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RESUMO

Nos vertebrados, o coracdo é o primeiro 6rgdo a se formar e adquirir fungdo no embrido e
todos os eventos subsequentes na vida do organismo dependem de sua atividade. Ao
longo da evolucdo desses animais, incluindo o Homo sapies, o coragcdo adquiriu tragos
morfofuncionais distintos, resultando em fenotipos caracteristicos nas mais variadas
espécies viventes. Entretanto a base molecular que sustenta a variacdo fenotipica
permanece pouco conhecida. Uma vez que o genoma desses animais é relativamente
conservado quanto a estrutura e funcdo, € plausivel pensar que as variacdes
morfofuncionais resultem, em grande parte, da expressao diferencial de genes e seus
reguladores. MicroRNAs (miRNAs) séo pequenos RNAs nédo codificantes com importante
funcdo na regulagdo génica pos-transcricional. Essas moléculas reconhecidamente atuam
nosmais variados processos bioldgicos, incluindo as vias de biogénese e manutencao
cardiaca. Contudo, até o momento, sdo escassos 0s dados disponiveis que tratam do
impacto da atividade de miRNAs no desenvolvimento e evolugdo do coracado de
vertebrados. No presente estudo, com o objetivo de gerar novos conhecimentos acerca
da base molecular da variabilidade fenotipica do coracéo, foi realizada a caracterizacéo e
analise comparativa das assinaturas de expressdodo conjunto total de miRNAs no
coracdo de espécies representativas dos cinco grandes grupos de vertebrados. Para isso,
os transcritos de miRNAs de amostras detecido cardiaco de 13 espécies distintas foram
investigados por RNA-seq e detalhadamente analisados por bioinforméatica. Como
resultado, foi verificada a expressédo conservada de 32 miRNAs em todas as 13 espécies
analisadas, indicando a atuacao de forcas seletivas mantenedoras sobre essas moléculas
reguladoras, cuja importancia biolégica se manifesta independentemente do tempo de
divergéncia filogenética que separa esses organismos. Adicionalmente, a andlise de
ontologia génica revelou que todos os 32 mMIRNAs conservados possuem funcdes
relacionadas ao desenvolvimento e ritmo cardiaco, caracteristicas primordiais para
explicar a evolucédo diferencial da morfologia cardiaca. Além disso, analisou-se o papel do
miR-129 na regulacdo da expressao do gene Bmp4, importante para o desenvolvimento
cardiaco, verificando-se a potencial interacao entre essas moléculas in vivo em embrides
de zebrafish. Andlises funcionais entre o miR-129 e os fatores Thx, que estdo em
andamento, irdo contribuir significativamente para a elucidacdo da participacdo desse

mMiRNA no tecido cardiaco no genoma de vertebrados.
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ABSTRACT

In vertebrates, heart is the first organ to form in the embryo and all subsequent events in
the life of an organism depend on its function. Heart has acquired distinct morphological
traits during vertebrate evolution, which leaded to distinct morphology traits in the living
species. However, the molecular mechanisms that drive the differential morphology
among these species remain uncharted. Taking into consideration the higher level of
conservation of the genome among these species, we can infer that the differential
expression of genes and regulators lead to the distinct pattern of heart morphology.
MicroRNAs (miRNAs) are small molecules with an important role upon post-transcriptional
regulation. These molecules have been shown essential for several cellular processes in
vertebrates, including cardiac biology, but little is known about the roles of these small
molecules in the development and evolution process of vertebrate’s heart. In the present
study, we characterized the global expression of miRNAs in the heart of species from the
five vertebrate groups, (fish, amphibians, reptiles, birds and mammals) and performed an
evolutionary comparative analysis of miRNA expression signatures in order to bring novel
insights about the molecular basis of heart phenotypic variability. RNA-seq was used to
characterize miRNA expression profiles in the heart of 13 vertebrate species and deeply
analyzed using bioinformatics. We found 32 miRNAs with conserved expression to all 13
species analyzed, indicating a conserved pathway of these miRNAs despite of the large
divergence times isolating these organisms. GO analysis from 32 miRNAs in the human
genome revealed that conserved miRNAs has functions on heart development and
contraction rate, traits considered crucial for the differential morphology of the heart
observed from fish to mammals. Furthermore, we validate the molecular interaction
between miR-129 and Bmp4, important gene for the heart development. Moreoever, the
functional analysis of interaction between miR-129 and Thx factors will help elucidate the

biological importance of miR-129 along heart development in vertebrates.

