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Resumo

Em mamiferos, a miogénese é o processo de desenvolvimento embrionario do tecido
muscular que, a nivel molecular, é regulado pela interacdo de transdutores de sinais
intracelulares e fatores de transcricdo nucleares. Durante o desenvolvimento do musculo
esquelético, as celulas dos somitos comprometem-se a linhagem miogénica e progridem
através de eventos celulares de proliferacdo e diferenciacdo terminal e, posteriormente,
formacdo das miofibras multinucleadas. Durante esses processos, ha a ativacdo dos fatores
de regulacdo miogénicos (MRFS), resultando na reprogramacdo da expressao génica
responsavel pela miogénese esquelética. Os MRFs sdo importantes para o desenvolvimento
muscular, porém ndo explicam por si sé o sofisticado padrdo génico de expressdo durante a
miogénese. A Osteoglicina (OGN) é um pequeno proteoglicano secretado pela matriz
extracelular e que apresenta expressao génica alterada durante o processo de miogénese.
Através de algoritmos computacionais, identificamos 0 miR-22 como importante candidato
de regulacao pds-transcricional da OGN. A hip6tese do nosso estudo é que a OGN é regulada
pos-transcricionalmente pelo miR-22 para controle dos processos de migracdo e
diferenciacdo de células musculares durante a miogénese. Ensaio de Luciferase, RT-qPCR e
Western Blot mostraram que 0 miR-22 inibe a tradugdo da OGN pela ligagdo naregido 3’UTR
da OGN. A transfec¢cdo do mimic do miR-22 promoveu aumento de expressdo do marcador
miogénico miogenina e da taxa de migracdo e proliferacdo em mioblastos e aumento de
expressao do marcador miogénico MyoD em miotubos. Nossos resultados indicam que o
miR-22 regula pos-transcricionalmente a expressdo da OGN controlando 0s processos de

migracao, proliferacdo e diferenciacdo de células musculares durante a miogénese.



Abstract

In mammals, myogenesis is the process of embryonic development of muscle tissue
at the molecular level that is regulated by interaction of intracellular signal transducers and
nuclear transcription factors. Somite cells are committed to the myogenic lineage and
progress along the development of muscle cells and subsequently formation of
multinucleated myofiber. During these processes there is the activation of Myogenic
Regulatory Factors (MRFs), resulting in a reprogramming of gene expression responsible for
the control of skeletal myogenesis. MRFs are important for muscle development, but they do
not explain by themselves the sophisticated pattern of gene expression during myogenesis.
The Osteoglycin (OGN) is part of the small proteoglycans that are secreted by the
extracellular matrix and presenting gene expression changes during the myogenesis process.
Although OGN has been identified as part of the muscle cell secretome, it has not been rated
it role in proliferation, migration and, differentiation of muscle cells. Using computer
algorithms, we found miR-22 as an important candidate for post-transcriptional regulation of
OGN. Thus, the hypothesis is that the OGN is post-transcriptionally regulated by miR-22 for
the control of migration and differentiation of muscle cells during myogenesis. Luciferase
Assay, RT-gPCR, and Western Blot shows the miR-22 inhibiting the translation by binding
to the 3'UTR region of the OGN. Transfection of miR-22 mimic increased myogenic marker
expression Myogenin and migration rate in myoblasts and increased the levels of MyoD in
myotubes. Our results suggest that miR-22 regulates the expression of OGN, controlling the

migration, proliferation and differentiation of muscle cells during myogenesis



1. Introducéo

1.1 Eventos celulares e moleculares da miogénese

A miogénese € 0 processo de desenvolvimento embrionario do tecido muscular, a
partir da Mesoderme, que a nivel molecular, é regulada pela interacdo de transdutores de
sinais intracelulares e fatores de transcri¢do nucleares®. Durante o desenvolvimento do
musculo esquelético, as células dos somitos comprometem-se a linhagem miogénica,
diferenciam-se em mioblastos e progridem ao longo da via miogénica através da proliferacéo

e diferenciacdo e, posteriormente, formacgdo das miofibras multinucleadas (Figura 1).

Proliferacio Diferenciacio

C¢lulas precursoras Mioblastos Miotubo Miofibra
miogénicas

Figura 1. Principais processos da miogénese. Células musculares precursoras mononucleadas, os mioblastos,
proliferam e diferenciam-se para formagcéo de fibras musculares adultas. Durante a diferenciacdo, os mioblastos
saem do ciclo celular, migram para regibes pré-determinadas, alinham-se uns com o0s outros e,
subsequentemente, fundem-se para finalmente formarem miotubos multinucleados. Adaptado?.

Durante esses processos, hd a ativacdo de fatores miogénicos, resultando numa
reprogramacao da expressdo génica responsavel pela miogénese esquelética®*.

A determinacdo e a diferenciacdo terminal dos mioblastos ocorre a nivel
transcricional governadas pelas vias regulatorias de quatro fatores de regulacdo miogénica
MRFs: myogenic factor 5 (MYF5), muscle-specific regulatory factor 4 (MRF4; também

conhecido como MYF6), myoblast determination protein (MYOD) e miogenina (Myog) °.



Os MRFs possuem dois dominios principais, um envolvido na ligagdo com a molécula de
DNA e outro envolvido na dimerizacdo com proteinas E (E12 ou E47)°. O heterodimero
formado possui alta afinidade por uma sequéncia especifica do DNA (5"-CANNTG-3"),
conhecida como E-box®. Essa sequéncia esta presente na regio promotora de genes musculo-
especificos e a ligagdo é responsavel pela ativaco da transcrigio desses genes'#. Esses MRFs
sdo os responsaveis pela inducgdo da proliferacdo dos mioblastos, células mononucleadas e a
diferenciacdo em miotubos multinucleados®®’.

O comprometimento das células somiticas do mesoderma com a linhagem miogénica
é marcado pela expressdo dos MRFs MYF5 e MYOD; . Embora a MYOD e 0 MYF5
definam a identidade dos mioblastos, as células precursoras somiticas devem ser pré-
comprometidas com a linhagem miogénica antes da expressdo dos MRFs. No embrido, esse
pré-comprometimento é realizado pelo fator transcricional paired-box 3 (PAX3), o qual é
expresso em células do mesoderma pré-somitico e dos primeiros somitos epiteliais®®. Ja no
dermomidtomo, as células precursoras, que apresentam expressdo de PAX3 induzida por
sinais secretados pelo mesoderma da placa lateral e pelo ectoderma superficial, sdo mantidas
como uma populacdo ndo diferenciada e em proliferacdo, contribuindo assim para a expansao
das células da linhagem miogénica®® (Figura 2). Os mioblastos que saem do ciclo celular, e
que expressam MYF5 e MYOQOD, tornam-se miocitos diferenciados e iniciam a expresséo da

(Myog) e do MRF4, os quais regulam a diferenciacdo dessas células em fibras musculares!!
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Figura 2. Expressdo génica durante a miogénese. Células precursoras miogénicas comegam a expressar
PAX3 contribuindo expansdo das células miogénicas. Apds inducdo de Myf5 e/ou MyoD as células dos
somitos sdo comprometidas com a linhagem miogénica (mioblastos) iniciando a proliferacdo dos
mioblastos. A expressdo de miogenina e MRF4 induz a diferenciacdo dos mioblastos em miotubos.
Posteriormente, os mioblastos se fundem para formar miotubos multinucleados e, em seguida, miofibras
maduras. Adaptado®?.
1.2 Controle da Miogénese pelo Secretoma do Musculo Esquelético
Embora os fatores intracelulares que controlam a miogénese estejam
estabelecidos, o conhecimento sobre os fatores extracelulares secretados pelas células
musculares que regulam o ciclo celular e induzem o processo de diferenciacdo ainda é
escasso. No entanto, dados da literatura mostram que a miogénese € extremamente
sensivel ao meio extracelular'®'* e pode funcionar como 6rgdo enddcrino por secretar
fatores extracelulares que regulam o desenvolvimento do misculo®®. Tendo em vista essas
importantes atuacdes dos componentes secretados pelas células musculares esqueléticas
(secretoma), torna-se necessario uma melhor compreensdo da regulacdo desses
componentes para elucidar as interagcdes entre mecanismos autocrinos e intracelulares de

regulacdo, envolvidos na miogénese e regeneracdo do tecido muscular estriado

esquelético.



