguantidade de garrafas que seriam utilizadas para cada condicdo. Para isso,
utilizaram-se inicialmente sete garrafas de 150 cm? com 3,8x10° células por garrafa
para a realizac&o do perfil polissomal, e duas garrafas de 150 cm? para extragéo de
RNA total. As células foram expandidas até atingirem 40 % de confluéncia e entédo
desprendidas das garrafas com raspador de células (cell scraper) para a realizacao
da lise celular com tampao polissomal, ou extracdo do RNA total, e demais etapas.
Nucleos e restos celulares foram sedimentados e descartados e o sobrenadante foi
isolado e depositado sobre o gradiente de densidade. Neste primeiro experimento
apenas a condi¢cdo nao induzida foi avaliada e o perfil polissomal foi gerado pelo
fracionador de gradientes ISCO (ISCO Model 160 Gradient former) (Figura 5.1 A).

O fracionador ISCO separa os gradientes em pequenas fracées de 500 pl. De
acordo com o perfil gerado, as fracdes de 500 pl foram reunidas em uma fracéo
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maior chamada fracdo polissomal (4,5-7 ml). A extracdo do RNA, e retirada da
sacarose, dos RNAs associados aos polissomos foi feita com TRIzol e cloroférmio.
Para o isolamento e enriquecimento dos RNAs menores que 200 nt, ou
extragdo do RNA total, as amostras foram tratadas com mirVana™ (Ambion). Para a
avaliacdo do tamanho e integridade do material, as amostras foram submetidas a

eletroforese em capilar na plataforma 2100 Bioanalyzer (Agilent) (Figura 5.1 B-D).
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Figura 5.1 — Padronizacdo da extracdo de pequenos RNAs associados aos polissomos. A) Perfil
polissomal gerado pelo fracionador de gradientes ISCO, paciente TA80p6. B) Gel virtual das
amostras de pequenos RNAs extraidos de RNA total (1) e RNAs associados aos polissomos (2). C)
Distribuicdo dos pequenos RNAs de diferentes tamanhos no gel virtual da amostra de RNA total. D)
Distribuicdo dos pequenos RNAs de diferentes tamanhos da amostra de RNA polissomal.

E possivel observar que os RNAs entre 60 e 90 nt estdo mais enriquecidos
gue os RNAs de aproximadamente 20 nt, principalmente na amostra de pequenos

RNAs total (Figura 5.1 C). Estes RNAs séo, possivelmente, RNAs transportadores

(tRNAs), que possuem entre 74 e 95 nt, e RNAs resultantes de degradacéao.
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Para o enriquecimento dos miRNAs, os fragmentos de até 200 nt foram
submetidos a purificagdo no sistema fracionador flashPAGE™ (Life technologies).
Este sistema consiste em uma eletroforese que pode ser parada em diferentes
tempos para a coleta do material, assim, os RNAs de diferentes tamanhos podem
ser purificados de acordo com o tempo de parada. Foram utilizados seis tempos de
parada: 8, 10, 12, 15, 20 e 25 min. Para testar a eficiéncia de purificagdo dos
fragmentos de aproximadamente 20 nt, as amostras submetidas ao fracionamento
também foram avaliadas na plataforma 2100 Bioanalyzer (Figura 5.2 A). Observou-
se que os RNAs de aproximadamente 20 nt foram coletados entre 12 e 15 minutos
de eletroforese (Figura 5.2 B e C), contudo, a quantidade de material obtida n&o foi
satisfatoria (Figura 5.2 A).

Para aumentar o rendimento no isolamento de miRNAs, o numero de garrafas
de cultivo de 150 cm? foi alterado para vinte por experimento, sendo dezesseis
garrafas para a realizac&o do perfil polissomal e quatro para extracdo de RNA total.
Foram utilizadas entre 3,5 e 8,0x10° células no total, 1,7 a 4,0x10° células por
garrafa, esse numero foi atingido na quinta ou sexta passagem (p) de células. As
células foram mantidas em DMEM/F12+15%SFB até atingirem uma confluéncia de
40-50% e, entdo, metade das garrafas (dez) foi induzida a adipogénese com meio
DIll. A inducédo ocorreu por 72 horas e esta condi¢ao foi chamada de Indugéo 72h. O
restante das garrafas teve apenas o meio DMEM/F12+15%SFB reposto, esta
condicdo recebeu o nome de Nao Inducéao (NI).

Em cada condicao, duas garrafas foram utilizadas para extracao de pequenos
RNAs total com mirVana™ (Ambion) e as demais foram tratadas com tampéao
polissomal para a recuperacdo dos polissomos. Observou-se que o0s perfis
polissomais das duas condi¢cbes sdo similares (Figura 5.3), assim como suas
quantificacbes (Figura 5.4). Neste experimento além do RNA total e da fracdo
polissomal, a fracdo monossomal também foi recolhida para posterior comparacédo a
fracdo polissomal. Como no experimento anterior, a extracdo do RNA foi feita com
TRIzol e cloroférmio, e o enriguecimento dos RNAs menores que 200 nt com
mirVana™. Os materiais foram submetidos a eletroforese em capilar na plataforma
2100 Bioanalyzer (Agilent) para avaliagdo do tamanho, integridade e quantificagao
(Figura 5.4).
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Amostra Concentragao (pg)
1 | RNA total (12-15) 3774
2 | RNA total (15-20) 3031
3 | RNA total (20-25) 2538
4 | RNA polissomal (12-15) | 17049
5 | RNA polissomal (15-20) | 10216
6 | RNA polissomal (20-25) | 3307
C)
. T
)

