T

s/

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
INSTITUTO DE BIOCIENCIAS

Dissertacao

PERFIL DE EXPRESSAO E ORGANIZACAO GENOMICA DE
MICRORNAS MUSCULO-ESPECIFICOS NA TILAPIA DO NILO

Oreochromis niloticus

Pedro Gabriel Nachtigall

Botucatu - SP
2012



T

s/

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
INSTITUTO DE BIOCIENCIAS

PERFIL DE EXPRESSAO E ORGANIZACAO GENOMICA DE
MICRORNAS MUSCULO-ESPECIFICOS NA TILAPIA DO NILO

Oreochromis niloticus

Mestrando: Pedro Gabriel Nachtigall

Orientador: Prof. Dr. Danillo Pinhal

Dissertacdo apresentada ao Instituto
de Biociéncias, Campus de Botucatu,
UNESP, para obtencdo do titulo de
Mestre em  Ciéncias Bioldgicas

(Genética).

Botucatu - SP
2012



FICHALCATALOGRAFICA ELABORADA PELA SECAO DE AQUIS. E TRAT. DA INFORMACAO
DIVISAO TECNICA DE BIBLIOTECA E DOCUMENTACAO - CAMPUS DE BOTUCATU - UNESP

BIBLIOTECARIA RESPONSAVEL: ROSANGELA APARECIDA LOBO

Nachtigall, Pedro Gabriel.

Perfil de expresséo e organiza¢do gendmica de microRNAs masculo-
especificos na tilapia do Nilo Oreochromis niloticus / Pedro Gabriel Nachtigall.
- Botucatu, 2012

Dissertacdo (mestrado) — Universidade Estadual Paulista, Instituto de
Biociéncias de Botucatu

Orientador: Danillo Pinhal

Capes: 20204000

1. Peixe - Genética. 2. Tilapia (Peixe). 3. Acido ribonucleico. 4. Genética
molecular. 5. Genética — Expressao.

Palavras-chave: Dindmica evolutiva; Expressdo; MicroRNA; Organizagédo
gendmica; Peixes.




Dedico este trabalho a minha mae
Regina, por ter realizado dois
papéis, o de pai e o de mae, por ser
um oOtimo exemplo, por sempre me
apoiar em todas as decisdes, por me
auxiliar e sustentar em todos os
passos da minha vida, inclusive nos
primeiros passos, e por todo o amor
incondicional. Vocé e a melhor mae
do mundo.

Amo VocCe.



Agradeco:

A Deus, pela seguranca e conforto sustentado no desenvolver do meu caminho.

A minha avé (Terezinha) e meu falecido avé (Washington), pelo eterno carinho e grande
exemplo de vida. Vocés estardo vivos na minha memoria para sempre.

Ao meu tio, tias, primas e minha irma Fernanda, que sempre estiveram ao meu lado e me
ajudam a seguir com muita sagacidade por essa vida mais linda de meu Deus.

A Ariane (Mibella), pelo carinho, felicidade, paciéncia e apoio incondicional. Te amo muito.

Ao Dr. Marcos Correa Dias (Spike) pela amizade, trapalhadas e auxilio durante o todo o
periodo de realizacdo de experimentos (laboratoriais, churrascais e jogadas de
Xbox).

Ao meu orientador Prof. Dr. Danillo Pinhal pelas conversas, broncas, risadas, discussoes,
oportunidade, incentivo, amizade e por sempre apoiar e manter os pés no chao por
mim.

Ao meu ex-orientador Prof. Dr. Cesar Martins, pela oportunidade inicial, paciéncia e
insisténcia em me fazer melhorar e acreditar mais em mim profissionalmente.

Ao Prof. Dr. Robson F. Carvalho pela colaboragdo, apoio e instrugcdes iniciais a
metodologia utilizada no presente trabalho.

Ao Prof. Dr. Alexandre W. S. Hilsdorf por fornecer os exemplares da tilapia do Nilo
utilizados, além das dicas para manutencao de peixes em aquarios.

Aos Professores Paulo E. M. Ribolla e Claudia A. Rainho pela contribuicdo como banca
examinadora do exame geral de qualificagao.

A todo o pessoal (novos e antigos) do Laboratorio Gendémica Integrativa onde realizei
parte do estudo: Rafael (Taka), Bruno, Guilherme (Cabelo), Marcos, Diogo, Juliana
Mazzuchelli e Sarah.

A todo o pessoal do Laboratério de Genética e Evolugao Animal onde realizei a parte final
do estudo e, do qual, sou parte integrante: Valquiria, Arthur (Messi), Helder, Prof?.
Adriane, Prof?. Ligia, Prof. Guaracy, Jesica, Bianca e Magali.

Aos colegas Geysson e Ederson pelo auxilio inicial na metodologia utilizada.

Aos colombianos adoraveis Juan, Fabiola, Gicela e Juan (Moretti) pelas risadas e aulas
de salsa em momentos de encontro inesperado.

De maneira especial a um bando de babacas, que s&o os irmdos que a vida me deu:
Elihu, Daniel (Frall), Danilo (Pinguim), Rafael Arruda (Mindu), Rafael Victor (Espeto),



,,,,,

pela amizade e colaboragédo em todos os momentos.

A todos os professores e funcionarios do Departamento de Genética e do Departamento
de Morfologia.

Aos funcionarios da sec¢ao de Pds-graduacgéo por todas as duvidas esclarecidas.

Ao Laboratério de Genética e Evolugdo Animal, ao Departamento de Genética, a Pos-
graduacdo em Genética, ao Instituto de Biociéncias de Botucatu e a Universidade
Estadual Paulista pela estrutura cedida para a realizagao deste trabalho.

A CAPES pela bolsa de mestrado concedida no periodo de estudo.

A FAPESP pelo auxilio financeiro que possibilitou a execugdo deste trabalho.

A todas as pessoas que de alguma forma, direta ou indiretamente, auxiliaram na

realizacao e finalizagao deste trabalho.