Recentemente, Chan et al identificaram 34 proteinas como parte dos componentes
do secretoma e, dentre elas, 30 sdo reguladas diferencialmente durante a miogénese’®. A
osteoglicina (OGN) foi a proteina que apresentou uma relevante alteracdo na sua
expressdo génica (mais de 6 vezes) durante o processo de miogénese!®. Os autores
também realizaram uma anélise da expressdo dessa proteina em dois estigios da
miogénese, mioblastos e miotubos, e encontraram uma discrepancia nos niveis de
expressdo da OGN nessas duas fases. De modo interessante, quando realizaram o
knockdown da OGN, verificaram uma diminuicao de 1,6 vezes da atividade transcricional
da creatina quinase creatina muscular, acompanhada de diminuicéo na diferenciagdo dos
mioblastos. Esses dados indicam que a OGN é uma importante proteina secretada pelo
masculo que influéncia os estagios iniciais da miogénese. Além disso, Tanaka et al
comprovaram que a OGN apresenta uma importante fungdo na regulagcéo de mioblastos
em co-cultura com osteoblastos’®. Os autores observaram que o tratamento de
osteoblastos com meio de cultivo de mioblastos com ganho e perda de funcdo da OGN,
aumenta e diminui, respectivamente, os niveis de expressdo proteica da fosfatase alcalina,
do colageno do tipo 1 e da B-catenina nos osteoblastos. Esses resultados indicam que a
OGN, produzida no musculo, também atua como um importante fator humoral anabdlico
fundamental para o desenvolvimento dos osteoblastos®’.

Os dados sobre a acdo da OGN no musculo esquelético ainda sdo escassos.
Entretanto, realizamos em nosso laborat6rio uma analise do perfil de expressdo génica da
OGN utilizando a ferramenta GEO Profile'® que nos forneceu importantes informacdes
sobre seu transcrito no musculo esquelético e em células musculares da linhagem C2C12.
Essa ferramenta permitiu o acesso de dados de expressdo génica da OGN armazenados
no Gene Expression Omnibus (GEO). A pesquisa inicial utilizou os seguintes parametros

para filtro dos dados: 1) OGN no musculo esquelético (termos da busca = “skeletal



muscle” and OGN, ou C2C12 and OGN) e 2) OGN com expresséo diferencial (filtro da
busca: up/down genes). Para a busca utilizando “skeletal muscle and OGN, encontramos
14 resultados demonstrando uma alteracéo da expresséo da OGN e, dentre os perfis desses
dados obtidos, destacam-se os relacionados com miogénese, deplecdo da miostatina,
distrofia muscular de Duchenne e regeneracao muscular. Para a busca utilizando “C2C12
and OGN, encontramos 5 resultados demonstrando uma alteragdo da OGN e, dentre 0s
perfis de dados obtidos, destacam-se os relacionados com diferenciacdo de miotubos in
vitro, efeito da reversina em mioblastos, restricdo de nutrientes no desenvolvimento dos
miotubos e efeito do piruvato nas células musculares. Esses dados ainda pouco
explorados sugerem que a OGN desempenha uma fungéo ainda ndo descrita em processos

como miogénese, regeneracéo e distrofias.

1.3 Osteoglicina (OGN)

Os MRFs sdo importantes para o desenvolvimento muscular, porém, ndo sdo 0s
unicos que controlam o padrdo de expressao génica durante a miogénese. A determinacao
e diferenciacdo dos mioblastos exigem uma acdo combinada dos MRFs com outras
proteinas que modulam a expressao, localizacdo intracelular e/ou atividade transcricional
dos MRFs®.

A OGN, originalmente chamada de fator osteoindutivo (OIF) e, mais tarde,
renomeada de mimecan/osteoglicinal®®, é o sétimo membro pertencente a familia dos
pequenos proteoglicanos secretados na matriz extra-celular?®. Sua estrutura proteica €
composta por 6-11 de repeticBes ricas em leucina e possui um peso molecular entre 25 a
60 kDa?!. O gene da OGN esta localizado no cromossomo 9922 humano??, sua estrutura
genbmica é altamente conservada entre as espécies, e uma Unica copia do gene da origem
a multiplos transcritos de mMRNA resultantes do splincing alternativo de poliadenilacéo

diferencial?®. No entanto, todos esses transcritos produzem uma proteina idéntica que é
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conservada entre as espécies, indicando a sua importancia funcional®%. A principal
funcdo da OGN ja descrita esté relacionada com a fibrilogénese do coldgeno dos tecidos
conjuntivos e da matriz dssea?!'?.

Embora a OGN ja tenha sido identificada como parte do secretoma de células
musculares, poucos trabalhos avaliaram a sua fungdo nos processos de proliferacgéo,
migracdo e diferenciagdo de células musculares. Como a OGN ja foi descrita como
diferencialmente expressa em mioblastos e miotubos®®, é provavel que existem
mecanismos pos-transcricionais que regulam a expressdo dessa proteina nos diferentes
estagios da miogénese. Essa expressao génica diferencial da OGN entre os estagios de
mioblastos e miotubos sugere o envolvimento de uma regulacdo pés transcriocional
mediada por micro-RNAsS, 0s quais sao elementos-chave no controle do desenvolvimento
do musculo esquelético e sua desregulacdo esta envolvida na origem e progressdo de
varias doencas do musculo®®. Em trabalho recente realizado em nosso laboratorio,
utilizando células C2C12, foi demonstrado que a Ogn é um alvo direto do miR-155
possuindo importante papel nos processos de proliferagdo, migracédo e diferenciacdo dos

mioblastos durante a miogénese.

1.4 MicroRNAs e a Regulacéo da Expressdo Génica

Micro-RNAs (miRNA ou miR) sdo pequenos RNAs reguladores ndo codificantes
com tamanho wvariando de 17 a 25 nucleotideos (ver miRBase,
http://microrna.sanger.ac.uk/). A definicdo de miRNA ¢é baseada na sua formacédo pela
acao da enzima RNase 111 (Dicer), uma RNase que processa precursores com estrutura de
hairpin (conhecidos como pré-miRNA) originando o miRNA maduro?’. Os miRNAs
reprimem pos-transcricionalmente a expressao génica pelo reconhecimento de locais

complementares na regido 3’ nao traduzida (3° UTR) de seus RNAs mensageiros alvos.



Atualmente, mais de 28.645 miRNAs de 223 espécies estdo registrados no banco
de dados miRBase (v. 21.0); sdo conhecidos atualmente 2.588 miRNAs humanos
(atualizado em abril de 2016). Os miRNAs sdo nomeados como miR- mais numeros (ex:
miR-133), entretanto, existem algumas excec¢des. Os miRNASs de sequéncias similares séo
geralmente distinguidos por uma letra adicional seguida do nimero do miRNA (ex: miR-
133a). Um miRNA com uma sequéncia madura idéntica pode aparecer em diferentes loci
gendmicos com diferentes sequéncias precursoras. Nesses casos, os diferentes genes de
miRNA sdo usualmente distinguidos por outro numero adicional no final da sequéncia
(ex: miR-133a-1).