Figura 5. 2 - Padronizacéo da purificacdo de miRNAs. A) Gel virtual das amostras de pequenos
RNAs submetidas ao fracionamento e suas respectivas concentracdes. B) Distribuicdo dos RNAs de
aproximadamente 20 nt da amostra de RNA total no gel virtual, tempo de coleta entre 12 e 15 min. C)
DistribuicBo dos RNAs de aproximadamente 20 nt da amostra de RNA polissomal no gel virtual,
tempo de coleta entre 12 e 15 min.
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Figura 5.3 — Perfis polissomais, de células submetidas a raspagem, gerados pelo fracionador
de gradientes ISCO. A) Perfil polissomal N&o Inducdo. B) Perfil polissomal Indugédo 72h. Células
provenientes do doador TA81p6.
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Figura 5.4 — Quantificacdo das frac6es monossomal e polissomal. Células provenientes do
doador TA81p6. A) Gel virtual das amostras de pequenos RNAs associados aos monossomos
situacdo NI (1), polissomos situagdo NI (2), monossomos situagdo 72h (3), polissomos situacdo 72h
(4) e suas respectivas concentracdes. B) Quadrante superior esquerdo distribuicdo de tamanho dos
RNAs da fragdo monossomal ndo induzida a adipogénese, quadrante inferior esquerdo distribuicdo
de tamanho dos RNAs da fragdo monossomal induzida a diferenciagcdo por 72h. C) Quadrante
superior direito distribuicdo de tamanho dos RNAs da fracdo polissomal ndo induzida a adipogénese,
guadrante inferior direito distribuicio de tamanho dos RNAs da fracdo polissomal induzida a
diferenciagdo por 72h.
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A amostra de RNA polissomal NI foi submetida ao sistema fracionador
flashPAGE™ para purificagdo dos fragmentos de aproximadamente 20 nt. Foi
observado que assim como no experimento 1 (Figura 5.2), quase todo o material foi
perdido durante a purificacédo, a partir de 436 ng iniciais restaram apenas 8 ng apos
a purificacdo (Figura 5.5 A). Na Figura 5.5 B é possivel observar que o perfil da
agua gerado pelo Bioanalyzer é similar ao da amostra, ndo reconhecendo nenhum

pico além do marcador (4 nt).
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Figura 5.5 — Fracao polissomal NI submetida ao sistema fracionador flashPAGE™. A) RNAs de
aproximadamente 20 nt recuperados da fragdo 12-15 min. B) Agua submetida a avaliagdo no
Bioanalyzer.

Embora a quantidade de pequenos RNAs total obtida a partir da extragdo com
mirVana™ tenha sido satisfatéria (Figura 5.6), a quantidade de miRNAs detectada
pelo equipamento foi muito baixa, aproximadamente 14 ng de RNA da condi¢cao NI e
29 ng para a condicdo 72h. Sabendo que a quantidade ideal para o sequenciamento
€ de 100 ng, foram necessarias alteracdes no protocolo para aumentar a quantidade
de material isolado.

A quantidade de garrafas de 150 cm? utilizadas por condic&o para extracéo de
pequenos RNASs total aumentou para quatro e a extracdo do RNA total passou a ser
feita com TRIzol®, em vez de mirVana™. A Figura 5.7 ilustra o perfil gerado por
este tipo de extracdo quando o material € submetido a plataforma 2100 Bioanalyzer,
bem como a quantificacdo da amostra. Pode-se perceber que a banda referente aos
20 nt ainda ndo pode ser visualizada no gel virtual, possivelmente devido a grande

guantidade de RNAs de aproximadamente 80 nt que mascara os demais materiais.
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Embora a porcentagem de miRNAs em relacdo ao total de pequenos RNAs tenha
sido pequena, a concentracdo de miRNAs obtida por esse método de extracéo, e

pelo aumento na quantidade de garrafas, foi mais eficiente, aproximadamente 89 ng.
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Figura 5.6 — Avaliacdo da extracdo de pequenos RNAs total com mirVana™. A) Gel virtual e
quantificacdo do RNA total do paciente TA81p6 condicdo NI B) N&o induzido a adipogénese, C)
Induzido & diferenciac¢éo por 72h.
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Figura 5. 7 — Avaliacdo da extracdo de pequenos RNAs total com TRIzol®. A) Gel virtual e
quantificacdo RNA total do paciente TA81p6 condicdo NI. B) Perfil gerado pelos RNAs de diferentes
tamanhos.

5.1.2 Isolamento e enriquecimento de pequenos RNAs associados aos
polissomos provenientes de células obtidas por tripsinizacéo celular

Sabendo da necessidade de aumentar a quantidade final de miRNAs, o
método de raspagem de células das garrafas de cultivo foi substituido pela
tripsinizacao celular. Levando em consideracéo o fato de que a tripsinizagéo solta a
células individualmente, e a raspagem das células € mais propensa a formacéo de
grupos de células, as células passaram a ser contadas, incluindo um novo passo de
controle do experimento: a quantidade final de células. A partir deste ponto foi
estabelecido o numero ideal de células para se trabalhar por experimento, entre 3 e
6x10° células por condicao.

Na tentativa de aumentar a eficiéncia dos experimentos, uma nova fracao foi
incluida: fracdo livre de ribossomos. Esta nova fracdo substituiu a extracdo de
pequenos RNAs total com TRIzol, tendo em mente que o objetivo é comparar
MiRNAs associados e ndo associados aos polissomos, a ideia inicial ndo foi
alterada. Com a eliminagcdo da extracdo de RNA total, duas garrafas foram
adicionadas a cada experimento, aumentando a quantidade de células para geragao
do perfil polissomal. Lembrando que, oito garrafas por condicdo (N&o Inducéo e

Inducéo 72h) ndo foram suficientes para extrair quantidades satisfatorias de RNAs
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associados aos ribossomos e que a quantidade ideal para extrair pequenos RNAs
total seria de aproximadamente quatro garrafas de 150 cm? por condic&o, o nimero
de passagens para se obter a quantidade ideal de células para montar 0s
experimentos teria de ser maior. Estudos anteriores do nosso grupo demonstram
gue com o0 aumento das passagens ha diminuicdo no potencial de diferenciacdo das
CTM (dados nao publicados), podendo prejudicar os resultados. Trabalhar com a
fracdo livre de ribossomos também permite a comparacdo direta entre as fracdes
gue contém miRNAs associados ou ndo aos ribossomos dentro de um experimento
com as mesmas condi¢des (ultracentrifugacao, separacao das fracbes do gradiente
de sacarose, extracdo do RNA total com TRIzol® e, finalmente, purificacdo e
enriqguecimento dos RNAs menores que 200 nt).