“Cause | am due for a miracle
I'm waiting for a sign
I'll stare straight into the sun
And | won't close my eyes
‘Till I understand or go blind”
Dustin Kensrue

Vi



RESUMO

MicroRNAs sdo pequenas moléculas de RNA que regulam pdés-transcricionalmente a
expressao génica em diversas vias celulares especificas. Recentemente, alguns miRNAs
de agao musculo-especifica, especialmente aqueles expressos no musculo estriado
esquelético, tém sido associados a regulagcdo da biologia muscular, com papel
fundamental no controle de eventos como miogénese e crescimento muscular hipertréfico
e hiperplasico, além de constituirem vias metabdlicas extremamente conservadas entre
os vertebrados. A tilapia do Nilo € considerada um excelente modelo biolégico para o
estudo de miRNAs em vertebrados devido a sua importancia econémica e por apresentar
o genoma completo sequenciado. Contudo, pouco € conhecido a respeito da dinamica
evolutiva de miRNAs e sua potencial atuagcédo na regulacdo dos mecanismos moleculares
promotores do desenvolvimento do tecido muscular na espécie. Assim, foram realizados
dois estudos direcionados para a (i) avaliagao do perfil de expressao de miRNAs musculo-
especificos e seus alvos no tecido muscular de adultos da tilapia do Nilo, e para (ii)
analisar o padrao de organizacao gendmica desses miRNAs em diferentes espécies de
peixes e estabelecer comparagdes com outros grupos de vertebrados. Os principais
resultados obtidos na analise do perfil de expressdo no tecido muscular esquelético de
cinco miRNAs musculo-especificos (miR-1, -133a, -133b, -206 e -499) evidenciaram um
alto nivel de expressdao do miR-499 no musculo vermelho em comparagcdo aos niveis
observados no musculo branco. Esses dados, corroborados pela hibridagdo in situ e
analise da expressao de genes alvo do miR-499, sugerem sua participacdo como
elemento central na regulagcdo de vias metabdlicas particularmente ativas no musculo de
contragao lenta (vermelho) na tilapia do Nilo. De modo geral, as analises genbmicas
comparativas mostraram um padrdo de organizagdo gendmica conservado para 0s
mMiRNAs musculo-especificos (miR-1-1/-133a-2, miR-1-2/133a-1, miR-206/133b, miR-214
e miR-499) e suas regides flanqueadoras nas seis espécies de peixes analisadas. Porém,
uma copia paraloga do miR-214 foi somente detectada no genoma das espécies de
peixes pertencentes a superordem Acanthopterygii. Esta copia paraloga apresentou um
alto grau de sintenia nessas espécies. O conjunto de dados obtidos até o momento
contribui para elucidar o papel exercido por miRNAs musculo-especificos em vias
bioldgicas do tecido muscular na tilapia do Nilo, além de permitir novas inferéncias acerca
da dinamica evolutiva desses miRNAs no genoma de peixes.

Palavras-chave: microRNA; expressido génica; peixes; organizagdo gendmica.
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ABSTRACT

MicroRNAs are small RNA molecules that post-transcriptionally regulate gene expression
in various specific cell pathways. Recently, some miRNAs have been described to have a
muscle-specific action and has been associated with regulation of muscle biology with
fundamental roles in myogenesis. The Nile tilapia is considered an excellent biological
model for the study of miRNAs in vertebrates due to their economic importance and to
present the complete genome sequenced. However, little is known about the evolutionary
dynamics of miRNAs and their potential role in regulating the molecular mechanisms that
promote the muscle development on Nile tilapia. Thus, two studies were conducted: (i) a
study to evaluate the expression pattern of muscle-specific miRNAs and their targets in
different skeletal muscle types in adults of Nile tilapia, and (ii) a study to analyze the
comparative evolutionary dynamics and genomic organization of these miRNAs in fish
genomes. Our expression analysis by gqPCR and in situ hybridization, carried out on five
muscle-specific miRNAs (miR-1, -133a, -133b, -206 and -499), revealed a highly
differential expression of miR-499 in red skeletal muscle (slow-twitch). These data
evidenced the key role played by the miR-499 in the maintenance of the slow-twitch
muscle type in Nile tilapia. The comparative genomic analysis performed on six species of
fish showed a conserved dynamism for the muscle-specific miRNAs analyzed (miR-1-1/-
133a-2, miR-1-2/133a-1, miR-206/133b, miR-214 e miR-499). However, a copy of miR-
214 was detected in the genome of five species belonging to the superorder
Acanthopterygii. Interestingly, this copy also has a high level of synteny over the species
when it was detected. Thus, the obtained data may assist in the understanding of the role
of muscle-specific miRNAs in muscle biological pathways of Nile tilapia as well as
contribute to better clarify the the evolutionary dynamics of miRNAs in the genome of fish
and bring new insights concerning miRNA evolution in vertebrate genomes.

Key-words: microRNA; gene expression profile; fish; genomic organization.

viii



SUMARIO

DEDICATORIA ... ettt ee e en e i
AGRADECIMENTOS ...ttt e e e et e e e e e e e e aste e e e e annreeeeannsaeaeeansaneeaanns iv
EPIGRAFE ...ttt ettt et et n e ettt n st ee e e e e neeseennens Vi
RESUMO ...ttt ettt e e ettt e e e et e e e e e ease e e e e e assaeeeeesseeeesanssseeeeanssnaeeeanseeeeanns Vi
= 1 I 2 RS viii
1. REVISAO DA LITERATURA .....ooitieeeee et n ettt n e e enannaens 01
1.1. RNAs nao-codificadores: 0S MICTORNAS............oii i 01
1.2. Caracteristicas gerais dos MICTORNAS...........uuiiiiiii e 03
1.2.1. Biogénese € mecaniSMO d€ @G80 .........ccceeeeeieii e 03
1.2.2. Organizagao GENOMICA ........uueiiiiiiieee it ettt ettt e e e e sbee e e e anneeeas 04
1.3. MicroRNAS do mUSCUIO €SQUIBLICO ..o 08

1.4. Expressao diferencial de MiCrORNAS...........ooiiiiiiiiiieeee e 11
1.5. A tilapia do Nilo como organismo MOAEI0 ............coiuiiiiiiiiiie e 12
2 O 1= N | IV S TSR 16
3. MATERIAL E METODOS ......oooviececeeeeeeeeeeeeteeeeeeeeeeeeeee e eseseenenenanannens 17
3.1. Extracdo de RNA do mUSCUlo €SQUEIELICO ........cooiiiiiiiiiiiiiee e 17
3.2. Quantificacéo e andlise da qualidade e integridade do RNA ..........ccccooiiiiiiiiiiee i, 17

3.3. Sintese de CDNA doS MIRNAS.......cooo it e e 21
3.4. PCR em tempo real quantitativa dos MiIRNAS ...........ccccoeiiiiiii e 22
3.5. Sintese de CDNA do RNA Ol .........evviiiiiiiiec e 23
3.6. PCR em tempo real quantitativa dos RNAs mensageiros alvo ............cccccceveiviiieeeennee. 24
3.7. Andlise estatistica dos dados de qPCR ..., 24
3.8. Hibridagao in situ fluorescente de MIRNAS..........cooviiiiiiiiii e, 26
3.9. Analise gendmica COmMPAratiVa..........oouuuuuiiiii e 29

4. RESULTADOS E DISCUSSAOQ.........ooeieeteeeeeeeeeeteee e e eeseeas s e s stensaaesnananes 31
4.1. Andlise da expressao génica dos MIRNAS .......ccouiii i e 31
4.2. Expressao espacial dos MIRNAS. .......uuiiiiiiiie et 34
4.3. Predicio de alvos e determinagao de vias bioldgicas ...........cccevevvviiiiiiiiiiii e, 37
4.4. Andlise de expressao dos alvos do MIR-499 ..........ccooiiiiiiiiiiiie e 40
4.5. Analise gendmica COMPAratiVA. ...........ooeeiiiiiiieieiii e e e e e e e eaa s 45
5. CONCLUSODES.......c.ooteeeeeee ettt ettt ettt e e st eae et eneeenen e seeneas 57
6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..ot 58