A biogénese de um miRNA comega com a sintese de um longo transcrito primario
conhecido como pri-miRNA. Os pri-miRNAs sdo preferencialmente transcritos pela
RNA polimerase Il e mantém caracteristicas tais como estrutura de cap na sua regido 5’
e cauda de poli (A) na sua regido 3°2-%, Entretanto, outras vias geram um conjunto menor
de microRNAs, especialmente a partir de repeticbes gendémicas. Por exemplo, a RNA
polimerase 111 é responsavel pela transcricdo de microRNAs em repeticdes Alu333L.

No nucleo, o pri-miRNA ¢ processado para pre-miRNA pela enzima RNAse 11|
(Drosha), a qual requer um cofator, a proteina DGCR8 (DiGeorge Syndrome critical
region gene 8) em humanos (Pasha em D. Melagonaster e C. Elegans)®°. A DGCRS8
forma com a Drosha um grande complexo conhecido como complexo microprocessador,
que em humanos possui ~650 kDa***°, Esse complexo microprocessador reconhece e
cliva o pri-microRNA, originando uma molécula com estrutura de hairpin de
aproximadamente 70 pb, o pré-microRNA337, Um subconjunto de miRNAs, conhecidos
como miRtrons utiliza uma via alternativa, na qual os pré-miRNA sdo derivados como
produto secundario de um evento de splicing, sem a necessidade de processamento pela

Drosha®¥4%. Apds o processamento nuclear, cada pre-miRNAs é exportado para o



citoplasma pela exportina-5 (EXP5), membro da familia de receptores de transporte sendo
convertido para miRNAs maduro e funcional pela Dicer nuclear*: 3. Apés a clivagem
pela Dicer, a molécula de dupla fita de RNA com aproximadamente 22 nucleotideos
associa-se a proteina Argonauta (Ago) para formar o complexo de silenciamento induzido
por RNA (RISC)*. Uma das fitas de aproximadamente 22 nucleotideos do RNA dupla
fita permanece na proteina Argonauta como o0 miRNA maduro (fita guia ou miRNA),
enquanto a outra fita (fita passageiro ou miRNA) ¢é degradada (Figura 3). Da mesma
maneira como ocorre a selecdo de um siRNA* a fita que possui sua extremidade 5’
formando o duplex mais instavel com sua fita parceira parece preferencialmente
sobreviver como o miRNA no RISC3'#54, 0 complexo miRNA-RISC interage com sitios
ligantes da regido 3' UTR do RNA mensageiro alvo inibindo a expressdo ou degradando
o RNA mensageiro alvo**®, A interagdo entre 0 RNA mensageiro alvo e o complexo
miRNA-RISC ocorre devido a complementaridade total ou parcial de uma sequéncia de

5-7 nucleotideos do miRNA e do RNA mensageiro alvo*’#°,
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Figura 3. Vias de processamento e mecanismo de a¢do dos microRNAs. A via de canonica inclui a
transcri¢do de um produto primario (pri-miRNA) pela RNA polimerase 1I/111 e clivagem da molécula pelo
complexo Drosha-DGCRS. O hairpin precursor resultante, o pre-miRNA, é exportado a partir do nucleo
pela exportina-5. No citoplasma, o pre-miRNA ¢ clivado pelo complexo Dicer, perdendo a configuragdo
em hairpin. Forma-se uma molécula de miRNA de fita dupla que se associa a proteina Argonauta 2: uma
das fitas é integrada ao complexo de proteinas que reprime a expressdo do gene alvo (RISC), enquanto a
outra é degradada. O complexo RISC e miRNA promove a degradag&o ou repressao da tradugdo do mRNA
alvo. Adaptado®™,

Estima-se que cada miRNA possa se ligar a muitos RNAs mensageiros, € que 0s
RNAs mensageiros podem ter sua estabilidade ou traducdo regulada por mais de um
miRNAS5L. Os miRNAs trabalham de forma orquestrada para controlar uma via ou fungéo
bioldgica comum®2°3; essa caracteristica Gnica dos miRNAs os tornam ferramentas
eficientes para determinacdo de vias especificas envolvidas em doengas ou processos

bioldgicos.
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1.5 miRNAs e Miogénese

A modulacdo da expressdo génica por miRNAs surgiu como elemento de
transcricdo adicional para o controle da miogénese®. A fungdo dos miRNAs na regulagéo
miogénica foi inicialmente descrita pela expressdo dos miRNAs musculo-especifico miR-
1, miR-133a e miR-206°"%". Estudos subsequentes demonstraram que a superexpressio
do miR- 1, em células da linhagem HeLa, diminuia a regulacéo direta ou indireta de mais
de 100 mRNAs, além de alterar o perfil de expressdo global dessas células*’. Nos
mioblastos da linhagem celular C2C12, os miRNAs miR-1, miR-133a, miR-206, miR-214
e miR-186 influenciam a diferenciacdo miogénica®® %2, Esses resultados mostram os
miRNAs como importantes reguladores dos diferentes estagios da miogénese.

Os primeiros estudos com miRNAs e seus respectivos alvos baseavam-se,
exclusivamente, em experimentos laboratoriais, de modo que os primeiros foram
identificados por meio de técnicas de genética classica®®. Diante disso, estudos de
bioinformatica surgiram da necessidade dos cientistas de desenvolver novas ferramentas
e abordagens que pudessem facilitar e dinamizar o estudo dessas moléculas®.
Atualmente, analises computacionais sdo indispensaveis na identificacdo e compreensao
do papel biolégico desses RNAs, para a expansao de banco de dados, predicao e validacao
de alvos®4-5,

Através de algoritmos computacionais do miRWalk database®’, identificamos o
RNA mensageiro da OGN como um alvo de regulacdo poés-transcricional pelo miR-22.
Este miRNA foi primeiramente identificado na linhagem celular Hela e, posteriormente,
demonstrado ser expresso em varios tecidos, atuando também na miogénese do tecido
cardiaco, fator de supressdo tumoral e oncogénico®® 1. Analises filogenéticas mostram
que no decorrer do processo evolutivo a sequéncia de nucleotideos do miR-22 é altamente

conservada nos vertebrados, o que indica a importancia biolégica neste grupo’. Além
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disso, Chen et al mostraram que 0 miR-22 ¢ diferencialmente expresso em células C2C12
durante o processo de diferenciacio de mioblastos?.

Portanto, a hipotese é que a OGN é regulada pds-transcricionalmente pelo  miR-
22, participando dos processos de migracdo, proliferacdo e diferenciacdo de células

musculares esqueléticas durante a miogénese.

13



2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral
1. Avaliar a possivel regulacdo da OGN pelo mir-22-3p durante a miogénese “in

Vvitro” em células do musculo esquelético.