viiil



SUMARIO

1. REVISAO DA LITERATURA .....ooiiitee ettt ettt sttt n et aeae st s aenn s 01
1.1. O desenvolvimento cardiaco em vertebrados............occvveviiiiiieniieee e 01
1.2. Rede regulatoria do desenvolvimento cardiaCo .............occcvvveeeeeeeiiiicciiiiee e, 04
1.3. Caracteristicas gerais doS MICTORNAS..........coiiiiiiiie it 06
1.3.1. Biogénese € MeCaniSMO A€ ACAOD .....c..cceeiiiuiriieeiieeee s ittt e e e e e e e s ssrrrer e e e e e e e e e nnenreees 06
1.3.2. Nomenclatura e organizaGao geNOMICA ...........vureeirrrreeeairrreeesireeeessereeesanneeeesenees 08
1.4. MicroRNAS d0 teCIAO CAriACO. .....cciiuiiiiee ittt 10
1.5. GENOMICA FUNCIONAL ..ottt et s s e e eaees 11
1.6. Validagdo da interaGao MIRNA-AIVO..........cuviiiiiiiie e 13
1.7. Zebrafish como organismos modelo para estudos cardiacos............cccccceeeeeeeiiicninneen. 14
2. OBUIETIVOS. ...ttt ettt e et e e e st e e e s st e e e e ettt e e e e ansaeeeeennsaeeeeannneeaeennnees 16
A B @ o] 1= 1AV o o = - | SRR 16
2.1. ODjJetiVOS ESPECITICOS .....veiiiiiiiiiie ittt ettt n 16
3. MATERIAL E METODOS ..ottt sttt ettt e st esstsasstess s saeansaasesenneas 17
3.1. Extrac8o de RNA do teCidO CardiaCo ...........cuuiiiieiiniiiiiiie et 19
3.2. Quantificagéo e andlise da qualidade e integridade do RNA ..........cccociiiiiiieeiiiiieeeenns 20
3.3. RNA-seq das amostras de tecido CardiaCo...........cccuuveeeiiiiee e eree e 21
3.4. Andlise dos dados A& RNA-SE( .....ccooicuriiiiiei et e e e e e e e e e e s rae e e e e e e s e annes 22
3.5. Andlise comparativa do miRNoma cardiaco de vertebrados..............ccooevvvvieeeeeeeeninnns 25
3.5.1. ANAIISE COMPATALIVA .......eeieiuiiieiiieeitieesitee ettt et ettt e e e s b e s e e sbe e e nnneeas 25
I (=T o [o= Tl 0 L= 1Yo 26
3.5.3. Andlise de ontologia fuNCIONAL ...............ooiiiiiiiiiiiiii e 27
3.6. Andlise funcional de MIRNAS .........uiii i nreee e e e 28
3.6.1. Selecdo de MIRNA € SEUS AIVOS .......cccuuiiieiiiiiie et 28
GG 307 . T 01 1 o PSR 29
3.6.3. Amplificacdo do 3'UTR e sintese do vetor de expressao..........ccccceeeeevivcvvvneeeeeennn. 30
3.6.4. Validagéo da interag8o MIRNA-AIVO..........coociiiiiiiiiic e 31
4. RESULTADOS E DISCUSSAOQ........couieieeeeieieeieeeeeseesee e ses st es s tesess s ssnannensanas 34
4.1. Caracterizagdo do miRNoma cardiaco de vertebrados .............ccccvveieiiiiiiiiiiiiiiiieennn. 34
4.2. ANAlISE COMPATALIVA. ....evvuuiieiiee e e e e e et e e e e e e e e ettt e e e e e e e e earaaaaanns 35
4.3. PrediGA0 U8 @IVOS ... ...ttt 42
4.4. Andlise de ontologia fUNCIONAL............cooiiiiiiiiiiii s 43
4.5. MicroRNAs e a rede regulatéria do desenvolvimento cardiaco de vertebrados............. 45
4.6. Andlise funcional de MIRNAS .........uuuuiiii s ara s nassasnnnnnnnnnne 48
4.6.1. Alvos preditos para 0 MIR-129 ...........ooiiiiiii e 48
4.6.2. ENSAI0 TUNCIONAI ... e e e 49
5. CONCLUSAQO FINAL......oouiuieeieeteee e eeeieiee s s eee et en et sestessesesststesees s sssessesesenssetesessensees 56

6. ATIVIDADES REALIZADAS ... ittt ettt e e st e e e et e e e e nnsae e e e annneeaeeennees 57

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..ottt e e e ee e e e e e aea e 58



8. APENDICES ........cootieieeeeeteteeeee ettt e ettt ettt en ettt s e e st et e nn s enne

Apéndice A
Apéndice B



Nachtigall, P. G.