A purificacdo dos miRNAs pelo fracionamento com flashPAGE™ também foi
eliminada, pois em todos os testes realizados a quantidade de material recuperada
foi muito pequena (menos de 10 ng). Dessa forma, optou-se por fazer uma
purificacdo dos pequenos RNAs apenas durante a preparacdo do material para
entrada na plataforma de sequenciamento. Na Figura 5.8 C pode-se notar o
aumento na quantidade de material obtida com o novo protocolo para extracdo de

pequenos RNAs associados aos polissomos.
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Amostra Concentracao (ng)

Fracao livre NI 965

Fracdo monossomal NI | 250

Fracdo polissomal NI 555
Fracao livre 72h 660

Fracdo monossomal 72h | 355

Fracdo polissomal 72h 610

Figura 5.8 - Perfis polissomais, de culturas tripsinizadas, gerados pelo fracionador de
gradientes ISCO. Estes dados foram gerados a partir do material do doador TA72p5. A) Perfil
polissomal Nao Inducdo. Em destaque a fracdo de RNAs n&do associados aos ribossomos. B) Perfil
polissomal Inducdo 72h. C) Concentracdo de RNAs com menos de 200 nt. Dosagem realizada pelo
espectrofotdbmetro ND-1000 (NanoDrop).

A Ultima etapa que sofreu modificacdo envolve a coleta das fracdes do
gradiente de densidade composto por sacarose. ApOs a ultracentrifugacdo, o
gradiente de sacarose foi coletado manualmente, cada uma das fracdes de 250 pl foi
dosada no espectrofotbmetro ND-1000 (NanoDrop®) e os dados foram plotados
para geracao do perfil polissomal (Figura 5.9 A e B). Percebe-se que perfil gerado
pela coleta manual € muito semelhante ao perfil gerado pelo fracionador ISCO
(Figura 5.1 e 5.2).
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Figura 5.9 — Perfil polissomal gerado pelo fracionamento manual dos gradientes de sacarose.
Material obtido do doador TA86p5. A) Perfil polissomal da condigcdo N&o Inducédo. B) Perfil polissomal
da condigdo Inducéo 72h. Os gréficos da posicéo inferior dos gréficos A e B representam apenas as
fracdes monossomal e polissomal em aumento.

5.2 IDENTIFICACAO DE microRNAS NA DIFERENCIACAO CELULAR

5.2.1 Modelo de diferenciacdo celular: adipogénse

CTM podem ser diferenciadas em diversos tipos celulares, como ja descrito
no tépico 1.1, contudo, nem todos os tipos de diferenciacdo sédo quantificaveis e
podem ser acompanhados. A diferenciagcdo adipogénicia oferece uma grande
vantagem quanto a isso, pois, apds a coloracdo, pode ser realizada uma
qguantificacdo relativa da diferenciacdo, por meio da medida de absorbancia do
corante ou quantificacdo da fluorescéncia emitida pelas células coradas, ou ainda,
por meio da contagem das células diferenciadas e néo diferenciadas pode ser feita
uma quantificacdo absoluta da porcentagem de células diferenciadas. Outra grande
vantagem de utilizar a adipogénese como modelo é que o processo de diferenciacéo

pode ser acompanhado facilmente em microscépios épticos mesmo sem coloragéo.
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Tendo em vista que o objetivo do projeto, que é isolar miRNAs envolvidos na
manutencdo da autorrenovacdo das CTM, ou envolvidos com o comprometimento e
manutencao das células com a diferenciacgéo, foi decidido avaliar um tempo inicial de
diferenciacdo. O processo de formacao de adipdcitos dura entre 14 e 21 dias,
dependendo do meio de diferenciacao utilizado. Com o meio utilizado neste trabalho,
DIll, o tempo é de 14 dias. Trabalhos prévios do laboratério demonstram que 72h de
inducdo a adipogénese sao suficientes para comprometer CTM, e manté-las
comprometidas a adipécitos (SPANGENBERG et al., 2013).

Durante este curto periodo de inducdo, pouca mudanca morfolégica é
observada nas CTM, quando comparadas ao controle. Neste ponto ainda ndo ha
presenca de vesiculas lipidicas, porém ha grande mudanca na expressao génica
destas células, como descrito anteriormente por Spangenberg e colaboradores,
2013 (Figura 5.10).

Para o controle da porcentagem de diferenciacdo adipogénica, algumas
culturas foram mantidas sob inducdo até o final do processo (14 dias). Apés a
coloracdo, € possivel visualizar as goticulas lipidicas coradas em verde (Figura
5.11). Por meio do método de quantificacdo absoluta (contagem celular) é possivel

inferir que, em média, as culturas diferenciaram cerca de 50%.

' 200 ym > ! 200 pm
7/ I
Figura 5.10 — CTM induzidas a diferenciacdo adipogénica por 72h. CTM, paciente TA86p4,
visualizadas em contraste de fase. A) CTM ndo submetidas a diferenciacdo adipogénica. B) CTM
induzidas a adipogénese por 72h.
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Nilo, DAPI Nilo, DAPI

Figura 5.11 — Diferenciacdo adipogénica de CTM por 14 dias. CTM, TA 84, foram submetidas a
diferenciagdo com meio DIIl e coradas com Vermelho Nilo. A) CTM néo submetidas a adipogénese
visualizadas em contraste de fase. B) CTM submetidas a adipogénese visualizadas em contraste de
fase. C) Nucleos das CTMs nao submetidas a adipogénese corados com DAPI. D) Nucleos das CTM
submetidas a adipogénese corados com DAPI. E) CTM néo induzidas a adipogénese em microscopia
de fluorescéncia. F) CTMs induzidas a adipogénese em microscopia de fluorescéncia é possivel
visualizar as goticulas lipidicas dos adipdcitos em verde. G) Sobreposi¢do das imagens dos nucleos e
CTMs nao induzidas a adipogénese. H) Sobreposicdo das imagens dos nucleos e adipdcitos
provenientes de CTM induzidas.
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Para avaliar os efeitos dos miRNAs encontrados neste trabalho, descritos a
seguir, no processo de diferenciagao adipogéncia, as CTM poderéo ser tratadas com
antimiRNAs ou miRNAs miméticos, que diminuem ou aumentam a concentracéo dos
mMiRNAs na célula, respectivamente. Ap0s o tratamento, as células poderédo ser

induzidas a adipogénse e avaliadas quanto ao seu potencial de diferenciacao.
5.2.2 Preparagéo das amostras para 0 sequenciamento em larga escala