T APENDICES ... oo e e e e e et ettt e e e e et 68



1. REVISAO DA LITERATURA
1.1. RNAs néo-codificadores: os microRNAs

Por muito tempo as regides nao-codificadoras do genoma foram
consideradas “lixo genético”, devido a auséncia de informagdo para sintese de
proteinas nessas sequéncias nucleotidicas. Atualmente, sabe-se que a propagagao
da informagéao genética é muito mais complexa e ndo segue o antigo dogma central
da biologia baseado no simples fluxo DNA-RNA-Proteina, uma vez que a maior
por¢cao do transcriptoma produzido pelo genoma de eucariotos € composta por
RNAs né&o-codificadores de proteinas (Hui e Bindereif, 2005; Nagalakshmi et al.,
2008; Guttman et al., 2009). As recentes evidéncias cientificas apontam ainda que,
juntamente com as proteinas, os RNAs n&o-codificadores sao capazes de
coordenar o metabolismo celular e definir o fendtipo dos organismos.

A partir de 2005 tornou-se claro que os genomas de animais e plantas
produzem uma abundancia de RNAs n&o-codificadores com fungédo regulatéria
(revisado por Mattick, 2009). Em humanos e outros mamiferos, por exemplo, os
RNAs n&o-codificadores sdo transcritos de ambas as fitas do DNA, inclusive
sobrepondo regides promotoras e de RNAs mensageiros (Carninci et al., 2005;
Kapranov et al., 2007). Esses RNAs néao-codificadores regulam diversos
mecanismos intracelulares por intermédio de uma variedade de interagbes RNA-
DNA, RNA-RNA e RNA-proteina (Qi et al., 2006; Amaral et al., 2008).

De modo geral, os RNAs né&o-codificadores podem ser classificados em
funcionais e reguladores. Entre os RNAs funcionais destacam-se o RNA
transportador (tRNA), o RNA ribossomal (rRNA), o pequeno RNA nuclear (snRNA) e
o pequeno RNA nucleolar (snoRNA). Dentre os RNAs reguladores destacam-se o

microRNA (miRNA), o pequeno RNA de interferéncia (siRNA), o piwiRNA (piRNA) e



o longo RNA nao-codificador (IncRNA), dentre outros (Costa, 2008; Zhou et al.,
2010). Dessa ampla variedade de classes de RNAs nao-codificadores, os miRNAs
se tornaram alvo de grande interesse devido a associagao observada entre a
desregulacédo da expressdao de miRNAs e o surgimento de alteragdes fenotipicas e
de doencgas (Bilen et al., 2006; Hammond, 2006; Chang e Mendell, 2007).

Embora os primeiros miRNAs tenham sido descritos em 1993 (Lee et al.,
1993; Wightman et al., 1993), apenas 7 anos depois confirmou-se a ampla
distribuicdo desses pequenos RNAs no reino animal (Pasquinelli et al., 2000) e que
representavam um novo nivel nos processos de regulagdo génica (Reinhart et al.,
2000). Apds essa redescoberta dos miRNAs, diversos estudos voltados a
compreensao dos processos biolégicos nos quais atuam direta ou indiretamente tém
sido realizados.

A partir desses avancgos e outros relacionados ao desenvolvimento de novas
tecnologias moleculares de sequenciamento e analise de expressao, foi constatado
que os mMiIRNAs possuem um papel importante em diversos processos do
desenvolvimento, proliferagdo e diferenciagdo celular, carcinogénese, resposta
imune, entre outros (Bartel e Chen, 2004; Wienholds et al., 2005; Garofalo e Croce,
2011). Além disso, analises filogenéticas dos miRNAs demonstraram um alto nivel
de conservagdo dessas moléculas entre todos os organismos metazoarios ja
investigados e sugerem ainda a existéncia de correlagdo positiva entre numero de
genes de miRNAs e complexidade do organismo (Berezikov et al. 2006; Sempere et
al., 2006; Lee et al., 2007; Prochnik et al. 2007; Heimberg et al., 2008; Peterson et
al., 2009; Wheeler et al., 2009; Christodoulou et al., 2010; Campo-Paysaa et al.,
2011). Por outro lado, miRNAs nao conservados foram também detectados em

vertebrados. Suspeita-se que esses miRNAs evolutivamente divergentes poderiam



desempenhar um papel diferente na manutencao da diversidade fenotipica entre os
diferentes grupos de organismos (Plasterk, 2006; Lyson et al., 2011). Sendo assim,
constata-se que estudos relacionados a analise da evolugédo da diversidade e
regulacdo por miRNAs trazem significativas contribuicbes ao entendimento dos

papéis biolodgicos diversos exercidos por esses pequenos RNAs nido-codificadores.

1.2. Caracteristicas gerais dos microRNAs
1.2.1. Biogénese e mecanismo de agao

A biogénese de um miRNA comeca com a sintese de um longo transcrito
primario conhecido como pri-miRNA (~110pb). Os pri-miRNAs s&o transcritos pelas
RNAs polimerase Il ou lll (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 transcrigdo (Lee et al., 2006). Apos o
processamento nuclear, cada pré-miRNA, € exportado para o citoplasma através da
proteina Exportin-5 (Lund et al., 2004), que realiza o transporte de pequenos RNAs
em forma de hairpin do nucleo 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

o miRNA maduro (miR canénico ou miR-5p), que atua na regulagdo de um RNAmM



alvo (Krutzfeldt et al., 2006), enquanto a outra fita (miR* ou miR-3p) € degradada ou
também pode formar outro RISC e realizar a regulacdo de outro RNAm alvo (Rand
et al., 2005; Yang et al., 2011).

Recentemente, foi descrita uma via alternativa de processamento de miRNAs
independente do processamento pela Drosha. Nessa via, o pré-miRNA é,
constitutivamente, o intron completo de um gene. O processamento para pré-miRNA
ocorre pela maquinaria de splicing celular. Esses miRNAs que nao necessitam da
acao pela enzima Drosha sdo chamados de miRtrons (Okamura et al., 2007; Ruby
et al., 2007; ver Figura 1B).

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 regido 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
(regido “seed”) do miRNA e do RNAm alvo (Sen e Blau, 2005; Lee e Dutta, 2009). A
partir de algoritmos desenvolvidos para predigao de alvos de miRNAs, estima-se
que cada miRNA possa se ligar a muitos RNAs mensageiros, e que os RNAs
mensageiros podem ter sua estabilidade ou tradugao regulada por mais de um

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

1.2.2. Organizagdo gendmica

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 localizagcdo genbmica em
multiplas espécies forneceu um insight inicial na descoberta de miRNAs utilizando
ferramentas gendémicas. Além disso, essas analises demonstraram a conservagao
da sequéncia do pré-let-7, auxiliando na compreensao da estrutura secundaria de
moléculas de RNA necessaria para o processamento de pré-miRNAs em miRNAs
maduros.