2.2. Objetivos Especificos
1. Validar a interagdo entre o mir-22-3p e a OGN;
2. Avaliar o efeito da superexpressdo do mir-22-3p na migracdo, proliferacdo e

diferenciacéo celular;

3. Avaliar o efeito da superexpressao do mir-22-3p na expressao génica e proteica

da MyoD e Myog.
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3. Material e Métodos
3.1 Cultura Celular

Foram utilizadas células da linhagem celular de mioblastos conhecida por C2C12,
que é frequentemente utilizada para o estudo da miogénese in vitro da musculatura
esquelética, pois esse tipo celular rapidamente se diferencia em miotubos contrateis,
expressando fatores musculares especificos. Esta linhagem, obtida em 1977 por Yaffe e
Saxel no Instituto de Ciéncias Weizmann, lIsrael, é o resultado da cultura celular de
mioblastos da coxa de ratos C3H ap0s sofrerem lesdes por esmagamento’. Essa
linhagem celular é uma importante ferramenta para o estudo da Biologia Muscular, pois
expressa importantes vias celulares e moleculares do musculo esquelético e, possui
muitos dados disponiveis, incluindo dados de microarrays’*7’. Células da linhagem
C2C12 obtidas do Banco de Células do Rio de Janeiro (UFRJ) foram cultivadas em
garrafas com meio de cultura DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium — Thermo
Fisher, USA) complementados com 10% soro fetal bovino (SFB — Thermo Fisher, USA)
e 1% de antibiotico (Penicillin-streptomycin solution stabilized — Thermo Fisher, USA)
até atingirem confluéncia de 80-90% (~48 horas). Posteriormente, foram tripsinizadas:
metade das células foi transferida para outra garrafa para expansdo; a outra metade,
distribuida em placas de 6 pocos, com aproximadamente 200.00 células/poco para o para

formacéo dos grupos de estudo.

3.1.1. Delineamento Experimental

Apbds atingirem 80-90% de confluéncia, parte das células foram coletadas para
analise da expressao génica da OGN, MRFs e miR-22 nos mioblastos. As células restantes
foram submetidas a diferenciacéo a partir da substituicdo do meio crescimento, pelo meio

de diferenciagdo, sem SFB, contendo soro de cavalo (2%), L-glutamina e
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penicilina/estreptomicina (1%) para as anélises da expressdo génica da OGN, MRFs e do
miR-22 tempos de 24 horas (inicio da formacdo dos miotubos) e 120 horas (miotubos
diferenciados) (Figura 4). Foram consideradas miotubos as células que apresentaram

dois ou mais ndcleos’®.

Proliferacao Diferenciagao
MC MD

~ 48h (80-90% confluéncia)

Mioblastos Inicio da formagdo de Miotubos bem
Miotubos diferenciados

Mudanca
de meio

Figura 4. Delineamento experimental para analise da expressdo génica da OGN durante a
miogénese. MC (meio de crescimento: DMEM + soro fetal bovino + antibiético para meio de
proliferacdo, MD (meio de diferenciacdo): DMEM + soro de cavalo + antibi6tico para o meio de
diferenciacdo de mioblastos em miotubos.

3.2. Transfeccdo Celular

Para a formacdo dos grupos de estudo, as células foram transfectadas com
diferentes oligonucleotideos sintéticos, formando dois grupos experimentais, controle e
tratado (trés réplicas bioldgicas independentes/grupo experimental). Para isso, formaram-
se 0s Complexos I e 11, seguindo as recomendacdes do fabricante (Figura 5).

- Complexo I: composto pela Lipofectamine RNAIMAX (Thermo Fisher, USA) diluida em

Opti-MEN® Reduced Serum Medium (Thermo Fisher, USA).
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- Complexo Il: composto pelos oligonucleotideos do mimic miR-22 (Thermo Fisher,
mirvana™ miRNA Mimic, MC10203 cod: 4464066) e respectivo controle negativo
(Thermo Fisher, mirvana™ miRNA Mimic Negative Control, cdd: 4464058), diluidos em
Opti-MEN® Reduced Serum Medium (Thermo Fisher, USA).

Apobs o periodo de incubacdo de 5 minutos, o Complexo | foi misturado ao
Complexo Il e incubados a temperatura ambiente durante 20 minutos. Em seguida, 250
ML de solucdo final de transfeccdo foram adicionados em cada pogo contendo mioblastos
e miotubos em meio de crescimento. As células foram transfectadas por 6 horas™. A

transfeccdo foi realizada em mioblastos e miotubos apds 24 e 120 horas de diferenciagéo.

VS FF N N

Lipofectamine Opti-MEM Opti-MEM miR-22 Controle

4 !

Complexo I Complexo II
Lipofectamine miR-22 Controle
+ + +
Opti-MEM Opti-MEM  Opti-MEM

\‘4/

Complexo I +1I

Figura 5. Esquema ilustrativo para formacdo dos Complexos para a transfeccdo. O Complexo | foi
adicionado ao Complexo I, formando a solucdo final que foi utilizada para a transfeccdo em todos os
experimentos.

3.3 RT-gPCR

A RT-gPCR foi realizada para analisar a expressdo génica da MyoD e da MYH2
(utilizados como marcador moleculares de proliferagio e diferenciacdo,

respectivamente), a expressao da OGN e do miR-22 durante a proliferacéo e diferenciacdo
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das células C2C12. Os experimentos de RT-gPCR foram realizados seguindo as
orientagdes do MIQE: Minimum information for Publication of Quantitative Real-Time

PCR Experiment®.

3.3.1. Extracao do RNA

A extracdo do RNA total foi realizada com o Trizol Reagent (Thermo Fisher,
USA) segundo as orienta¢des do fabricante. O RNA extraido foi diluido em agua ultrapura
livre de nucleases. Em seguida, 0 RNA foi quantificado por espectrofotometria, utilizando

0 equipamento NanoVue Plus (GE HealthCare, UK).

3.3.2. Reacdo de Transcricdo Reversa (cCDNA para microRNA) e gqPCR

A transcricdo reversa dos microRNAs foi realizada utilizando o kit TagMan®
MicroRNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher, USA) combinado com o o kit High
Capacity RNA-to-cDNA Master Mix (Thermo Fisher, USA), seguindo as orientacdes do
fabricante. Esse sistema permite a transcrigdo reversa apenas de microRNAs maduros. A
mistura foi incubada nas seguintes condigdes: 16°C por 30 minutos, 42°C por 30 minutos
e 85°C por 5 minutos. Informagdes sobre a sequéncia do ensaio (Thermo Fisher, USA)
utilizado para anélise do miR-22 esta descrito na  Tabela 1. O gene enddgeno snRNA

U6 (Thermo Fisher, USA) foi utilizado como normalizador.

Tabela 1. Sequéncia de nucleotideos do miR-22

Assay miRBase ID Mature miRNA Sequence

hsa-miR-22 mmu-miR-22-3p AAGCUGCCAGUUGAAGAACUGU

miRBase: banco de dados de sequéncias de microRNAs. ID: identificacdo
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3.3.3 Reacdo de Transcricdo Reversa (cCDNA para mRNA) e gPCR

A transcricdo reversa do mRNA foi realizada utilizando o kit High Capacity RNA-
to-cDNA Master Mix (Life Technologies, USA), seguindo as orientaces do fabricante.
Para a reacdo, foram utilizados 10 pl de Master Mix para a transcricéo reversa de 2ug de
RNA, a qual foi completada com agua livre de nucleases para um volume final de 20 pl.
A mistura foi incubada nas seguintes condig¢des: 25°C por 5 minutos, 42°C por 30 minutos
e inativacdo da transcriptase reversa a 85°C por 5 minutos. Os primers para 0s genes
analisados (Tabela 2) foram desenhados atraves da ferramenta Primer Blast
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/), a partir de sequéncias publicadas no
GenBank, e sintetizados pela empresa Integrate DNA Technologies (Integrated DNA
Technologies, Inc., USA). As reacBes para cada transcrito foram realizadas em duplicada
técnica, no sistema QuantStudio™ 12K Flex Real-Time PCR System (Thermo Fisher,
USA). As termociclagens foram padronizadas de acordo com as orientagdes do fabricante
do equipamento. A quantificacdo relativa foi realizada através do método do ciclo de
quantificacdo (Cq) comparativo e os valores obtidos foram normalizados pelos valores
do de expressdo do gene constitutivo Rpll3a. Andlises prévias do nosso laboratorio
identificaram o gene Rpl13a como altamente estavel no modelo experimental utilizando

as células da linhagem C2C12.