1. REVISAO DA LITERATURA
1.1. O desenvolvimento cardiaco em vertebrados

O coracao € um orgdo que possui a funcdo de bombear o sangue por todo o
sistema cardiovascular através de sucessivos movimentos de contracdo. Esse
orgao é constituido por trés camadas: o endocardio, o miocardio e o epicardio (Xin
et al., 2013; Figura 1). O epicardio € a camada mais externa do coragdo e é uma
delgada lamina composta por tecido conjuntivo denso revestido externamente por
epitélio pavimetnoso simples. O endocardio € a camada mais interna do coragao
sendo composta por célula epitelial pavimentosa simples. O miocérdio € a camada
responsavel pelo movimento de contracdo e € constituida por fibras musculares

estriadas cardiacas (revisado por Xin et al., 2013).

Figura 1. Coragdo e as trés camadas cardiacas.

O coracao € o primeiro 6rgédo a se formar e iniciar sua funcdo no embrido,
sendo que todos os eventos subsequentes na vida do organismo dependem de seu

funcionamento (Olson, 2004). Nesse sentido, qualquer evento que desencadeie
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uma ma-formacdo congénita do coracdo pode resultar em doencgas e até na morte
do embrido (Olson, 2006).

Evolutivamente, o coracdo sofreu modificacdes morfoldégicas marcantes nos
diferentes grupos de vertebrados. Acredita-se na hipdtese de que estas
modificacdes sejam decorrentes da adaptacdo a um estilo de vida mais complexo
associado a saida da agua para a vida na terra, ao aumento corporeo, a
caracteristica endotérmica e ao aumento da demanda energética (revisado por
Olson, 2006; ver Figura 2). Assim, o tecido muscular cardiaco do ancestral comum
dos vertebrados, possivelmente representado pelo coracdo do Amphioxus, se
assemelhava a uma artéria que com movimentos peristalticos distribuia 0 sangue
através de um fluxo com baixa pressado (Sim@es-Costa et al., 2005). A partir deste
ponto, um corac¢ao constituido por um atrio e um ventriculo surgiu posteriormente no
grupo dos peixes onde o fluxo sanguineo percorre as branquias, para aquisicdo de
oxigénio, e, entdo, 0s vasos sistémicos, para a distribuicdo de oxigénio (Burggren et
al., 2010). Uma circulagdo pulmonar com uma parcial divisdo intracardiaca do
sangue pulmonar e do sangue sistémico surgiu em alguns grupos de peixes (ex.,
pulmonados; Dipnoi), se desenvolveu nos anfibios e, principalmente, em répteis,
onde se detectam divisdes parciais do ventriculo (Jensen et al., 2010). Aves e
mamiferos desenvolveram, independentemente, a caracteristica endotérmica e um
ventriculo completamente septado. Esse ventriculo completamente septado permitiu
um aumento da pressdo sanguinea e do batimento cardiaco, o que, acredita-se que
tenha propiciado a manutengdo da caracteristica endotérmica, devido a alta

necessidade energética nesses grupos (Lillywhite et al., 1999).

12|



Nachtigall, P. G.

Répteis
}

Mamiferos

Figura 2. Morfologia cardiaca tipica dos vertebrados. Grupos grafados em cor
azul sao ectotérmicos. Grupos grafados em cor vermelhaséo endotérmicos. A —
atrio; V — ventriculo.

Apesar de o coracdo apresentar caracteristicas morfoldgicas distintas entre
0S grupos, os eventos iniciais no desenvolvimento cardiaco possuem um padrao
ontogenético conservado entre os vertebrados (revisado por Olson, 2006).

O desenvolvimento do coracdo tem origem a partir do disco embrionario,
onde células da mesoderme lateral-anterior migram para a regido ventral para
formar o tubo cardiaco, o qual inicia um processo de giro formando um coracao
tubular em “S” (Moore e Persaud, 2004). Apds esse processo, tem inicio a fase de
compartimentacdo cardiaca, onde ocorre a diferenciacdo entre atrio e ventriculo,
cuja morfologia final aumenta em complexidade de acordo com a complexidade da
espécie (revisado por Jensen et al., 2013). Ou seja, morfologicamente, o coracdo de
espécies basais se assemelha ao formado durante etapas iniciais do

desenvolvimento cardiaco de espécies fisiologicamente mais complexas (Franco et
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al., 2002; Icardo, 2006; Kohiba-takeushi et al., 2009). Além disso, padrbes
ontogenéticos bastante similares quanto a atividade elétrica cardiaca foram
observados entre espécies pertencentes a varios grupos de vertebrados
(Christoffels et al., 2010).