Concomitantemente a descoberta dos primeiros miRNAs, houve avancos
significativos nas tecnologias de sequenciamento de ultima geragao e algoritmos de
predicdo de genes, resultando no atual registro de mais de 22000 miRNAs em 150
espécies (maioria vertebrados) no banco de dados miRBase (ver www.mirbase.org).
Atualmente, sdo conhecidos cerca de 1600, 855 e 450 miRNAs em humanos, ratos
e zebrafish, respectivamente (miRBase v19; Agosto de 2012). Os miRNAs sao
nomeados como miR- mais numeros (ex: miR-133), entretanto, existem algumas
excegdes. Os miRNAs de sequéncias similares sado geralmente distinguidos por
uma letra adicional seguida do numero (ex: miR-133a). Um miRNA comum a
sequéncia madura idéntica pode aparecer em diferentes locus gendmicos com
diferentes sequéncias precursoras. Nesses casos, os diferentes genes de miRNAs
sao usualmente distinguidos por outro numero adicional no final da sequéncia (ex:
miR-133a-1). De acordo com os padrées de organizagao gendémica, os genes de
miRNAs podem ser classificados como: intergénicos, intrénicos e exdnicos (Olena e
Patton, 2010; Figura 1).

Os miRNAs intergénicos estao localizados em regides distintas do genoma,
possuem uma unidade transcricional independente, e podem ser monocistrénicos,
quando possuem seus proprios promotores, ou policistrénicos, onde varios miRNAs

clusterizados sao transcritos como um aglomerado de transcritos primarios e



compartilham o mesmo promotor. Algo em torno de 36% e 47% dos miRNAs
intergénicos s&o clusterizados em zebrafish, camundongo e humano (Griffiths-Jones
et al., 2008; Thatcher et al., 2008). De fato, existem 55 e 51 clusters de miRNAs na
totalidade do genoma de humano e camundongo, respectivamente (Yuan et al.,
2009). Um fato notavel sobre os clusters é que eles contém representantes de
diferentes familias de miRNAs, ou seja, os miRNAs de um mesmo cluster podem
reprimir diferentes RNAs mensageiros. De acordo com analises realizadas em redes
de interagao protéica, foi proposto que os miRNAs de um mesmo cluster realizam a
regulacdo de RNAs mensageiros de proteinas que interagem entre si em uma
mesma via metabdlica (Yuan et al., 2009).

Em relagdo aos miRNAs intrénicos e exbnicos, que correspondem a
aproximadamente 50% dos genes de miRNAs em mamiferos, foi verificada a
utilizacdo de unidades transcricionais de outros genes (Rodriguez et al., 2004,
Griffiths-Jones et al., 2008). Em zebrafish, apenas 13% dos miRNAs apresentam
essa caracteristica (Thatcher et al., 2008). Possivelmente, essa diferenga entre
tele6steos e mamiferos decorra da falta de anotagbes completas no genoma do
zebrafish, visto que, neste aspecto, € esperada uma distribuicdo e organizagao
gendmica similar entre os vertebrados.

Os miRNAs intronicos estdo localizados nos introns de genes e também
podem ser monocistronicos ou policistrénicos. Além disso, os MiRNAs intrénicos
possuem um nivel de expressdo semelhante a de seus genes hospedeiros
(Baskerville e Bartel, 2005; van Rooij et al., 2008, 2009; Wang et al., 2009). Alguns
desses mMiRNAs estudados podem atuar na regulagdo dos reguladores de seus

genes hospedeiros, na regulagdo de genes que inibem a via de agcéo de seu gene



hospedeiro; ou sobre genes que inibem regides transcricionais de proteinas
relacionadas (Barik, 2008; Van Rooij et al., 2008, 2009; Zhou e Lin, 2008).

Os miRNAs exdnicos estao localizados na transicdo exon-intron de um gene
e sao extremamente raros no genoma, sendo que apenas 24 dos 1600 miRNAs de

humanos foram caracterizados como exdnicos (Maselli et al., 2008).
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Figura 1. Organizagao gendmica dos miRNAs. A: MiRNAs intergénicos estao localizados
em regides distintas com unidades transcricionais conhecidas. Esses miRNAs podem ser
monocistrénicos, ou policistrénicos, onde varios miRNAs estdo agrupados (clusterizados).
B: MiRNAs Intrénicos estdo localizados nos introns de genes, ambos s&o trancritos a regido
codificante e nao-codificante. Esses miRNAs podem ser Unicos no intron, ou clusterizados
em varios miRNAs. Os miRNAs intrénicos séo transcritos a partir do promotor do gene
hospedeiro e processados como introns do transcrito do gene hospedeiro, ambas as
regides, codificante e nao-codificante, sdo transcritas. Em casos especiais como os
mirtrons, o intron corresponde ao pré-miRNA. Nesse caso, o processo de maturacao de pri-
MiRNA para pré-miRNA n&o é necessario (Okamura et al., 2007). C: MiRNAs exdnicos sao
raros e estdo localizados na transicdo entre um exon e um intron de um gene. Esses
mMiRNAs s&o transcritos a partir do promotor do gene hospedeiro e sua maturagao acarreta
em perda de funcdo do gene hospedeiro (Rodriguez et al., 2004). Imagem modificada de
Olena e Patton, 2010.



A compreensao do padrao de organizagao genémica dos genes de miRNAs
em diversas espécies auxilia no aperfeicoamento de ferramentas de predicdo de
novos genes de miRNAs, além de favorecer o conhecimento sobre a estrutura

génica, biogénese, mecanismos de agao e dinamica evolutiva dos miRNAs.

1.3. MicroRNAs do musculo esquelético

A partir de estudos realizados em mamiferos verificou-se a existéncia de
diversos miRNAs de alta especificidade tecidual (Lagos-Quintana et al., 2002).

Nessas analises, foi descrita a acdo de miRNAs musculo especificos,
altamente expressos durante o crescimento muscular (Callis et al., 2008), processo
este considerado o principal responsavel pelo aumento de massa corporea em
diversos grupos de animais, como no caso das espécies de peixes.

Embora hajam diferentes tipos de tecido muscular (i.e, liso, estriado cardiaco
e estriado esquelético), o ganho de massa corporea resulta majoritariamente do
desenvolvimento do tecido muscular estriado esquelético (Grefte et al., 2007).

O musculo esquelético compde até 60% da massa corpdérea em peixes, além
de se constituir numa adaptacdo mecanica especifica para a vida no ambiente
aquatico. Essa massa muscular € também uma importante fonte protéica para o
consumo humano (Weatherley e Gill, 1987).