CTM foram expandidas até 3,5-8,0x10° células no total, e cultivadas em 20
garrafas de 150 cm? com 1,7 a 4,0x10° células por garrafa, esse nimero foi atingido
na quinta ou sexta p de células. Metade das garrafas foi induzida a adipogénese por
72h (condicao Inducdo 72h), enquanto a outra metade continuou sendo tratada com
as mesmas condicdes da expansdo (condicdo N&o Inducéo). As células foram
tripsinizadas apos atingirem entre 40 e 50 % de confluéncia, e foram obtidas de 3 a
6x10° células por condicdo. Como ja descrito em 5.1, o lisado celular foi submetido a
um gradiente de densidade composto por sacarose e suas fracdes foram coletadas
manualmente para geracdo do perfil polissomal (Figura 5.9 A e B). Os RNAs das
fracOes livre de ribossomos, associados aos monossomos e polissomos foram
extraidos com TRIzol® e os RNAs menores que 200 nt foram enriquecidos com
mirVana™, como descrito em 5.1.2.

Trabalhou-se com o material em quadriplicata biolégica e a quantidade de
RNA obtida apds a purificagdo com mirVana™ foi submetida ao sequenciamento
(Quadro 5.1).

Amostra Livre Monossomal Polissomal
TA86 NI 2340 590 1180

TA86 72h 1260 340 940

TA87 NI 1490 400 230

TA87 72h 730 500 280

TA84 NI 4650 950 1670

TA84 72h 3790 1060 830

TA74 NI 4470 810 1480

TA74 72h 2900 1100 1020

QUADRO 5.1 - Quantificacdo dos RNAs menores que 200 nt enriguecidos com mirVana.
Concentracéo total de RNA obtido (em ng).
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Para preparacdo das amostras para o sequenciamento em larga escala foram
utilizados inicialmente 100 ng de amostra. O cDNA resultante foi submetido a
eletroforese e os fragmentos de tamanho apropriado foram excisados do gel e
divididos em quatro fragmentos (bandas A, B, C e D). O material de uma das bandas
resultantes (banda B) foi amplificado e quantificado com Qubit® dsDNA HS Assay
Kit. Algumas amostras estavam em baixa concentracdo e nao foram detectadas pelo
método (Quadro 5.2).

Amostra Concentracao (ng/pl)
1 TAT74 NI fragéo livre 1900
2 TA74 NI fracdo monossomal 167
3 TA74 NI fracédo polissomal 67
4 TA74 72h fracdo livre 192
5 TA74 72h fragdo monossomal 10500
6 TA74 72h fragéo polissomal 245
7 TA84 NI fracéao livre 351
8 TA84 NI fragdo monossomal 138
9 TA84 NI fracédo polissomal 82
10 | TA84 72h fragéo livre -
11 | TA84 72h fragcdo monossomal -
12 | TA84 72h fracéo polissomal -
13 | TA86 NI fracéo livre -
14 | TA86 NI fracdo monossomal 90
15 | TA86 NI fragcéo polissomal -
16 | TA86 72h fragao livre -
17 | TA86 72h fracdo monossomal -
18 | TA86 72h fracdo polissomal -
19 | TA87 NI fracéo livre 433
20 | TA87 NI fragcdo monossomal -
21 | TA87 NI fragao livre -
22 | TA87 72h fracéo livre -
23 | TA87 72h fragdo monossomal -
24 | TA87 72h fragao polissomal -

QUADRO 5.2 - Quantificacdo do material resultante da amplificacdo do cDNA (banda B) utilizando
Qubit.

Na tentativa de completar todas as amostras de um paciente, TA84, as PCRs
do paciente foram repetidas, desta vez utilizando o material das bandas A e C.
Porém, a amostra TA84 72h Polissomal ainda nédo pode ser detectada pelo método
de quantificacdo (Quadro 5.3).
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Amostra Concentracao (ng/pl)

11 | TA84 NI frag&o polissomal 100
12 | TA84 72h fracéo livre 391
11 | TA84 72h fracdo monossomal 70

12 | TA84 72h fragao polissomal -

QUADRO 5.3 - Quantificacdo do material resultante da amplificacdo do cDNA (banda A e C)
utilizando Qubit.

Tendo em mente que mesmo com a repeticdo das PCRs talvez nem todos os
materiais pudessem ser quantificados, a preparacdo de amostras foi reiniciada.
Talvez devido a grande quantidade de amostra de RNAs de pequeno tamanho,
como tRNAs, em relacdo a pequena quantidade de miRNAs (Figura 5.7), tenha sido
prejudicial a ligagdo dos adaptadores aos miRNAs, esses servem como primers das
reacoes de transcricdo reversa e amplificacdo por PCR, o que prejudicaria estas
etapas. Na tentativa de aumentar a eficiéncia de ligacdo dos adaptadores, uma pré-
purificacéo foi realizada com uma das amostras (TA84 NI polissomal), para obtencao
apenas de microRNAs, utilizando 500 ng de material. A amostra foi submetida a
eletroforese em gel de agarose a banda de aproximadamente 25 nt foi excisada do
gel. Apdés a purificacdo do RNA, a quantidade de material obtida foi de
aproximadamente 5 ng, segundo a quantificacéo pela plataforma 2100 Bioanalyzer
(Figura 5.12). Devido a pequena quantidade de material obtida, a pré-purificacao foi

descartada.

- T T - - T T
4 2 0 0 20 500 10 {re}

Figura 5.12 — Pré-purificacdo dos pequenos RNAs pelo método de extragcdo do gel de
poliacrilamida. Quantificacéo da amostra TA84 NI polissomal por 2100 Bioanalyzer.
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Sendo assim, a nova preparacdo das amostras foi iniciada apenas
aumentando a quantidade de material de 100 ng para 500 ng. A amostra TA87 nao
pode ser repetida, pois ndo havia quantidade suficiente de material das fracdes
monossomal e polissomal, as demais amostras foram repetidas e todas foram
detectadas na dosagem, as quantificacfes estdo demonstradas no Quadro 5.4. A
biblioteca submetida ao sequenciamento possuia, entdo, amostras de trés

pacientes, TA74, TA84 e TA86, na concentracdo de 50 pg/pl.