Adicionalmente, diversos estudos trouxeram evidéncias de que essa
conservacao fisiologica se estende aos mecanismos moleculares responsaveis pelo
desenvolvimento cardiaco (Moorman et al., 2003; Afouda e Hoppler, 2009; Grimes e
Kirby, 2009; Bakkers, 2011). Por exemplo, varios genes, tais como Bmp4, Nkx2.5,
Mef2c, Hand, Gata4, Pitx2 e os fatores Tbx, tiveram sua expressao e funcionalidade
detectada em etapas cruciais ao longo do desenvolvimento cardiaco em peixes,
anfibios, répteis e mamiferos (Bruneau, 2002; Franco e Campione, 2003; Jensen et
al., 2013). Estes estudos trouxeram indicios para a formulacdo de uma rede

regulatéria conservada e responsavel pelo controle do desenvolvimento cardiaco

em vertebrados.

1.2. Rede regulatéria do desenvolvimento cardiaco

O desenvolvimento e formacgdo de 6rgdos é resultado de passos especificos
de regulacdo génica que dirigem o destino celular e organizam tipos celulares
especializados em uma unidade tri-dimensional complexa em estrutura e funcao.
Estudos dos elementos genéticos relacionados ao desenvolvimento cardiaco em
vertebrados revelaram um padréo evolutivamente conservado nas vias regulatorias,
constituindo conexdes funcionais entre fatores transcricionais miogénicos, seus
alvos e genes de sinalizacdo que dirigem o destino de células cardiacas,
diferenciacdo e morfologia cardiaca (Cripps e Olson, 2002). Analises comparativas

dos genes que regulam o desenvolvimento cardiaco e seus elementos cis-

14|



Nachtigall, P. G.

reguladores demonstram a conservagdo das vias genéticas que dirigem a
cardiogénese (Olson, 2006).

O desenvolvimento cardiaco é governado por um conjunto de fatores
transcricionais conservados (Nkx, Mef2, Gata, Tbx e Hand) que controlam o destino
de células cardiacas, a expressdo de genes codificadores de proteina e a
morfologia de estruturas cardiacas, sendo, assim, considerados reguladores-chave
desse processo (Figura 3). Estes fatores transcricionais também regulam a
expressdo de genes que servem como estabilizadores da rede regulatéria do
sistema cardiaco (Cripps e Olson, 2002; Bruneau, 2002; Buckingham et al., 2005).
Além disso, sabe-se que outros fatores transcricionais contribuem para o processo
de cardiogénese auxiliando esses reguladores-chave (Boogerd et al., 2009).

Nos ultimos anos, entretanto, além da andlise de fatores transcricionais e
interagcBes proteina-proteina, os estudos com RNAs ndo-codificadores tém adquirido
uma importancia cada vez maior devido as suas funcdes regulatorias. Dentre 0s
diversos tipos de RNAs néo-codificadores conhecidos, os genes de miRNA tém sido
reconhecidos como reguladores em diversos processos do desenvolvimento animal,
inclusive do desenvolvimento cardiaco (Giraldez et al., 2005; Wienholds et al., 2005;
Darnell et al., 2006; Olson, 2006). Entretanto, estudos integrando os miRNAs nas

redes regulatérias da fisiologia cardiaca ainda séo escassos.
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Figura 3. Rede regulatéria conservada do desenvolvimento cardiaco. No
exemplo estdo os reguladores-chave (ex.: Nkx), os reguladores auxiliares (ex.:
Smad) e as proteinas funcionais do tecido cardiaco (em preto). Imagem
modificada de Erwin e Davidson (2009).