Em peixes, o tecido muscular esquelético € composto por trés camadas: uma
de musculo branco (MB), uma de musculo vermelho (MV) e outra fina camada entre
estas, com caracteristicas intermediarias (Sanger e Stoiber, 2001; Figura 2). As
células musculares brancas sao predominantes, representando até 70% de todo o
conjunto de células que formam o miétomo e correspondem a por¢gao comestivel

dos peixes (Zhang et al., 1996).
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Figura 2. Esquema geral da distribuicdo das camadas musculares em peixes. (A) Peixe
com linha tracejada representando regidao do corte transversal. (B) Esquema do corte
transversal, onde se encontra representada a distribuicdo das fibras musculares em peixes.

O aumento do tamanho corporal em peixes ocorre principalmente devido ao
crescimento das fibras musculares brancas (Zimmerman e Lowery, 1999). Nesse
animais, o musculo esquelético branco € formado por fibras de contragcado rapida e
metabolismo glicolitico (Driedzic e Hochachka, 1976) utilizadas em movimentos
natatorios rapidos como os exibidos durante o comportamento de fuga de
predadores (Altringham e Johnston, 1988). Por outro lado, as fibras musculares
vermelhas representam menos de 30% da musculatura total (Greer-Walker e Pull,
1975), atuam por metabolismo aerdbico (oxidativo) de contracdo lenta e estédo
associadas a movimentos natatorios constantes e lentos como os realizados
durante migragdes ou forrageamento.

O crescimento muscular € um processo que envolve recrutamento de
populagdes de células precursoras, também chamadas mioblastos ou miossatélites.
Estas células fornecem o material genético e organelas nucleares essenciais para a
formacao de novas fibras musculares (hiperplasia) e crescimento das pré-existentes
(hipertrofia) (Koumans e Akster, 1995). Durante o crescimento por hipertrofia, as
fibras aumentam o volume celular e absorvem o nucleo dos mioblastos mantendo

uma razao relativamente constante entre nucleo e citoplasma. No crescimento



hiperplasico, novas fibras formam-se na superficie de fibras pré-existentes a partir
de mioblastos que se fundem para compor miotubos multinucleados (Rowlerson e
Veggetti, 2001).

A contribuicdo relativa de hipertrofia e hiperplasia para o crescimento
muscular varia consideravelmente em diferentes espécies (Weatherley e Gill, 1987;
Weatherley et al., 1988), tipos musculares e estagios de crescimento (Kiessling et
al., 1991). Por exemplo, em peixes de grande porte com rapido crescimento, a
hiperplasia é particularmente ativa durante os estagios larval e juvenil (Weatherley e
Gill, 1987) e continua no estagio adulto mesmo depois de atingida a maturidade
sexual (Zimmerman e Lowery, 1999). Entretanto em espécies de pequeno porte que
possuem crescimento lento, a hiperplasia durante a vida adulta € baixa e o
crescimento muscular envolve primariamente hipertrofia de fibras formadas no
embrido e durante o estagio larval inicial (Weatherley e Gill, 1987; Weatherley et
al.,1988).

A regulacdo da expressao génica tanto em nivel transcricional quanto pds-
transcricional € crucial para o desenvolvimento e diferenciacdo dos tecidos
musculares por hiperplasia e/ou hipertrofia.

Assim, alguns miRNAs especificamente ou altamente expressos no musculo
esquelético e/ou cardiaco (referidos como myomiRs: myo = musculo + miR =
miRNA) foram identificados e incluem os miRNAs miR-1, -133a, -133b, -206, -208a,
-208b, -214, -486 e -499 (Flynt et al., 2007; McCarthy e Esser, 2007; Callis et al.,
2008; Van Rooij et al., 2008, 2009; Small et al., 2010; Gagan et al., 2012). Dentre
esses ha miRNAs que estdo organizados em agrupamentos bicistronicos (“clusters”)
no mesmo cromossomo (por exemplo: miR-1-1/133a-1, miR-1-2/133a-1 e miR-

206/133b) e sao transcritos conjuntamente (Chen et al., 2009; Liu e Olson, 2010).
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Os demais myomiRs estdo organizados intrbnicamente e sado expressos junto ao
seu gene hospedeiro (por exemplo: miR-208a — intron 29 do gene myh6; miR-208b
— intron 31 do gene myh7; miR-499 — intron 19 do gene myh7b) (Van Rooij et al.,
2008).

A expressdo dos myomiRs é regulada por redes de transcricdo envolvendo
diversas proteinas que se ligam a promotores desses miRNAs ou dos genes
hospedeiros (Latronico et al., 2007; Callis et al., 2008; Thum et al., 2008). Os
myomiRs estdo envolvidos em multiplas etapas da fungdo e desenvolvimento
muscular, através da regulacdo de genes essenciais para 0s processos de
miogénese (proliferacdo, diferenciacdo e especificagdo do tipo de fibra),
regeneragdo, envelhecimento e homeostasia muscular (Kim et al., 2006;
Naguibneva et al., 2006; Flynt et al., 2007; McCarthy et al., 2007; Sayed et al., 2007;
Van Rooij et al., 2008, 2009; Small et al., 2010; Ge e Chen, 2011; Hosoda et al.,
2011; Wang et al., 2011).

Estudos relacionados que avaliem o papel dos myomiRs em outros modelos
biolégicos, como peixes, podem permitir avangos significativos quanto ao

entendimento da biologia muscular nos vertebrados em geral.

1.4. Expresséo diferencial de microRNAs

A expressao diferencial de miRNAs em diferentes tecidos e periodos
embrionarios tém sido estudada em diversas espécies como camundongo, rato e
galinha (Lagos-Quintana et al., 2002; Ason et al., 2006; Darnell et al., 2006;
Thatcher et al., 2007; Begemann, 2008; van Rooij et al., 2008, 2009; Bell et al.,

2010; Fu et al., 2011), sendo escassos 0s estudos voltados as espécies de peixes.
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Além disso, a expressao diferencial de miRNAs relacionada ao sexo foi
recentemente detectada no genoma de varios organismos, desde urocordados a
diversos grupos de vertebrados, como no desenvolvimento da espécie de tunicado
Oikopleura didica (Fu et al., 2008), em génadas de galinha Gallus gallus (Bannister
et al., 2009), in vitro em células embrionarias totipotentes de mamiferos (Ciaudo et
al., 2009), no figado, bagco e musculo cardiaco de rato (Cheung et al., 2009) e
testiculos e ovarios de gado (Huang et al., 2011). Estes resultados demonstram que
a expressao de miRNAs pode variar entre os sexos em diferentes tipos de tecidos,
bem como sugerem a existéncia de miRNAs sexo-especificos em diversas
espécies. Em peixes a existéncia de miRNAs sexo-especificos nao foi

rigorosamente testada.