Amostra Concentracao (ng/pl)
9 TA84 72h fragdo monossomal 95
10 | TA84 72h fracéo polissomal 82
14 | TA86 NI fracdo monossomal 68
15 | TA86 NI fracdo polissomal 113
16 | TA86 72h fragéo livre 69
17 | TA86 72h fragdo monossomal 145
18 | TA86 72h fracéo polissomal 58

QUADRO 5.4 - Quantificagdo do material resultante da amplificagcdo do cDNA (banda B) utilizando
Qubit.

5.2.3 Sequenciamento em larga escala de pequenos RNAs associados aos

polissomos

O sequenciamento dos microRNAs foi realizado utilizando a plataforma
SOLID e os dados obtidos foram enviados a Unidade de Bioinformatica do Instituto
Pasteur Montevideo para analise. O objetivo das analises foi identificar novos
mMiRNAs e miRNAs diferencialmente expressos entre as condi¢cdes Nao Inducéo e
Inducdo 72h, nas fracOes livre de ribossomos e associado aos polissomos,
associado aos monossomos e associado aos polissomos. O primeiro passo foi
avaliar os miRNAs associados aos polissomos, que poderiam indicar miRNAs
reguladores dos processos de elongacao da traducdo. Durante as analises verificou-
se que varios fragmentos da biblioteca eram contaminantes e muitos outros
apresentavam apenas sequéncias de adaptadores unidas. Nos Quadros 5.5 e 5.6
pode-se observar a grande quantidade de reads obtidas para as amostras de RNAs
associados aos polissomos, porém, a quantidade de miRNAs com adaptadores,

tamanhos corretos e que mapeiam correspondem a aproximadamente 4% do total

54



de reads. Como ja comentado, talvez a grande quantidade de amostra, em relagéo a
pequena quantidade de miRNAs, tenha favorecido a ligacdo dos adaptadores aos
contaminantes ou entre eles, pois no caso dos miRNAs n&do associados aos
ribossomos (condicdo livre), é possivel observar que aproximadamente 42% das
reads apresentam tamanho correto e podem ser mapeadas. E esperado que na
fracéo livre de ribossomos se encontre a maior quantidade e variedade de miRNAs,
pois comparado ao total de miRNAs da célula é possivel que nem todos estejam
ativamente regulando o processo de traducdo naquele momento. Além disso,
mesmo 0s MiRNAs que estdo ativamente regulando a traducdo podem ter algumas
moléculas ndo associadas aos ribossomos, jA que o processo da traducdo é
dindmico e h& constante montagem e desmontagem dos complexos polissomais.

Os dados das amostras de RNAs associados aos polissomos foram
mapeados contra as sequéncias do banco de dados miRBase. Foram encontrados
16 miRNAs expressos: hsa-miR-1254, hsa-miR-1912, hsa-miR-197-5p, hsa-miR-
3199, hsa-miR-328-5p, hsa-miR-4459, hsa-miR-4469, hsa-miR-4700-3p, hsa-miR-
665, hsa-miR-6763-5p, hsa-miR-6775-5p, hsa-miR-6836-3p, hsa-miR-6858-5p, hsa-
miR-8069, hsa-miR-8072. Dentre eles, quatro microRNAs (hsa-miR-3199, hsa-miR-
4469, hsa-miR-6858-5p, hsa-miR-8072) foram encontrados mais expressos na
condicao 72h de inducéo.
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# do total | #reads com | # reads com tamanho | % de reads com | # reads
Amostra| Condicdo | de reads adaptador correto (13-23bs) adaptador mapeadas | Unico* e s6 hsa
1 NI_livre 111214948 17027885 8980211 52,73826432 294785 38711
2 NI_mono 4540456 512791 32256 6,290282006 1827 43
3 NI_ poli 11361990 1854391 165359 8,917159326 1612 681
4 72h_livre 17846297 2845701 1654766 58,14967911 5317
5 72h_mono| 36905318 1644317 127379 7,746620633 197
6 72h_poli 13502589 1549288 84476 5,45256918 520 177
7 NI_livre 20671207 2503532 1478796 59,06838818 9772 3345
8 NI_mono 14220187 1812264 164268 9,064242296 1619
9 NI_poli 11215971 1486441 172185 11,58370901 1681 606
10 72h_livre 22708882 2480896 975944 39,33836807 2475
11 72h_mono| 20774686 3091390 32047 1,036653415 0
12 72h_poli 21270367 3567235 32356 0,907033038 424 96
13 NI_livre 21790131 2762916 1117743 40,45519299 2385
14 NI_mono 13685132 1373624 14390 1,04759381 4
15 NI_poli 18089939 2789352 32106 1,151020022 278 54
16 72h_livre 21189455 2648956 359520 13,57213936 458
17 72h_mono 3291459 82593 2752 3,332001501 0
18 72h_poli 19842195 3170686 30354 0,957332262 48 6

QUADRO 5.5 - Dados obtidos do sequenciamento das fracdes associadas aos polissomos (lamina 1).
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# do total |#reads com |#reads comtamanho |% de reads com |# reads
Amostra|Condicao |de reads adaptador correto (13-23bs) adaptador mapeadas
1 NI_livre 16840297 8593969 51,03217004
2 NI_mono 504562 30444 6,033748082
3 NI_ poli 10680416 1878428 150436 8,008611456 1280
4 72h_livre 2865916 1623670 56,65448673
5 72h_mono 1756659 132277 7,530032864
6 72h_poli 12986676 1584898 80455 5,076351917 397
7 NI_livre 2480805 1408922 56,79293616 8882
8 NI_mono 1850443 143010 7,728419627
9 NI_poli 10538596 1568598 162059 10,33145522 1095
10 NI_livre 2635122 955253 36,25080736
11 72h_mono 3092533 28056 0,907217482
12 72h_poli 19991278 3627174 27982 0,771454581 421
13 NI_livre 3371069 1050757 31,16984553 3697
14 NI_mono 1405411 13540 0,963419242
15 NI_poli 17138598 2793835 28689 1,026868086 156
16 72h_livre 2636524 341818 12,96472173
17 72h_mono 82593 2170 2,6273413
18 72h_poli 19237502 3182247 28426 0,893268184 48