1.3. Caracteristicas gerais dos microRNAs
1.3.1. Biogénese e mecanismo de acao

A biogénese de um miRNA comeca com a sintese de um longo transcrito
priméario conhecido como pri-miRNA (~110pb). Os pri-miRNAs sdo transcritos pelas
RNAs polimerase Il ou Ill (Lee et al., 2003; Cai et al., 2004; Kim, 2005; Borchert et
al., 2006), possuem uma estrutura de hairpin (“grampo de cabelo”), que é essencial
para o reconhecimento das enzimas de processamento de miRNAs. No nucleo, o
pri-miRNA é processado para pré-miRNA (~70pb), pela acdo da enzima Drosha
(Landthaler et al., 2004; Zeng e Cullen, 2005; Han et al., 2006). A Drosha reconhece
e cliva as extremidades de pequenas estruturas de RNA em forma de hairpin
formadas durante o processo de transcricdo (Lee et al., 2006). Apos o

processamento nuclear, cada pré-miRNA, é exportado para o citoplasma atraves da
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proteina Exportin-5 (Lund et al., 2004), que realiza o transporte de pequenos RNAs
em forma de hairpin do ndcleo para o citoplasma (Yi et al., 2003). O pré-miRNA é
reconhecido pela enzima Dicer que cliva a regido do loop, resultando em uma
molécula de dupla fita de RNA (dsRNA; ~22pb). Esse processo recruta proteinas da
familia argonauta (Ago) para formar o complexo de silenciamento induzido por RNA
(RISC) (Kim et al., 2009). O RISC se liga a uma das duas fitas do dsRNA para gerar
o0 miIRNA maduro (miR candnico ou miR-5p), que atua na regulacdo de um RNAmM
alvo (Krutzfeldt et al., 2006), enquanto a outra fita (miR* ou miR-3p) é degradada ou
também pode formar outro RISC e realizar a regulacdo de outro RNAm alvo (Rand
et al., 2005; Yang et al., 2011).

Uma via alternativa de processamento de miRNAs independente do
processamento pela Drosha foi descrita. Nessa via, o0 pré-miRNA §g,
constitutivamente, o intron completo de um gene. O processamento para pré-miRNA
ocorre pela maquinaria de splicing celular. Esses miRNAs que ndo necessitam da
acao pela enzima Drosha sdo chamados de miRtrons (Okamura et al., 2007; Ruby
et al., 2007).

Geralmente, o complexo miRISC (mIRNA + RISC) interage com sitios
ligantes da regido 3'-UTR do RNAm alvo (Lim et al.,, 2005; Lee e Dutta, 2009),
embora alguns poucos miRNAs descritos realizem o pareamento na regidao 5’-UTR
(Bari et al., 2006). A interacdo entre o RNAm alvo e o complexo miRISC ocorre
devido a complementaridade total ou parcial de uma sequéncia de 5-7 nucleotideos
(regiao “seed”) do miRNA e do RNAm alvo (Sen e Blau, 2005; Lee e Dutta, 2009). A
partir de algoritmos desenvolvidos para predicdo de alvos de miRNAs, estima-se

gue cada miRNA possa se ligar a muitos RNAs mensageiros, e que 0os RNAs
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mensageiros podem ter sua estabilidade ou traducdo regulada por mais de um

mMiRNA (Doench et al., 2004; Brennecke et al., 2005).

1.3.2. Nomenclatura e organizacdo genémica

Os miRNAs sdao nomeados como miR- mais numeros (ex: miR-133),
entretanto, existem algumas excec¢cdes. Os miIRNAs de sequéncias similares sdo
geralmente distinguidos por uma letra adicional seguida do nimero (ex: miR-133a).
Um miRNA com uma sequéncia madura idéntica pode aparecer em diferentes locus
gendmicos com diferentes sequéncias precursoras. Nesses casos, os diferentes
genes de miRNAs sdo usualmente distinguidos por outro niumero adicional no final
da sequéncia (ex: miR-133a-1). Além disso, para se determinar de qual espécie
aquele miRNA pertence, adiciona-se a primeira letra no género seguido das duas
primeiras letras da espécie no inicio da sequéncia do nome (ex: dre-miR-133a-1).
No caso, o0 nome dre-miR-133a-1 indica que estamos referenciado o gene de
MiRNA miR-133a presente no locus gendmico um da espécie Danio rerio
(zebrafish).

Estudos iniciais mostraram que o let-7 € um miRNA conservado as entre
espécies (Reinhart et al., 2000). Dados subsequentes descreveram a existéncia de
um numero variavel de copias paralogas desse miRNA em diversas espécies de
metazoarios (Pasquinelli et al., 2000; Griffiths-Jones, 2006; Thatcher et al., 2008). O
mapeamento da sequéncia precursora do let-7 e sua localizagdo gendmica em
multiplas espécies forneceu um insight inicial na descoberta de miRNAs utilizando
ferramentas gendmicas. Além disso, essas analises demonstraram a conservagao

da sequéncia do pré-let-7, auxiliando na compreensao da estrutura secundaria de
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moléculas de RNA necessérias para o processamento de pré-miRNAs em miRNAs
maduros.