1.5. A tilapia do Nilo como organismo modelo

Tilapia é a designacéo genérica de um grupo de peixes que abrange cerca de
70 espécies, pertencentes a 4 géneros: Oreochromis, Sarotherodon, Tilapia e
Danakillia, todos pertencentes a Familia Cichlidae. Os ciclideos, como séao
comumente chamados, estdo entre as familias de peixes com maior numero de
espécies (Nelson, 2006), sendo estimadas cerca de 3.000 espécies distribuidas pela
América Central e do Sul, Madagascar, Sudeste da india e Africa (Kocher, 2004).

Segundo Popma e Lovshin (1996), as tilapias de importancia comercial estao
divididas em trés principais grupos taxonémicos, distinguidos basicamente pelo
comportamento reprodutivo. Sdo eles o género Tiladpia spp (incubam seus ovos em
substratos), Oreochromis spp (incubam os ovos na boca da fémea) e Sarotherodon

spp (incubam os ovos na boca do macho ou de ambos). O género Oreochromis,
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congrega o maior numero de espécies, dentre as quais se destacam: Oreochromis
niloticus, O. mossambicus, O. aureaus, e seus hibridos.

Os ciclideos sédo considerados os equivalentes aquaticos aos tentilhdes de
Darwin devido a sua rapida radiagdo adaptativa nos grandes lagos do leste da
Africa, onde quase 2000 espécies tém evoluido somente nos Gltimos 10 milhdes de
anos (Kocher, 2004). O principal fator que promove este tipo de adaptagao a novos
ambientes € o fato de que esses peixes se adequam facilmente a condicdes
extremas de habitats e nichos (Moyle e Cech Jr., 2000).

Devido as caracteristicas biolégicas mencionadas, os ciclideos sao
considerados excelentes modelos experimentais para estudos em diversas areas da
genética (The International Cichlid Genome Consortium, 2006; ljiri et al., 2007,
Cnaani et al., 2008; Ferreira e Martins, 2008; Valente et al., 2009; Poletto et al.,
2010). A facilidade adaptativa de O. niloticus permite sua manipulacao por diversas
técnicas, como a producdo de individuos ginogenéticos e androgenéticos, a
inversdo sexual através da administracdo de esterdides sexuais, a inducdo de
poliploidia, a produgdo de hibridos interespecificos, a producdo de linhagens
transgénicas, dentre outras.

Adicionalmente a importdncia como modelo biolégico para estudos
evolutivos, a tilapia do Nilo apresenta grande importancia na aquicultura, sendo um
dos peixes de agua doce mais cultivados em todo o mundo (FAO, 2006). Este fato é
devido a alta qualidade do filé, que possui grande aceitacdo no mercado
consumidor, o que conferiu a espécie o titulo de “frango aquatico”. Além disso,
fatores adicionais, como: rapida taxa de crescimento e adaptabilidade aos diversos
sistemas e condi¢gbes de cultivo, agregam a espécie um alto valor econdmico

(Meurer et al., 2000; Boscolo et al., 2001). Por apresentarem maior crescimento e
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ganho de peso, os individuos machos da tilapia nilética sdo os mais rentaveis ao
setor produtivo. Como comparagéo, o peso das fémeas representa de 50 a 70 % do
peso dos machos (Proencga e Bittencourt, 1994; Figura 3). Por esse motivo, diversas
técnicas envolvendo a determinagdo sexual prévia e a alteragcdo da fisiologia
reprodutiva por reversao sexual, tém sido empregadas para a producao de lotes
monossexos machos (Phelps e Popma, 2000; Beardmore et al., 2001; Borges et al.,

2005).

Figura 3. Individuos adultos da espécie O. niloticus.

Apesar do aprimoramento nas técnicas de cultivo da espécie, com a
producado de hibridos e linhagens de maior peso, pouco é conhecido acerca dos
mecanismos moleculares que controlam o crescimento muscular de O. niloticus.

Recentemente, com a conclusdo do sequenciamento do genoma de O.
niloticus (acessivel pelo banco de dados on-line BouillaBase - web-site:
http://cichlid.umd.edu/cichlidlabs/kocherlab/bouillabase.html), valiosas informacdes
estdo agora disponiveis para a analise estrutural e funcional do genoma desta

espécie.
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Por essa razao, o uso da tilapia do Nilo como modelo bioldégico traz muitas
vantagens para o estudo da expressdo de miRNAs relacionados as vias de
crescimento muscular, sendo de consideravel relevancia a possibilidade de uma
analise comparativa da presenca e abundancia de transcritos de miRNAs entre os
sexos. Além disso, os dados disponiveis permitem analises estruturais comparativas
relativas a localizagao fisica dos genes de miRNAs e respectivas regides gendmicas
flanqueadoras. Isso é especialmente importante, uma vez que genes reguladores do
desenvolvimento, incluindo miRNAs, sdo altamente conservados entre peixes e
humanos, por exemplo.

Atualmente existem cerca de 30.000 espécies de peixes viventes
identificadas, representando 50% de todos os vertebrados (Nelson, 2006). Desse
total, apenas cinco espécies (Danio rerio, Oryzias latipes, Oncorhynchus mykiss,
Lates calcarifer e Cyprinus carpio) foram mais bem estudadas quanto a fragao de
genes codificadores de miRNAs no genoma. Para a tilapia do Nilo, relativemente
pouco € conhecido acerca de genes de miRNAs. Os dados disponiveis estao
relacionados a predigdo de bioinformatica de 26 genes de miRNAs detectados no
genoma da espécie (banco de dados mIRNEST, por Szcesniak et al., 2011). Outros
dois estudos publicados recentemente descreveram a expressao de miRNAs no
musculo esquelético de O. niloticus. Um estudo relata a expressao especifica de
alguns microRNAs no musculo esquelético (Yan et al., 2012) e o segundo estudo
descreve a identificacdo de alguns microRNAs diferencialmente expressos no
musculo esquelético ao longo do desenvolvimento de duas linhagens distintas da
tilapia do Nilo (Huang et al., 2012). Porém, nenhum desses estudos investigou os
perfis de expressao diferencial de miRNAs musculo-especificos entre os sexos e os

tipos musculares, vermelho e branco, na tilapia do Nilo.
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2. OBJETIVOS

Avaliar o perfil de expressdo de miRNAs musculo-especificos (miR-1, -133a,-
133b, -206 e -499) em O. niloticus utilizando as técnicas de RT-gPCR e

hibridagao in situ;

Comparar os niveis de expressdao dos miRNAs musculo-especificos entre os

sexos e tipos musculares de individuos adultos da espécie;

Comparar os niveis de expressao dos RNAs mensageiros alvo dos miRNAs

diferencialmente expressos;

Compreender o padrao de organizacdo gendmica e dinamica evolutiva dos

genes de miRNAs musculo-especificos em espécies de peixes utilizando

analises de bioinformatica.
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3. MATERIAL E METODOS