Tabela 2. Genes e sequéncia dos primers utilizados na RT-qPCR

Gene Nome Oficial NCBI REF Seq Sequéncia dos primers

OGN Mus musculus NM_008760.4 AATGATGAAATGCCCACATGCC

Osteoglycin TTTGGCAATGGTGGTACAGC

MyoD1 Mus musculus NM_010866.2 TCCTCATAGCACAGGGGTGA

Myogenic differentiation1 GCAAGCTGTGGGGAAAAGTG

Myog Mus musculus NM_031189.2 CAGCCCAGCGAGGGAATTTA

Myogenin AGAAGCTCCTGAGTTTGCCC

RPL13a Mus musculus NM_009438.5 AACGGACTCCTGGTGTGAAC

Ribosomal protein L13a TGGTCCCCACTTCCCTAGTT

NCBI REF Seq: Sequéncia de referéncia NCBI

19


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/

3.4 Ensaio de Luciferase
3.4.1 Predicao dos alvos do miR-22

A validacdo funcional do miR-22 com a OGN foi iniciada a partir de analises de
bioinformatica, utilizando a ferramenta TargetScan® (http://www.targetscan.org/), que

identificou os possiveis sitios de ligacdo da OGN com o miR-22 (Figura 6A).

3.4.2 Construcéo dos vetores pmirGLO-OGN 3’UTR-WT e -Mut

A construcdo do vetor reporter foi realizada a partir da sintese dos
oligonucleotideos (OGN 3’UTR-WT), e, em seguida, a regido 3’UTR do gene da OGN
resultante da amplificacdo foi purificada e inserida no vetor pmirGLO Dual-Luciferase
miRNA Vector (Promega, USA), de acordo com as especificacdes do fabricante. Esses
oligonucleotideos possuem sequéncias complementares, e ao serem anelados, formam um
segmento de DNA de fita dupla correspondente ao sitio de ligacdo do miR-22 com a
regiao 3’UTR da OGN. Formam-se, entdo, extremidades coesivas aos sitios de restrigdo
das enzimas Xhol e Xbal (Figura 6B).

Da mesma forma, foi desenhado outro par de oligonucleotideos (OGN 3°UTR-
Mut), os quais possuem mutacdo misense, inviabilizando a ligacdo do miR-22 com a

regido 3’UTR da OGN (Figura 6B).
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TargetScan (OGN/mmu-miR-22-3p)
Position 470-77 OGN 3’'UTR

A

DNA 5’ ... TGTACTTTCTGTCAA-GGCAGCTA. . .3’
[ [ I B A

mRNA 5’ .. .UGUACUUUCUGUCAA-GGCAGCUA. . .3’

miR-22-3p 3’ UGUCAAGAAGUUGACCGUCGAA

B

OGN-3’ UTR-WT

-OGN-3’UTR-Forward-WT
TCGAGTAGCGGCCGCTAGTTGTACTTTCTGTCAAGGCAGCTAT
-OGN-3’UTR-Reverse-WT
CTAGATAGCTGCCTTGACAGAAAGTACAACTAGCGGCCGCTAC

Xhol Notl Xbal

Forward 5’ TCGAGTAGCGGCCGCTAGTTGTACTTTCTGTCAAGGCAGCT 37
Reverse 3’ CATCGCCGGCGATCAACATGARAAGACAGTTCCGTCGAT 57

Sitio de ligagdo do miR-22

OGN-3’ UTR-Mut

-OGN-3"UTR-Forward-Mut
TCGAGTAGCGGCCGCTAGTTGTACTTAGAGTCAAGCGTCGTAT
-OGN-3’UTR-Reverse-Mut
CTAGATACGACGCTTGACTCTAAGTACAACTAGCGGCCGCTAC

Xhol Notl Xbal

* %k ok * K K K kK

Forward 5’ TCGAGTAGCGGCCGCTAGTTGTACTTAGAGTCAAGCGTCGT 37
Reverse 3’ CATCGCCGGCGATCAACATGAATCTCAGTTCGCAGCAT 57

% ~ ] Sitio de ligagdo do miR-22
mutacao misense

Figura 6. Construgdo dos plasmideos pmiRGLO-OGN-3’UTR-WT e —Mut para ensaio do gene
repdrter. (A) Sitio predito de ligagdo do miR-22 na regido 3’UTR da OGN, utilizando o algoritmo
TargetScan. (B) OGN-3"UTR-Forward-WT e OGN-3’UTR-Reverse-WT: oligonucleotideos contendo o sitio
de ligagdo do miR-22 com a regido 3’'UTR da OGN. OGN-3’UTR-Forward-Mut e OGN-3’UTR-Reverse-
Mut : oligonucleotideos contendo mutagdes na regido seed utilizado como controle. Oligonucleotideos

sintetizados utilizando as enzimas de restri¢cdo Notl, Xbal, Xhol.

21



3.4.3 Ensaio do gene reporter Luciferase

Para a validacdo da regulagéo pos-transcricional da OGN pelo miR-22, mioblastos
C2C12 e fibroblastos NIH3T3 foram cultivados em placas de 12 pocos da densidade de
5x10% células/poco. Apos 24h do plagueamento, as células foram transfectadas com 1 ug
do vetor reporter (pmirGLO-OGN-3’UTR-WT ou -Mut), na presenca ou auséncia de
30nM de mimic do miR-22 (Figura 7). Apds 6h da transfeccéo, as células foram lavadas
com PBS 1x e lisadas com 1x Passive Lysis Buffer (Promega, USA). O lisado foi coletado
e a atividade da luciferase, a partir da analise de luminescéncia, foi realizada com o kit
Dual Luciferase Reporter Assay System (Promega, USA). A leitura do sinal de
luminescéncia foi realizada em placa de 96 pocos, em luminémetro SpectraMax L
(Molecular Devices, USA). Os valores foram normalizados pelo nivel de luminescéncia
de Renilla, codificada no plasmideo pmiRGLO, através de um ponto independente.

wt

-m-

/ +miR-22 ‘ +miR-22

mMRNA = MRNA MRNA

Tradugdo l l Tradugdo l P

Luciferina &S Luc
' i Luciferina
: Inibigdo da Tradugdo ’ i

Figura 7. Ensaio de Gene Reporter Luciferase para a validacdo funcional de alvos de miRNAs. O
segmento contendo o possivel sito de ligagdo do miR-22 com a regido 3’UTR da OGN foi clonado em um
plasmideo pmirGLO, em fusdo com o gene da luciferase, formando dois diferentes plasmideos. pmirGLO-
OGN-3’UTR-WT: a ligacdo do miR-22 diretamente a regido 3’UTR de Ogn induz repressdo pos-
transcricional do mRNA da luciferase, que resulta em diminui¢do dos niveis de luminescéncia; pmirGLO-
OGN-3’UTR-Mut: controle, possuindo mutacdes que impedem a ligacdo de miR-22 a 3’UTR de Ogn,
restaurando os niveis de luminescéncia.
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3.5 Ensaio de Migracédo — Wound Healing

O ensaio de Wound Healing foi realizado para a analise qualitativa in vitro da
migracdo celular. Foi investigado o potencial migratorio/proliferativo dos mioblastos
apos transfeccdo com o mimic do miR-22. As células foram cultivadas em placas de 6
pocos numa concentragdo inicial de 200.000 células/poco, até atingirem 100% de
confluéncia. As monocamadas foram lesadas (riscadas, mimetizando a criacdo de uma
“ferida”) em linha reta no centro de cada po¢o com o uso de uma ponteira estéril de 200
uL. A area lesada foi estudada nos tempos Oh, 12h, 18h e 24h® em microscépio invertido
de contraste de fase e as imagens capturadas nos intervalos mencionados com a utilizagédo
de camera digital acoplada. A velocidade de fechamento da “ferida” na placa de cultura
foi calculada comparando a porcentagem da area da “ferida” no primeiro momento até o

seu fechamento total, utilizando o programa ImageJ®.