QUADRO 5.6 — Dados obtidos do sequenciamento das fracdes associadas aos polissomos (lamina 2).
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Para saber se o problema foi durante o isolamento das amostras ou
preparacdo da biblioteca de sequenciamento, quatro miRNAs (miR-31, miR-20a,
miR199-b, miR-17), j& identificados em CTM em outro trabalho realizado pelo grupo
(ROBERGE et al.,, 2013), porém n&o identificados no sequenciamento, foram
testados por RT-gPCR. Utilizando as fra¢cdes livres de ribossomos e associados aos
ribossomos, ambos da situacdo N&o Inducgéo, observou-se que houve amplificacao
dos miRNAs da fracdo livre de ribossomos (dados ndo mostrados). Este resultado
sugere que o problema encontrado nos resultados do sequenciamento podem ter
ocorrido durante a preparacao da biblioteca de sequenciamento, e ndo da amostra,
ja que os miRNAs estdo presentes nas CTM, porém ndo puderam ser identificados

por meio do sequenciamento.

5.2.4 Selecdo de miRNAs para andlise da expressao diferencial por RT-
gPCR

Devido a pequena quantidade de reads viaveis, com adaptador, tamanho
correto e mapeadas, dados de outro trabalho do grupo, Spangenberg et al., 2013,
foram adicionados a este. A pesquisa anterior também utilizou as condi¢cdes 0 h e 72
h de inducdo adipogénica e RNAs associados aos polissomos, embora apenas
MRNAs tenham sido o foco do trabalho, quando os dados obtidos do
sequenciamento foram mapeados, alguns mMiRNAs também foram detectados.
Foram selecionados para confirmacao da expressao diferencial através de RT-PCR
quantitava (RT-gPCR) os miRNAs: hsa-miR-29b-1-5p, hsa-miR-29c-5p, hsa-miR-
30c-5p, hsa-miR-143-5p, hsa-miR-210-3p, hsa-miR-210-5p e hsa-miR-6775-5p.

Para confirmacédo da presenca dos miRNAs selecionados em CTM por RT-
gPCR, os miRNAs foram submetidos a reacao de poliadenilacéo, sintese de cDNA
e, finalmente, a qPCR. O material utilizado nesta confirmacéo foi RNA total extraido
com TRIzol®, desta forma sdo eliminadas etapas nas quais 0s miRNAs poderiam
ser perdidos como a geracéo, e purificacdo das fracdes, do perfil polissomal e o
enriquecimento dos miRNAs com mirVana™.

A cauda poli-A adicionada na reacdo de poliadenilacdo € de
aproximadamente 45 residuos de adeninas, sendo assim, o tamanho esperado dos
mMiRNAs é de aproximadamente 70 nt. Dos sete miRNAs selecionados, seis se
expressaram do tamanho correto e apenas um (hsa-miR-6775) se expressou de um

tamanho acima do esperado (Figura 5.13). Embora o hsa-miR-210-3p tenha se
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expressado nas condi¢cdes NI e 72h, também houve amplificacdo da agua. Para
tentar resolver os problemas encontrados na expressdo dos miRNAs hsa-miR-210-
3p e hsa-miR-6775 e tornar a expressdo mais especifica, a temperatura de
anelamento foi elevada de 60 °C para 65°C, contudo o mesmo perfil foi observado.
No caso do hsa-miR-210-3p, o iniciador F pode conter algum contaminante, pois a
amplificacdo na amostra da agua é de tamanho diferente das amostras contendo
cDNA, além disso, o uso da mesma agua como branco para todas as demais

amostras elimina a contaminacdo da agua.

miR-29b-5p miR-29¢c-5p miR-30c-5p miR-143-5p miR-210-3p miR-210-5p mMiR-6775
I I | | [ L | I

I I
MIMSC I B CI BCI BCI B cCcl1BCI BCI B

400pb —
300pb

100pb
75pb

Figura 5.13 — microRNAs expressos em CTM. Os miRNAs foram amplificados e resolvidos em gel
de agarose 3%. O cDNA de CTM foi sintetizados a partir de RNA submetidos a reacao de adicdo da
cauda poli-A com enzima Poly-A polimerase. Como controle negativo, a reacdo de PCR foi realizada
na auséncia de cDNA. M1 — Marcador 1kb Plus ladder (Invitrogen), M25 — Marcador 25pb ladder
(Invitrogen), C — N&o inducéo | — 72h inducéo adipogénica, B- branco.

Os miRNAs expressos no RNA total, e do tamanho correto, foram testados
nas fragdes livre de ribossomos e associados aos ribossomos, tanto na condigéo NI
quanto na condicdo 72h (Figura 5.14). A quantificagdo € relativa a curva da reacdo
de gPCR e ndo ha normalizacdo, j& que até o momento ndo se conhecem
normalizadores para as condi¢cdes avaliadas neste trabalho, ou seja, miRNAs
associados aos ribossomos. Embora todos os miRNAs tenham sido encontrados
mais expressos na situacado NI, apenas o hsa-miR-210-5p apresentou diferenca
significativa quando as fracgdes livre de ribossomos NI e 72h foram comparadas. N&o

foi detectada expressdao de miRNAs associados aos polissomos, possivelmente
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devido a pequena quantidade de material nesta fracdo, o método pode nao ter sido
sensivel o suficiente para detecta-lo. Nesta fracdo era esperada uma pequena
quantidade de material, mas devido as etapas de coleta dos gradientes de
densidade, precipitacdo do RNA e sintese do cDNA o material pode ter sido perdido.
Outra possibilidade € que o material esteja presente da amostra, porém devido aos
resquicios de sacarose do gradiente de densidade a deteccdo ndo tenha sido
possivel. AvaliacBes realizadas no nosso grupo de pesquisa indicam que a razdo da
absorbancia em 260/230 nm, de mRNAs purificados de gradientes de sacarose, é
baixa e que talvez essa seja a razdo para a falha na deteccdo de mRNAs por RT-
gPCR. Apesar disso, materiais em grandes quantidades puderam ser detectados. A
baixa razdo da aborbancia em 260/280 sugerem contaminacdo por TRIzol® e
proteinas, e em 260/230 outros tipos de contaminantes copurificadas. Observa-se
gue materiais obtidos de gradientes de sacarose aparentam ser visCos0s, cOmo a
sacarose, 0 que leva a suposicdo que esse seria 0 possivel contaminante. Para
melhorar a purificacdo é possivel aumentar a relacdo TRIzol®/sacarose e avaliar
novamente a relacdo 260/230. Uma alternativa para detectar os miRNAs associados
0s polissomos pode ser realizar Northern Blot do material, pois a etapa de cDNA,

uma das etapas de preparacao para a RT-qPCR, ser& eliminada.
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Figura 5.14 — Expressdo de miRNAs livres ou associados aos ribossomos nas CTM
submetidas a diferenciacdo adipogénica. Sdo demonstrados os valores das médias das triplicatas
técnicas e biologicas da quantificacdo relativa a curva do experimento. Teste realizado: ANOVA.
Significativo (*) para p<0,01.