No presente projeto foram analisados 16 individuos adultos da espécie O.
niloticus, sendo oito animais de cada sexo. Os animais, obtidos na fazenda de
piscicultura Royal Fish (Jundiai, SP), foram mantidos em aquarios individuais, a
temperatura de 25°C e ciclos de luminosidade de 12 horas, no Biotério do
Laboratério Gendmica Integrativa do Departamento de Morfologia, 1B, UNESP,
Botucatu, SP. Para a manipulacdo, os animais foram anestesiados com MS222
(tricaina) (Sigma, EUA) e sacrificados. Desses animais foram coletados amostras de
musculo branco (MB) e musculo vermelho (MV). No momento da retirada dos
tecidos, tomou-se o cuidado de coletar apenas camadas mais externas do MV e de
camadas mais profundas de MB, evitando-se assim a amostragem indesejada das
células da camada intermediaria (de transigdo entre MB e MV). Outros tecidos,
como, gbnada, branquias, coragdo, figado e cérebro, foram também amostrados
para estudos futuros. Todos os tecidos coletados foram preservados inicialmente
em nitrogénio liquido (-180°C), durante o periodo de coleta, e, posteriormente,

estocados a -80°C em ultrafreezer.

3.1. Extracdo de RNA do musculo esquelético

Para o isolamento do RNA total utilizou-se o método de extragdo organica
com TRI Reagent® (Sigma-Aldrich, EUA), seguindo o método descrito por
Chomczynski (1993) com algumas modificagdes. Todo o procedimento foi realizado
em ambiente estéril livre de RNAses, de modo a evitar a degradacao do RNA das
amostras. No procedimento foi adicionado 1ml de TRI Reagent® a um criotubo de
4,5ml contendo aproximadamente 25mg de tecido. Em seguida, o tecido foi

homogeneizado com o auxilio do aparelho Ultra-Turrax (Ika, Alemanha). Apos a
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homogeneizacgao, o material foi mantido a temperatura ambiente por 5min. A mistura
foi entado transferida para um novo tubo (de 1,5ml) contendo 200ul de cloroférmio. O
material foi novamente homogeneizado por inversdo durante 15s, e estabilizado por
3min a temperatura ambiente. Em seguida, foi realizada centrifugagdo a 12000rpm
por 15min a 4°C, e da mistura trifasica formada, transferiu-se apenas o
sobrenadante (aproximadamente 500ul) para um novo tubo de 1,5ml contendo
500ul de alcool isopropilico. O conteudo foi invertido durante 30s, mantido por 10min
a temperatura ambiente, e centrifugado a 12000rpm por 10min a 4°C. Nesta etapa o
sobrenadante foi descartado e goticulas remanescentes removidas com o auxilio de
papel autoclavado enrolado, tomando-se o cuidado de n&o encostar o papel no
pellet. Apos foi adicionado ao pellet 1ml de etanol 75%, seguido de centrifugacao a
7500rpm por 5min a 4°C. Descartou-se o sobrenadante e novamente foi utilizado
papel autoclavado para remogdo de goticulas, mantendo-se o tubo por 5min a
temperatura ambiente para completar a secagem. Na etapa final, o pellet contendo
o RNA oriundo de cada amostra foi eluido em agua ultra-pura. Todas as amostras

foram estocadas em ultrafreezer a -80°C.

3.2. Quantificacdo e analise da qualidade e integridade do RNA

A quantificacao e a verificagdo de contaminacdo das amostras de RNA total
obtidas foram analisadas através do equipamento NanoDrop 1000 (Thermo-
Scientific, EUA). Esse equipamento quantifica o pool total de RNA contido em cada
amostra individual, além de verificar se ha contaminagcdo por proteinas e/ou
solventes organicos como alcool/cloroférmio/Trizol, através da comparagao das

razdes de absorbancia a 260/280nm e 230/280nm, respectivamente.
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Sabe-se que a degradacédo do RNA é um processo gradual, independente de
contaminagdo no momento da realizagdo da extracdo e que interfere diretamente
nos resultados finais da metodologia de RT-gPCR (Imbeaud et al., 2005; Ibberson et
al., 2010). Assim, uma analise da integridade do RNA utilizado é necessaria. Para
realizagcado da analise de integridade do RNA extraido foi utilizado o aparelho 2100
Bioanalyzer (Agilent Technologies, EUA), que avalia o numero de integridade do
RNA (RNA integrity number - RIN). Esse valor numérico é gerado a partir da analise
de dados de fluorescéncia dos RNAs ribossomais contidos na amostra, apés corrida
em gel por microfluidos (ver exemplo na Figura 4), Os valores de RIN variam entre
10 (RNA intacto) e 1 (RNA totalmente degradado). Em experimentos que envolvam
a extragcado de RNA de amostras de tecido animal, como no caso do tecido muscular,
valores de RIN >7 sao considerados adequados para a realizacdo da quantificacédo
por RT-gPCR (Schroeder et al., 2006). Os dados referentes a qualidade e
integridade das amostras de RNA utilizadas no presente estudo estdo apresentados

no Apéndice A.
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Figura 4. Resultado obtido do aparelho Bioanalyzer, para a analise da integridade do
RNA. (A) Resultado fotografico do gel apds corrida por microfluidos. (B) Resultado
numeérico obtido a partir das analises de fluorescéncia emitidas pelas amostras apos
corrida por microfluido. (C) Resultado grafico da analise, onde o RIN é calculado a partir
dos diversos picos existentes. Os pontos correspondentes aos picos das regides 18S e
28S aparecem em evidéncia.
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3.3. Sintese de cDNA dos miRNAs

Cinco myomiRs foram selecionados para a analise (miR-1, -133a, 133b, -206
e -499), além do gene U6 snRNA (small nuclear RNA) como controle endégeno. O
U6 snRNA é altamente conservado entre os vertebrados e tem sido amplamente
validado em diversos trabalhos de analise da expressao génica por qPCR.

Para a realizacdo da sintese de cDNA foram utilizados os kits comerciais
TagMan® MicroRNA Assays (Life Technologies, EUA). Cada ensaio contém uma
sonda e dois primers para cada miRNA especifico, sendo que os primers utilizados
advém do genoma de zebrafish (Tabela 1).

A reacao de RT-qPCR a partir da utilizacdo destes kits envolveu as etapas de
(1) sintese de cDNA do miRNA especifico e (2) amplificagao por gPCR.

Na reacéo de sintese de cDNA foi utilizado 10ng de RNA total. Cada tubo de
reacao continha 0,15yl de dNTPs (100mM), 1ul de transcriptase reversa (50U/pl),
1,5ul de buffer (10X), 0,19l de inibidor de RNase (20U/ul), 3ul de primers (5X) e 5ul
da amostra de RNA total (2 ng/ul), totalizando 15ul de volume final de reagdo. Apds
o preparo, os tubos foram transferidos para o termociclador PTC-200 (MJ Research,
EUA) e mantidos a 16°C por 30 min, 42°C por 30 min e 85°C por 5 min. O cDNA

sintetizado foi estocado a -20°C.