3.6 Western Blot

3.6.1 Extracéo proteica

Para a expressdo proteica, mioblastos e miotubos (de todos os grupos
experimentais) foram cultivados em placas de 6 pocos, e apds o tratamento, lavados 2
vezes com PBS (Phospahte —buffered saline, Thermo Fisher, USA), e em cada poco,
foram adicionados 250 pL de tampé&o de lise RIPA (Radio-Immunoprecipitation Assay,
Sigma-Aldrich, USA). Ap6s 24h de inbubacdo a -20°C os poc¢os foram raspados para
completa lise celular, o e o produto da homogeneizacao transferido para tudos de 1.5 mL
e centrifugado a 8000g por 10 minutos a 4°C. A concentracdo proteica total do
sobrenadante foi analisada pelo método de Bradford®® Protein Assay (Bio-Rad
Laboratories, USA), utilizando curvas de BSA Protein Standard (Bio-Rad Laboratories,
USA) como padréo.
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3.6.2 Eletroforese e Immunoblotting

As amostras das proteinas foram diluidas em tampao Laemmli (Sample Buffer
Laemmli 2x Concentrate, Sigma-Aldrich, USA) e separadas por eletroforese, utilizando o
sistema Mini-Protean 3 Eletrophoresis Cell (Bio-Rad, USA). A corrida foi realizada em
gel bifasico de empilhamento (Tris-HCL 240mM pH 6.8, poliacrilamida 30%, APS e
Temed) e de resolucdo (Tris-HCL pH 8.8, poliacrilamida 30%, APS e Temed), na
concentracdo de 10%. Foi utilizado Kaleidoscope Prestained Standards (Bio-Rad, USA)
como padrdo de peso molecular para identificacdo do tamanho das bandas. A corrida do
gel foi efetuada a 120V (Power Pac HC 3.0A, Bio-Rad, USA), por aproximadamente 2
horas, com tampéo de corrida (Tris 0,25M, glicina 192mM e SDS 1%). Em seguida, as
proteinas do gel foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose em sistema
Mini-Trans Blot (Bio-Rad, USA), utilizando tampéao de transferéncia (Tris 25mM, glicina
192mM, metanol 20% e SDS 0,1%). As membranas foram lavadas duas vezes com
tampéo TBS-T (Tris-HCL 20mM, NaCl 137 mM e Tween20 0,1%).

Os sitios inespecificos de ligacdo do anticorpo primario a membrana foram
blogueados mediante incubacdo com solugdo a 0,5% de leite em pd desnatado, dissolvido
em tampdo TBS-T por 120 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, a membrana foi
lavada trés vezes com TBS-T e incubada com o anticorpo priméario diluido na solucgéo
blogueadora, sob agitacdo constante overnight. Ap6s a incubacdo com o anticorpo
primario, a membrana foi lavada 3x10 minutos e incubada com o anticorpo secundério
por 2 horas sob agitacdo constante. Para eliminar o execesso de anticorpo secundario, as
membranas foram lavadas 3x10minutos com TBS-T. Por fim, a imuno-deteccdo foi
realizada por meio do método de quimiluminescéncia Enhancer Chemi-Luminescence
(Amersham Biosciences, USA). As membranas de nitrocelulose foram expostas ao

fotodocumentador Image Quant™ 4000 (GE Healthcare, USA) para visualizacdo e
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quantificacdo das bandas. Os anticorpos primarios e secundarios foram testados em

diferentes concentragdes, assim como todas as demais solugdes e etapas metodologicas.

3.6.3 Anticorpos

o Osteoglicina (Santa Cruz Biotechnology, USA). Concentracdo 1:1000.
Peso molecular: 34 kDa.
o Myod (Santa Cruz Biotechnology, USA). Concentragdo  1:1000.
Peso molecular: 45 kDa.
o Myog (Santa Cruz Biotechnology, USA). Concentragdo  1:1000.
Peso molecular: 34 kDa.
o Gapdh (Santa Cruz Biotechnology, USA). Concentracdo  1:500.

Peso molecular: 37 kDa.

3.7 Imunofluorescéncia

A imunofluorescéncia das células C2C12 serviu para avaliar as possiveis
alteracdes na diferenciacdo celular, visualizada pela medicdo da area dos miotubos
formados, utilizando-se a marcacdo dos filamentos espesso do citoesqueleto com o
anticorpo para miosina esquelética (MYH2). A imunofluorescéncia foi realizada
utilizando-se o anticorpo monoclonal para a MYH2 (Sigma, cddigo: M7523), de acordo
com as orientacdes do fabricante. As células C2C12, cultivadas em placas de 6 pogos,
foram fixadas em paraformaldeido a 4% durante 10 min, lavadas com PBS, bloqueadas
com 5% de soro bovino em PBS durante 1 h a temperatura ambiente, incubadas com
anticorpos primario overnight a 4°C. Apds essa incubacédo, as células passaram por 3
lavagens de 10 minutos com PBS, foram incubadas com anticorpo secundéario durante 2h

a temperatura ambiente e contrastadas com DAPI. Todas as imagens foram obtidas por
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uma camara (ORCA - R2, Hamamatsu) montada em um microscépio invertido (TE2000
- L, Nikon). As imagens capturadas foram utilizadas para analise e medicao do diametro

dos miotubos utilizando o programa ImageJ®.

3.8 Ensaio de Proliferacao

A proliferacdo dos mioblastos foi analisada pelo ensaio MTT (Thiazolyl Blue
Tetrazolium Blue; Sigma-Aldrich, USA). O ensaio foi realizado pela medicdo da
proliferacdo celular através do MTT soluvel (solugdo amarelada) que pode ser convertido
em MTT insoltvel de cor azul escuro por desidrogenases mitocondriais de células vivas
em divisao celular. Os cristais azuis sdo solubilizados com DMSO (Dimethyl sulfoxide)
e a intensidade corresponde a medida colorimétrica de comprimento de onda a 595 nm.
Os mioblastos tratados foram cultivados em placas de 96 po¢os na concentragédo de 5x103
células por poco. As células foram mantidas em meio de crescimento normal por 24 horas.
Apbs a aderéncia, foi realizado o ensaio de proliferacdo nos tempos de), 6, 12, 18 e 24
horas. O meio das células foi removido, lavado com PBS (Phosphate-buffered saline,
Thermo Fisher, USA) e foi acrescentado 100puL de MTT, solubilizado em agua ultrapura
(10mg/ml), em cada poco. As células foram mantidas por 4 horas a 37°C para que
houvesse a incorporacdo do MTT pelas mitocondrias e entdo a conversao em MTT
formazan pelas desidrogenases mitocondriais das células vivas, resultando em cristais
azuis. Em seguida, a solucdo de MTT foi removida e adicionamos 200 uL de DMSO
(Dimethyl sulfoxide, Sigma-Aldrich, USA) para a lise das células e exposi¢do dos cristais.
A intensidade da solucdo foi medida por método colorimétrico do comprimento de onda
a 595 nm no aparelho Biochrom Asys Expert Plus (Biochrom Ltd., UK). A taxa de
proliferacdo celular foi calculada através da variacdo entre a absorbancia nos tempos

analisados e absorbéncia inicial em relacéo a variacdo do tempo normalizado. Esses dados
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foram quantificados e convertidos em taxa de proliferagdo por hora em relagdo ao

controle.