60



Os miRNAs encontrados neste trabalho ja foram encontrados em outras
pesquisas, principalmente na area do céancer. O nivel do miR-29b foi encontrado
diminuido em osteosarcomas, enquanto os niveis de miR-29b-1* e miR-29c foram
encontrados elevados em células do cancer de bexiga (XU et al., 2013; ZHANG et
al., 2013). O miR-29c j& foi associados a outros tipos de cancer, como o colorretal,
melanoma e também a supresséo de tumor (NGUYEN et al., 2011; BAE et al., 2013;
YANG et al., 2013). Embora estes resultados sejam inicialmente controversos, sabe-
se que um unico miRNA pode regular diversos alvos, sendo assim, os resultados
sugerem que os multiplos alvos do miR-29c¢ nas diferentes células cancerigenas com
expressao alterada podem ter efeitos diferentes nos diversos tipos de tumores, como
oncogene ou como supressor de tumor. Ja o miR-143 ja foi encontrado em cancer
de proéstata, pulmdo e mama, por exemplo (KOJIMA et al., 2013; WU et al., 2013;
NG et al.,, 2013; ZHANG et al.,, 2013). Além disso, Gits e colaboradores, 2013,
descreveram o0 miR-143 como potencial biomarcador diagnostico para cancer de
pulmédo (GITS et al., 2013). O ultimo miRNA encontrado neste trabalho, miR-210,
também ja foi associado ao cancer, como o de pulmé&o e o osteosarcoma (CAl et al.,
2013; GROSSO et al., 2013).

Muitas outras fungbes ja foram atribuidas aos miRNAs encontrados neste
estudo, o miR-29b j& foi descrito como potencializador da osteogénese,
encontrando-se regulado positivamente durante a diferenciacdo (LI et al., 2009;
TROMPETER et al., 2013). Osteogénese e adipogénese tém sido descritas como
processos inversos (MARK et al., 2014), quando um processo € ativado o outro &
inibido, sendo assim, a menor expressdo do miR-29b apds a inducdo adipogénica
corrobora com os dados ja publicados.

Os miRNAs miR-30c, miR-143 e miR-210 ja foram associados de forma direta
a producao de lipideos ou diferenciacdo adipogénica. O aumento na expressao de
miR-30 reduz a sintese lipidica em camundongos (SOH et al., 2013). Neste trabalho
0o miR-30c encontrou-se mais expresso na condicdo NI, apés a inducdo sua
expressao diminui, possivelmente liberando da regulacdo os alvos responséaveis pela
sintese lipidica e diferenciacdo adipogénica. J& o miR-143 foi descrito como
regulador da adipogénese através da modulacdo da sinalizacdo de MAP2k5-ERKS5,
além de suprimir a osteogénese por regular Osterix, um fator de transcrigcdo
essencial para a diferenciacdo oseogénica (CHEN et al., 2014; LI et al., 2014). Com
relacdo ao miR-210, a diminuicdo de sua expresséao foi relacionada a diminuicao da
adipogénese e obesidade (ORTEGA et al., 2010; QIN et al., 2010). Os dados obtidos
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neste trabalho ndo corroboram com os trabalhos citados, pois demonstram que este
mMiRNA estd aumentado na condicdo ndo inducdo e diminuido ap6s a inducéo,
possivelmente liberando da regulacdo os alvos responsaveis pela diferenciacéo
adipogénica, assim como acontece com o miR-30c. O aumento da expressao do
miR-210, através da transfeccdo com mIRNAs miméticos, apds a inducao
adipogénica podera confirmar as evidéncias.

Além das fungBes da diferenciacéo celular, o miRNA miR-29b j& foi associado
a regulacdo da fibrose cardiaca. O tratamento com antagomiRs, que diminui a
guantidade de miRNAs, leva ao excesso de fibrose (ABONNEC et al.,, 2013). O
infarto do miocérdio leva a perda da funcdo cardiaca, devido a morte de
cardiomiécitos e substituicdo por fibroblastos, desta forma, a possibilidade de
controlar a formacao de fibrose é promissora no contexto da terapia génica e celular.
Outras funcdes ja descritas para o miR-210 incluem: inducdo de hipoxia
celular,inibicdo da apoptose e regulagcéo da proliferacdo e migracédo de CTA (CHAN
et al., 2012; KIM et al.,, 2013; QIU et al., 2013). O estudo dos miRNAs como
reguladores da proliferacdo das CT abre a possibilidade para manipulacdo desse
processo, por exemplo ao aumentar a proliferacdo mais células poderiam ser obtidas

em menos tempo de cultura, tornando seu uso na terapia celular mais vantajoso.

5.2.5 Avaliacdo dos alvos de miRNAs expressos nas CTM

Como descrito em 1.2, miRNAs sao grandes reguladores da expressao
génica, envolvidos em diversas vias que controlam processos fundamentais da
célula. Como comentado anteriormente, um udnico miRNA pode ter como alvo
centenas de mMRNAs e um mRNA pode ser alvo de diferentes miRNAs. Em
Spangenberg e colaboradores, 2013, foram avaliados apenas mRNAs associados
aos polissomos diferencialmente expressos entre as condigcdes NI e 72h. No
presente trabalho encontramos 140 genes diferencialmente expressos, sendo que,
48 deles também codificam miRNAs. As analises mostraram que estes 48 genes de
MiRNAs sdo capazes de regular 127 genes, do total de 140, confirmando que
poucos MIRNAS podem afetar centenas de alvos podendo formar uma complexa
rede regulatoria.