Concomitantemente a descoberta dos primeiros miRNAs, houve avancos
significativos nas tecnologias de sequenciamento de ultima geracéo e algoritmos de
predicdo de genes, resultando no atual registro de mais de 28141 miRNAs de 193
espécies, sendo aproximadamente 50% de vertebrados (miRBase versdo 21 -
agosto 2014, Griffths-Jones et al., 2008).

De modo geral, os miRNAs s&o abundantes e altamente conservados entre
os vertebrados estudados (Heimberg et al.,, 2008). Diversos exemplos de
conservacao da composicdo nucleotidica dos genes de miRNA e de fungbes dos
transcritos gerados foram detectadas entre zebrafish, ratos e humanos, para o0s
quais sao conhecidos cerca de 250, 680 e 1900 miRNAs, respectivamente
(Mansfield et al.,, 2004; Pearson et al., 2005; Tanzer et al., 2005; Woltering e
Durston, 2008).

A existéncia de muitos genes de miRNAs conservados compartilhados por
diversos grupos de vertebrados sugere sua participagdo em processos celulares e
ontogenéticos vitais comuns a esses organismos (Heimberg et al., 2010). Como
consequéncia, o conhecimento gerado a partir da analise de miRNAs conservados
isolados de espécies de peixes, por exemplo, pode ser utilizado em inferéncias
evolutivas e extrapolado para os demais grupos de vertebrados, inclusive humanos.

Em contrapartida, diversos miRNAs n&o conservados (i.e., "linhagem-
especificos”) foram também detectados em peixes, aves, répteis e mamiferos.
Acredita-se que esses miRNAs evolutivamente divergentes poderiam desempenhar

um papel no estabelecimento e manutencdo da diversidade fenotipica entre os
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diferentes grupos de organismos (Plasterk et al., 2006; Sempere et al., 2006; Xia et
al., 2011).

Essas caracteristicas inerentes aos miRNAs os tornam elementos eficientes
para determinagdo de vias especificas envolvidas em diversos processos biolégicos

(Esau et al., 2006).

1.4. MicroRNAs no tecido cardiaco

Alguns miRNAs séo especificamente e/ou altamente expressos no tecido
muscular estriado (van Rooij et al., 2008). Destes, muitos foram descritos como
importantes reguladores do desenvolvimento cardiaco (van Rooij et al., 2007; Callis
e Wang, 2008; Small et al., 2010; Cao et al., 2012). Esses miRNAs foram validados
por experimentos in silico (Lin et al., 2014), in vitro em células cardiacas de
camundongo e humano (lvey et al.,, 2008; Shan et al., 2010; Hosoda et al., 2011,
Sluijter et al., 2011; Synnergren et al., 2011), e in vivo em camundongo e galinha
(Zhao et al., 2005; Darnell et al., 2006; Liu et al., 2008; Qian et al., 2011).

Particularmente, os miRNAs miR-1, -133, -208 e -499 possuem reconhecida
funcdo no tecido cardiaco em desenvolvimento e em adultos. Sabe-se que esses
MiRNAs estdo envolvidos na homeostasia, regeneracao, diferenciacdo, apoptose e
doencas (van Rooij et al., 2009; Sayed e Abdellatif, 2011). Somado a isso, outros
mMiRNAs expressos (e.g., miR-21, -29, -30, -130 e -199) mas nao exclusivos do
muasculo cardiaco, também estdo envolvidos direta ou indiretamente no
desenvolvimento e diferenciacdo desse orgao (Sayed e Abdellatif, 2011; Ketley et
al., 2013). Entretanto, a maioria desses estudos foi realizada em aves e mamiferos.

Em peixes, os poucos estudos sobre miRNAs no muasculo cardiaco séo

restritos a zebrafish. Estes estudos realizaram uma analise funcional dos miRNAs
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miR-23, -138, -143 e -218 no desenvolvimento cardiaco (Morton et al., 2008;
Deacon et al., 2010; Fish et al., 2011; Lagendijk et al., 2011; Chiavacci et al., 2012),
enquanto um unico estudo investigou o envolvimento do miR-133 na regeneracdo
cardiaca em individuos adultos (Yin et al., 2012).