3.9 Analise estatistica dos dados

Os valores de expressao génica e proteica foram submetidos ao Test “t” de Student
para amostras independentes. Os ensaios de migracdo e proliferacdo foram analisados
pela Andlise de Variancia (ANOVA) para modelo de medidas repetidas em grupos
independentes e complementados com o teste de Bonferroni. Todos os dados foram
expressos em médiatdesvio padrdo. O nivel de significancia considerado para todas as

variaveis foi de 5% (0=0,05).

27



4 Resultados
4.1 Regulagdo poés-transcricional da osteoglicina pelo miR-22

Inicialmente, analisamos os niveis do miR-22 e OGN nas fases de mioblastos e
miotubos nos tempos de 24h e 120h, e observamos um padrdo de expressao inversa

durante as fases da miogénese (Figura 8).
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Figura 8. Expressdo do miR-22 e OGN nos mioblastos e miotubos sem o tratamento com o
mimic do miR-22. MB: mioblastos; MT: miotubos.

Para testar a hipotese de que o miR-22 é um candidato de regulacdo pds-
transcricional da OGN, o Ensaio de Luciferase foi utilizado, a partir da clonagem de dois
sitios de ligagdo, selvagem e mutado, para a regido 3’UTR, utilizando o plasmideo
lucifarese reporter. Desta forma, foram gerados os plasmideos pmiRGlo-OGN-WT
(selvagem) e pmiRGlo-OGN-Mut (mutado). Fibroblastos da linhagem NIH3T3 também

foram utilizados para o teste da hipotese.
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Mus musculus (Mouse) .. .CUUUCUGUCAAGGCAGCUCUUC. ..
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Pan troglodytes (Chimpanzee) .. .CCUCCUAUCAAGGCAGCUUUUU. ..
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Figura 9. Identificacao do sitio funcional de pareamento entre a OGN e 0 miR-22. (A) Representacio
esquematica do segmento da regido 3”UTR da OGN com o sitio predito para interagdo com o miR-22. (B)
Sequéncias “seed match” da regido conservada 3UTR da OGN em diferentes espécies. (C) Ensaio do gene
reporter para ligagdo do miR-22, apo6s transfeccdo dos plasmideos contendo o sitio selvagem (pmiRGLO-
OGN-WT) ou mutado (pmiRGLO-OGN-Mut), na presenca (+) ou auséncia (-) do mimic do miR-22.
Valores da luciferase firefly normalizados pela luminescéncia da luciferase Renilla uma vez que pmiRGLO
contém o gene codificador da luciferase de Renilla independente. *p<0,05 vs. pmiRGLO-OGN-WT.
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4.2 Andlise da transfeccdo em mioblastos e miotubos

Com o objetivo de avaliar o efeito do tratamento do mimic do miR-22 nos
mioblastos e miotubos 24h, utilizamos a RT-gPCR para analisar os niveis intracelulares
do miR-22 apos transfeccdo. Nossos resultados mostraram aumento da expressédo do miR-

22 nas células C2C12 apds o tratamento com mimic do miR-22 (Figura 10).

N O
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Mimic miR-22
(Fold Change from Control Log,)

Figura 10. Expressdo génica do mimic do miR-22 nos mioblastos e miotubos 24hs. Resultados
apresentados em média = desvio padréo. Diferenca estatistica analisada pelo teste “t” de Student. *p
<0,05 vs Control. MB: mioblastos; MT: miotubos 24hs.

4.3 Superexpressao do miR-22 altera a expressao génica da OGN em
mioblastos

Ap0s a comprovacao do aumento do miR-22 nas células C2C12 ap06s tratamento
com mimic do miR-22, mioblastos e miotubos foram coletados para a analise da expressédo
génica da OGN e dos marcadores miogénicos MyoD e Myog.

Como resultados, encontramos uma diminui¢do dos niveis génicos da OGN,
enquanto que a Myog apresentou um aumento de expressdo em mioblastos; ndo houve
alteracdo nos niveis da MyoD (Figura 11). Houve aumento de expressdao da MyoD em
miotubos, entretanto, os niveis da OGN e Myog ndo apresentaram diferenga significativa

nos mioblastos diferenciados (Figura 12).
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Figura 11. Expressdo génica da Ogn e dos marcadores moleculares da miogénese MyoD e Myog nos
mioblastos tratados com miR-22 mimic. Resultados apresentados em média + desvio padrdo. Diferenca
estatistica analisada pelo teste “t” de Student. *p <0,05 vs Controle. OGN: Osteoglicina, Myog: Miogenina.
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Figura 12. Expressdo génica da Ogn e dos marcadores moleculares da miogénese Myod e Myog, nos
miotubos 24hs tratados com o mimic do miR-22. Resultados apresentados em média + desvio padréo.
Diferenca estatistica analisada pelo teste “t” de Student. *p <0,05 vs Controle. OGN: Osteoglicina, Myog:
Miogenina.
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4.4 Superexpressdao do miR-22 altera a expressao proteica da OGN em
mioblastos

Ap0s a comprovacdo do aumento do miR-22 nas células C2C12 ap06s tratamento
com mimic do miR-22, mioblastos e miotubos foram coletados para a analise da expressédo
proteica da OGN e dos marcadores miogénicos MyoD e Myog.

Como resultados, encontramos uma diminuicao dos niveis proteicos da OGN nos
mioblastos, enquanto que em miotubos ndo foi observada diferenca significativa. A
superexpressdo do miR-22 também ndo alterou a os niveis proteicos dos marcadores

miogénicos MyoD e Myog, tanto em mioblastos, quanto em miotubos.
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Figura 13. Expressao proteica da Ogn e dos marcadores moleculares da miogénese Myod e Myog,
nos mioblastos tratados com o mimic do miR-22. Resultados apresentados em média + desvio padréo.
Diferenga estatistica analisada pelo teste “t” de Student. *p <0,05 vs Controle. OGN: Osteoglicina, Myog:
Miogenina.
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Figura 14. Expressdo proteica da Ogn e dos marcadores moleculares da miogénese Myod e Myog,
nos miotubos 24hs tratados com o mimic miR-22. Resultados apresentados em média + desvio
padrdo. Diferenca estatistica analisada pelo teste “t” de Student. *p <0,05 vs Controle. OGN:
Osteoglicina, Myog: Miogenina
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4.5 Superexpressao do miR-22 ndo altera a formagao dos miotubos

Para investigar a etapa final da miogénese, a imunofluorescéncia foi realizada para
avaliar o processo de diferenciacdo dos miotubos 72hs, apos realizada a transfeccéo do
mimético do miR-22. Foram utilizados anticorpos para a OGN e Myh2  (marcador
miogénico de diferenciacdo). A partir de uma analise qualitativa, as células transfectadas
com o mimético do miR-22 apresentaram menor expressdo da OGN, entretanto, nao
houve alteragdes nos parametros utilizados para avaliar o efeito da superexpresséo do

miR-22 na formacédo dos miotubos (Figura 15).