Muitos estudos tem relatado diferentes perfis de miRNAs nos diferentes tipos
celulares, logo, regulando diferentes alvos. Grande parte dos alvos é predita por
bioinformética, por ferramentas como o TargetMiner, miRDB, TarBase,
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microRNA.org e TargetScan. Porém, em CTM pouco se sabe sobre os alvos de
mMIiRNAs, principalmente envolvidos com a regulagdo da autorrenovacdo e
diferenciagao.

Utilizando o banco de dados do miRBase e ferramentas de predicdo, 0s
MiRNAs hsa-miR-29b-1-5p, hsa-miR-29c¢-5, hsa-miR-30c-5p, hsa-miR-143-5p, hsa-
miR-210-3p e hsa-miR-210-5p, tiveram seus alvos, tanto preditos quanto validados,
listados. Para que a relacéo de alvos fosse mais confiavel foi feita uma interseccao
dos alvos relatados pelas ferramentas TargetMiner, miRDB, TarBase, microRNA.org
e TargetScan. Sabendo que a funcdo desses alvos €, muitas vezes, integrada, uma
ferramenta para geracdo de Gene Ontology (GO), Gene Ontology enrichment
analysis vizualization tool (GOrilla), foi utilizada. Como background para
comparacao, uma lista contendo todos os genes expressos nas CTM nas condi¢des
trabalhadas (NI, 72h, fracdo polissomal) foi utilizada (SPANGENBERG et al., 2013).
A interacdo dos alvos individuais foi convertida em fungdes, como regulacdo da
diferenciacdo celular, proliferacdo, adesdo, apoptose, angiogénese, resposta ao
estresse, comunicacdo celular, regulacdo da diferenciacdo osteoblastica e
ossificacdo, resposta a lipideo e regulacdo do processo de metabolismo de lipideos
sdo alguns exemplos das func¢fes relatadas. Como ja comentado, osteogénese e
adipogése sao processos contrarios, dessa forma, é plausivel que ambas as funcdes
tenha sido encontradas, jA que apenas a presenca dos alvos é levada em conta pela
ferramenta, ndo a quantidade expressa. Para melhor visualizacdo das funcdes e da
probabilidade estatistica destas interacdes (p value), a ferramenta Reduce Visualize
Gene Ontology (REVIGO) foi utilizada (Figura 5.15).

Estudos diminuindo ou aumentando a expressdo de miRNAs e posterior
avaliacdo da quantidade desses alvos, bem como alteracdo na expressdo destes
alvos, podem indicar qual a real funcédo realizada pelos miRNAs nestas células. Além
disso, para a geracdo de uma rede de integracdo de alvos mais confiavel, o ideal
seria avaliar os alvos de todos os miRNAs presentes em determinada condicéo.
Para que isso seja possivel, um novo sequenciamento serd realizado. Desta vez as
amostras serdo preparadas de forma similar ao que foi descrito em 5.2.2, porém néo
havera enriquecimento com miRvana™, pois acredita-se que esta etapa de
purificacdo possa ter sido prejudicial a preparacdo do material. A preparagdo ir4
comecar com 1 ug de RNA, embora mais contaminantes possam ser encontrados, a
possibilidade de encontrar miRNAs também pode ser maior, jA que menos etapas de
purificacédo e de possiveis perdas de miRNAs serao realizadas.
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Figura 5.15 — Fung¢des relacionadas aos miRNAs expressos das CTM. A intersec¢do dos alvos
dos miRNAs hsa-miR-29b-1-5p, hsa-miR-29c-5, hsa-miR-30c-5p, hsa-miR-143-5p, hsa-miR-210-3p e
hsa-miR-210-5p, foram por meio através das ferramentas GOrilla e REVIGO contra um background
de todos os genes encontrados nas condi¢des NI e 72h.
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6. CONCLUSAO

mMiRNAs associados aos ribossomos e nao associados foram identificados em
CTM-TA submetidas a diferenciacdo adipogénica. Visando o envolvimento dos
miRNAs com o comprometimento das CTM com determinadas linhagens, as células
foram induzidas a diferenciagcdo por 72 h. O modelo utilizado foi a diferenciagédo
adipogénica, sabendo que é um processo que dura entre 14 e 21 dias, dependendo
do protocolo utilizado, 72 h de inducdo ainda pode ser considerado um tempo inicial,
como observado por Spangenberg e colaboradores, 2013.

Embora o objetivo tenha sido identificar miRNAs responsaveis pela
autorrenovacao ou comprometimento das CTM com a diferenciacdo, ainda nao foi
possivel concluir se os miRNAs encontrados apresentam esta funcdo. Contudo, &
possivel inferir que ha relacdo entre estes miRNAs e a diferenciagéo, pois a anélise
dos alvos revelou que a diferenciagdo pode ser uma das fungdes. Testes futuros
utiizando miRNAs miméticos ou antimiRs, que aumentam ou diminuem a
concentracdo de miRNAs na célula, respectivamente, poderdo nos indicar a funcéo
destes pequenos RNAs identificados. Além disso, outros modelos de diferenciacao
poderdo ser testados, ja que € possivel que os mecanismos reguladores do inicio da
diferenciacéo, ou desligamento da autorrenovacao, sejam comuns a outros modelos.

Devido a pequena guantidade de miRNAs identificados, sera necessario um
novo sequenciamento para fornecer dados mais confiaveis de expressao dos
mMiRNAs nas condic¢des testadas. Além disso, o perfil mais completo de expresséo
podera ser utilizado para avaliar a interacdo dos alvos de maneira mais ampla,

indicando vias que podem estar ativas durante o processo inicial da diferenciacao.
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PARECER

Titulo do Projeto: “Caracterizacdo celular e molecular do potencial de diferenciacao
de células tronco mesenquimais adultas: aplicacado em terapias celulares do
sistema cardiovascular”

Protocolo CEP: 419/07

Pesquisador Responsavel: Samuel Goldenberg

Instituigao: ICC — Instituto Carlos Chagas/Fiocruz/PR

Foram apresentados e submetidos a apreciagdo do CEP/FIOCRUZ o relatorio de
atividades, adendo e documentos atualizados ao projeto original do projeto supra
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