Nesse sentido, a investigacdo dos miRNAs especificamente ou altamente
expressos no musculo cardiaco pode contribuir para a compreensdo da base
molecular de vias regulatorias evolutivamente conservadas relacionadas a
manutencao das caracteristicas morfofisioldgicas particulares do tecido cardiaco em
vertebrados. Esses estudos podem também trazer subsidios para investigacdes
direcionadas a analise da desregulacdo da expressdo de miRNAs e doencas

cardiacas associadas.

1.5. GenGmica funcional

Os recentes avancgos nas tecnologias de sequenciamento em larga escala e
as novas metodologias de bioinformética para andlise dos dados, facilitaram e
resolucado de genomas inteiros em pouco tempo (Mardis, 2011).

Embora esta abordagem gendémica tenha grande potencialidade para estudos
comparativos e de anotac&o génica, ela ndo propicia a completa elucidacao de vias
e processos biolégicos (Hass et al., 2008). Isso porque diferentes tecidos e tipos
celulares, embora possuam 0 mesmo genoma, podem apresentar padrbes
transcricionais completamente distintos. Dessa maneira surgiu a area de estudos de
gendmica funcional, que tém por definicho compreender e elucidar a funcdo dos
genes e suas relacbes para determinacdo de um fenotipo especifico (Hass et al.,
2008). Os estudos de gendmica funcional sdo caracterizados por abordagens que

geralmente envolvem métodos em larga escala. Assim, o desenvolvimento de
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técnicas de sequenciamento dos transcritos de RNA (transcriptoma) em larga escala
(RNA-seq) permite uma andlise mais fidedigna acerca da parcela do genoma
funcionalmente ativo nos mais diversos tecidos e tipos celulares dos diferentes
organismos (Schunter et al., 2014; Staiger et al., 2015).

Dentre as metodologias de RNA-seq disponiveis, o sequenciamento de
pequenos RNAs surgiu como uma poderosa estratégia para identificar e quantificar
miRNAs. Por permitirem andlises em larga escala, essas tecnologias facilitaram a
descoberta de novos miRNAs, mesmo 0s espécie-especificos e de reduzida
expressdo, em diversos organismos pertencentes aos mais diversos taxons
(Berezikov, 2011). Assim, esta abordagem propiciou um salto para a caracterizacao
de todo o miRNoma em diferentes tecidos de diferentes espécies (revisado em
Berezikov, 2011), auxiliando na compreensdo detalhada sobre a estrutura e
funcionalidade dos genomas e de suas variadas vias regulatérias em diversos
processos bioldgicos.

Além disso, a comparacao direta do conjunto de miRNAs expressos em um
mesmo tecido em diferentes espécies permite a identificacdo de vias regulatérias
conservadas em grupos filogeneticamente distintos (Sudmant et al.,, 2015). A
presenca de tais vias conservadas, mesmo sob acdo da selecdo natural, indica a
participagdo dos miRNAs em mecanismos basicos nesses organismos., Essa
abordagem comparativa ainda permite extrapolacdes e demonstra a potencialidade
do uso de espécies modelo ndo-humanas para validacdo de processos biologicos

ontogenéticos comuns aos vertebrados.
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1.6. Validagao da interagcdo miRNA-alvo

A abordagem de gendmica funcional por RNA-seq, representa um importante
passo para a identificacdo do miRNoma de um érgdo de uma determinada espécie.
Entretanto, esse tipo de andlise ndo é assertivo o suficiente para se identificar e
validar a funcdo especifica de um miRNA em uma via biologica. Dessa forma,
estratégias experimentais de genética reversa foram estabelecidas para a analise
da funcdo de miRNAs especificos e seus alvos em variados tecidos e etapas do
desenvolvimento.

Uma abordagem amplamente utilizada nos estudos funcionais de miRNAs é
o tratamento de amostras com inibidores e mimetizadores de mIRNA e a
observacédo das alteracdes fenotipicas resultantes. Em outras palavras, este tipo de
andlise funcional permite estabelecer a conexdo entre miRNAs e efeitos fenotipicos
especificos no organismo.

Juntamente a isso, a validacdo da interacédo entre um miRNA e seu alvo tem
sido realizada com sucesso a partir da utilizacdo de vetores ou cassetes de
expressdo contendo genes reporteres fluorescentes (e.g., GFP) e a sequéncia
3'UTR do RNA mensageiro alvo de interesse (Kloosterman et al., 2007; Thatcher et
al., 2008b; Pase et al., 2009; Staton et al., 2011). Essa analise consiste em se
verificar a expressédo do GFP na presenca e auséncia do miRNA em questdo. Se o
MIiRNA esta presente, espera-se nao relatar a expressdo do GFP, e se 0 miRNA
esta ausente espera-se que a expressao de GFP esteja ativa. Assim, essa unido de
dados, permite confirmar a interagdo miRNA-alvo.