Dapi Ogn Myh2 Overlay

Controle  Mimic P valor

Controle Nl:lC|e_OS 179,9 173,8 0120
Totais

I\'/\Il ilg)(t::Jet())gs 13,0 156 032

Mioblws 1689 1582 o1

miR-22 ing&ggge 7,2 9,0 0123

Mimic

Figura 15 miR-22 altera a expressdo da OGN nos miotubos 72hs. Imunofluorescéncia das células C2C12 tratadas com mimético do
miR-22. Células foram induzidas a diferenciacdo e marcadas com os anticorpos para Myh2 (vermelho) e Ogn (verde). Dapi foi utilizado
para marcagao dos nlcleos. Resultados apresentados em média + desvio padrio. Diferenga estatistica analisada pelo teste “t” de Student.
*p <0,05 vs Controle. OGN: Osteoglicina, Myh2: miosina.
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4.6 Superexpressao do miR-22 aumenta a migragao de mioblastos

O ensaio de Wound Healing foi utilizado para avaliar o efeito do miR-22 na
migracao das células C2C12 em estagio de mioblasto apés a transfecgédo das células com
o mimic do miR-22, como descrito em Grzelkowska-Kowalczyk et al®*. As células C2C12
transfectadas com o miR-22 aumentaram a taxa de migracdo apds 18 horas e 24 horas
(Figura 16). O ensaio de Wound Healing mostrou que o aumento da expressdo do miR-

22 acelera o processo de migracéo das céelulas C2C12.
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Figura 16. Andlise da migracdo celular dos mioblastos pelo método de Wound Healing. (A) Fotos
representativas do aumento da migragdo dos mioblastos transfectados com o mimic do miR-22, nos tempos
de Oh, 6h, 12h, 18h e 24h. (B) Gréfico em porcentagem relativa (%) + desvio padrdo. Anélise de variancia
(ANOVA) para medidas repetidas e grupos independentes. *p<0,05 vs Controle
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4.7 miR-22 aumenta a proliferacdo de mioblastos

Para estudar os efeitos do miR-22 no processo de proliferacdo dos mioblastos, o
mimic do miR-22 foi transfectado nas células C2C12. A proliferacdo foi mensurada pelo
ensaio de MTT, como descrito por Mosmann®. Apds 24h, houve aumento na taxa de
proliferacdo das células transfectadas com 0 miR-22 comparadas aos mioblastos do grupo

controle. N&o houve diferenca nos tempos de 6h, 12h e 18h apos transfeccéo.
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Figura 17. miR-22 e OGN aumentam a proliferacdo de mioblastos. Proliferacdo das células C2C12
analisadas pelo Ensaio de MTT ap0s transfeccdo com o mimic do miR-22. A taxa de proliferagdo celular foi
calculada através da variacao entre a absorbancia nos tempos 6, 12, 18 e 24 horas e absorbancia inicial em
relacdo & variacdo do tempo normalizado. Os dados foram quantificados e convertidos em taxa de
proliferagdo por hora em relagcdo ao controle para medidas repetidas e grupos independentes (ANOVA).
*p<0,05 vs Controle
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5. Discussao

A hipotese do presente estudo é que a OGN possui regulacdo pds-transcricional
pelo miR-22 durante o processo de miogénese em células da linhagem esquelética C2C12.
Para isso, realizamos o Ensaio de Luciferase nas celulas C2C12 e em fibroblastos
NIH3T3 com o objetivo de validar essa relacdo. Observamos uma diminuicdo da
atividade relativa da luciferase firefly, além da diminuicdo dos niveis de expressdo génica
e proteica da OGN em mioblastos tratados com o mimic do miR-22. Os dados obtidos
revelam uma nova via de regulacdo pds-transcricional entre 0 miR-22 e a OGN durante
0 processo de miogénese em células musculares esqueléticas C2C12.

Para testar a hipdtese de que a OGN ¢é regulada pos-transcricionalmente pelo miR-
22, e (que este processo esta associado com a miogénese, testamos a interacdo entre 0 miR-
22 ¢ a regido 3’UTR da OGN. Para a valida¢do dos dados, o Ensaio de Luciferase foi
utilizado, no qual a regido 3’'UTR da OGN foi clonada no plasmideo pmiRGLO e co-
transfectada com o miR-22. Como resultado, obtivemos uma diminui¢do dos niveis da
luciferase firefly, comprovando a interagdo entre a regido 3’UTR e o miR-22. Os nossos
dados corroboram os achados da literatura que utilizam o gene reporter luciferase para a
validac&o da interagdo direta entre miRNAs e mRNAs alvos®.

O miR-22 é uma molécula altamente conservada nas diferentes espécies, e dados
da literatura mostram a sua atuacdo na regulacdo da expressdao de genes envolvidos na
hipertrofia e reorganizacdo dos sarcomeros em cardiomiocitos, no processo de
remodelacdo cardiaca’®®. Entretanto, embora ja existam dados de expressdo global
evidenciando a presenca do miR-22 em células musculares esqueléticas da linhagem
C2C12 durante as fases de mioblasto e miotubo®, sdo escassos os trabalhos que mostram
as vias de regulacdo envolvendo este miRNA no musculo esquelético, mais

especificamente, a interacdo entre 0 miR-22 e a OGN. Para dar inicio a essa investigacéo,
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realizamos a transfec¢do do mimic do miR-22 para a analise dos efeitos da superexpressdo
do miR-22 nas células C2C12 durante a miogénese, através do estudo da OGN e dos
MRFs, MyoD e Myog. N&o houve alteracdo na expresséo da OGN nos miotubos, ao
contrario do que ocorreu nos mioblastos, onde observamos uma diminui¢do nos niveis
génicos e proteicos da OGN nos momentos iniciais da miogénese. A OGN € um
importante proteoglicano que participa da estruturacio da matriz extracelular (MEC)®.
Sabe-se que a MEC é um componente celular dindmico que atua fornecendo suporte
estrutural para os diferentes tecidos, além de possuir na sua constituicdo diversas
moléculas, como por exemplo, glicoproteinas, glicosaminoglicanos, componentes que
modificam ou interagem com outras proteinas, além dos proteoglicanos, como a OGN.
Trabalhos tem demonstrado a participacdo dos componentes da MEC em processos
musculares como migracéo, diferenciacdo celular, contragdo e regeneragdo®’. Assim, no
nosso experimento, a diminuicdo nos niveis da OGN nos mioblastos, possivelmente
alterou a constituigdo/organizacdo da matriz extracelular, influenciando o processo de
miogénese. A ndo alteracdo na expressao da OGN nos miotubos pode estar relacionada a
dois fatores: o tratamento dos miotubos com o mimic ndo foi capaz de alterar a
homeostase das células, uma vez que os miotubos estudados j& apresentavam altos niveis
da OGN ou é possivel que a transfeccdo ndo tenha sido eficiente nos miotubos. Novos
experimentos envolvendo a transfecgdo do mimic do miR-22 estdo programados para o
estudo da OGN em miotubos.

A avaliacdo da expressdo dos MRFs (MyoD e Myog) mostrou aumento dos niveis
de mRNA da MyoG em mioblastos e de MyoD em miotubos. A MyoG é um dos
marcadores miogénicos que inicia o processo de diferenciacio?, e o aumento nos niveis
de expressdo nos mioblastos no nosso estudo, sugere que a diminuigcdo na expressao da

OGN promoveu a diferenciagdo precoce dos mioblastos alterando o processo de
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miogénese, fato que pode explicar, em parte, os dados obtidos no ensaio de Wound
Healing e no ensaio de proliferacdo pelo MTT, onde a taxa de migracdo dos mioblastos
aumentou nos tempos de 18h e 24h. Com relacdo ao aumento dos niveis génicos da MyoD
nos miotubos, a superexpressdéo do miR-22 pode ter prolongado o processo de
proliferagdo celular nessa fase, embora, em condi¢cdes normais esse marcador pode

apresentar elevados niveis de expressdo tanto nos mioblastos quanto em miotubos®.

6. Conclusoes
O miR-22 regula pos-transcricionalmente a expressao da osteoglicina, controlando
0s processos de migracdo, proliferacdo e diferenciacdo de células musculares durante a

miogénese.
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