A combinagéo de ambas as técnicas nos permitem inferir a funcionalidade de
um miRNA e seus alvos em um determinado processo bioldgico, tanto in vitro,

utilizando-se cultura de células, quanto in vivo, utilizando-se embrides de animais.
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Destaca-se a utilizacdo de embrides de zebrafish para realizacdo das andlises

funcionais de validagéo da interagédo miRNA-alvo.

1.7. O zebrafish para estudos funcionais de miRNA

Diversos estudos tém utilizado a espécie Danio rerio, conhecido como
zebrafish ou paulistinha, como organismo modelo para auxiliar na compreensao de
diversos processos biologicos do desenvolvimento (Liu e Stainier, 2012). Essa
espécie possui diversas vantagens para o estudo do desenvolvimento cardiaco, a
saber: (1) embrido transparente: o desenvolvimento externo do zebrafish permite
uma visualizacdo nao-invasiva de qualquer tecido a ser analisado (Beis e Stainier,
2006); (2) o embrido n&o necessita do sistema cardiovascular durante o
desenvolvimento para suprir suas necessidades de oxigénio, assim, mesmo
embrides com mutacgdes criticas no tecido cardiaco podem sobreviver e continuar a
se desenvolver normalmente, permitindo analisar o fendtipo final obtido (Liu e
Stainier, 2012); (3) genoma sequenciado e alta similaridade com o genoma humano
(Howe et al., 2013); (4) conservacdo nos mecanismos moleculares responsaveis
pelo desenvolvimento cardiaco, apesar da diferenca morfoldgica distinta entre os
vertebrados; (5) facil aplicagdo de técnicas moleculares como transgenia,
transplante de células e experimentos funcionais, tanto para genes codificadores de
proteina quanto para genes nao-codificadores de proteina; (6) baixo custo e facil
manipulagdo para se manter em biotério; e (7) rapida taxa de desenvolvimento.
Estas particularidades tornaram o zebrafish um modelo robusto e de baixo custo
(Wienholds et al., 2005; Giraldez et al., 2006; Mishima et al., 2009). Além disso, as

etapas do desenvolvimento e os respectivos fenoétipos padréo (i.e., normais) de
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cada etapa encontram-se muito bem caracterizados em zebrafish (Kimmel et al.,
1995; Miura e Yelon, 2011; Asnani e Peterson, 2014).

Assim, a analise funcional da interacdo de mIRNA-mRNA alvo in vivo
utilizando-se zebrafish como organismo modelo apresenta grande potencial para

responder questdes fundamentais do desenvolvimento cardiaco de vertebrados.
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5. CONCLUSAO FINAL

O presente estudo demonstra que a andlise gendmica funcional comparativa
de miRNAs por RNA-seq somado as andlises de bioinformatica € bastante
informativa para a compreensao da rede regulatéria cardiaca em vertebrados.

O amplo conjunto de dados de miRNoma analisados mostram a prevaléncia
de um grupo seleto de miRNAs, filogeneticamente conservados, e que,
potencialmente, regulam genes previamente descritos como criticos e cruciais para
0 adequado desenvolvimento e manutencdo da morfofisiologia do coracdo de
vertebrados.

Experimentos funcionais, utilizando o modelo biolégico zebrafish, reveleram-
se eficientes para confirmacdo da interacdo miRNA-alvo. Até 0 momento, n0sSsos
dados revelaram a ligagdo entre 0 miR-129 e o Bmp4. Indicando uma regulacéo
efetiva desse miRNA sobre o gene Bmp4 e a funcionalidade desse miRNA na
regulacao do desenvolvimento cardiaco.

A soma de todos os dados adquiridos confirmam a acdo de miRNAs na rede
regulatéria cardiaca e que o conhecimento dessas interagcbes podem gerar
importantes subsidios para a compreensdo da regulagdo de mMIiRNAs no
desenvolviemtno e homeostasia cardiaca. Além disso, os dados podem ser
integrados a redes regulatorias de doencas cardiacas e extrapolados para a

possivel utilizagdo desses miRNAs em tratamentos por terapia génica.
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