Tabela 1. Caracteristicas gerais dos miRNAs pré-selecionados.

N° de Familia L Sequéncia nucleotidica
ID Espécie
acesso do gene madura
dre-miR-1 MI0O001878  miR-1 rerio  UGGAAUGUAAAGAAGUAUGUAU

D.
dre-miR-133a MI0O001993 miR-133  D.rerio UUUGGUCCCCUUCAACCAGCUG
dre-miR-133b  MI0O001994 miR-133  D.rerio  UUUGGUCCCCUUCAACCAGCUA
dre-miR-206 MI0002045 miR-206  D.rerio GAGCUUUUGGCCCGGGUUAUAC
dre-miR-499 MI0004766 miR-499  D.rerio UUAAGACUUGCAGUGAUGUUUA

Dados adaptados de www.mirbase.org.
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3.4. PCR em tempo real quantitativa dos miRNAs

A PCR em tempo real quantitativa (QPCR) foi realizada para os genes
selecionados seguindo o protocolo do fabricante do kit comercial TagMan® MicroRNA
Assays (Life Technologies, EUA), o qual possui sondas e primers especificos para
cada miRNA. O sistema de PCR em tempo real utilizado foi o StepOnePlus™ Real-
Time PCR Systems (Applied Biosystems, EUA).

Cada reacdo de qPCR foi realizada a partir de triplicatas bioldgicas e
triplicatas experimentais. Assim, no preparo das reacodes foi utilizado um mix com os
componentes necessarios para cada amostra de modo a facilitar a distribuicdo
equimolar dos reagentes nas triplicatas. Uma vez que perdas excessivas de reagao
poderiam ocorrer em fungdo da viscosidade dos reagentes, cada ftriplicata
experimental foi preparada com excesso de 12,5%, de acordo com o protocolo do
fabricante. Assim, foram adicionados 33,75ul de master mix (2X), 3,37ul do mix de
primers e sonda (20X), 25,88ul de agua ultra-pura e 4,5ul do cDNA sintetizado, para
um volume final de 67,51ul. Esse volume total foi subdividido nas triplicatas, com
aplicacado de 20pul de reagdo em cada pocinho nas placas de gPCR. O programa
utilizado no termociclador consistiu de uma etapa inicial a 95°C por 10min para
ativacdo da DNA polimerase, seguido por 45 ciclos de amplificagdo, com
denaturacdo a 95°C por 15s e extensao a 60°C por 1min. Todas as reacdes de
gPCR foram realizadas segundo normas estabelecidas no "Minimum Information for
Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments- MIQE Guidelines” (Bustin

et al., 2009).
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3.5. Sintese de cDNA do RNA total

A sintese de cDNA do RNA total foi realizada a partir das mesmas amostras
utilizadas na analise dos miRNAs. Nesse caso, entretanto, um tratamento adicional
da amostra, para degradacao de eventual DNA genémico contaminante foi realizada
com o kit DNA-free™ (Ambion, USA). Para isso realizou-se o preparo de um mix
contendo 2ug da amostra de RNA, 5ul de buffer (10X), 1ul de DNase (2U/ul) e o
volume completado para 50ul com agua ultra-pura (o volume de RNA e agua ultra-
pura variaram de acordo com a concentracdo da amostra de RNA). Este mix foi
entdo incubado a 37°C por 30 min. Apéds, adicionou-se 5ul de inibidor de DNase,
para parar a reagaéo de degradagdo de DNA. Em seguida, o mix foi incubado a 25°C
por 2min, com rapida agitagdoa cada 30 seg, e centrifugado a 12000rpm por 15min
a 4°C. Ao final, aproximadamente 50ul de sobrenadante foi transferido para um
novo tubo.

Ap6s o tratamento com DNase, foi realizada a sintese de cDNA total
utilizando-se o kit High Capacity cDNA Reverse Transcription kit (Life Technologies,
EUA). Para 10ul de RNA tratado com DNase, foi utilizado 10l de mix para sintese
de cDNA. O mix de cDNA consistiu de 0,8ul de dNTPs (100mM), 1ul de
transcriptase reversa (50U/pl), 2ul de buffer (10X), 2ul de random primers (10X),
0,5ul de inibidor de RNase (20U/ul), 3,7ul de agua ultra-pura e 10ul da amostra de
RNA tratada com DNase. O termociclador utilizado foi o PTC-200 (MJ Research,
EUA) nas temperaturas de 25°C por 10 min, para ativagao inicial da enzima, e 37°C
por 120 min para sintese de cDNA, seguido por inativacdo da enzima a 85°C por 5

min. O cDNA sintetizado foi estocado a -20°C.
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3.6. PCR em tempo real quantitativo dos RNAs mensageiros alvo

Para construcao dos primers e sondas utilizadas na detecgéo e quantificagao
dos genes alvo por PCR em tempo real, foi realizada uma busca desses genes no
genoma da tilapia do Nilo. Assim, foi realizado primordialmente o download do
genoma da tilapia (banco de dados Bouillabase, web-site:
http://cichlid.umd.edu/cichlidlabs/kocherlab/bouillabase.html). As sequéncias dos
genes alvo selecionados para analise foram adquiridas do genoma de Danio rerio
(disponivel no banco de dados do Ensembl, http://www.ensembl.org). A partir desse
ponto, um pequeno banco de dados foi gerado no software Geneious (Drummond et
al., 2009) para realizagao de blast das sequéncias dos genes de zebrafish contra o
genoma da tilapia. Consequentemente, a anotagdo dos genes alvo no genoma da
tilapia foi realizada e os primers e as sondas para cada gene foram desenhados a
partir da sequéncia dos exons 2 e 3 do gene predito no genoma da tilapia. O gene
endogeno selecionado para normalizagdo dos dados foi o 18S, cuja sequéncia,
utilizada na construgdo dos primers e sonda, foi obtida do ciclideo Oreochromis
aureus (disponivel no GenBank com o numero de acesso GU289229.1). Assim,
para realizagdo da gPCR foi utilizado o kit customizado TagMan® Gene Expression
Assays (Life Technologies, EUA).

As condicbes de preparo de reagdo e ciclagem da qPCR dos RNAs
mensageiros alvo foram as mesmas anteriormente descritas no subitem 4.4 para a

gPCR dos miRNAs.

3.7. Andlise estatistica dos dados de gPCR
A anadlise dos dados foi realizada a partir dos valores de Cqg (ciclo de

quantificagcdo) calculados com parametros de configuracdo automatica de baseline e
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threshold manualmente ajustado no software StepOnePlus v2.2. O Cq € o ponto de
encontro entre a curva de amplificacdo corrigida pelo baseline e o threshold (de
acordo com o RDML (HTTP://rdml.org) (Lefever et al., 2009). Para a realizagdo da
quantificacao relativa da expressao génica foi utilizado o programa REST® (Pfaffl et
al., 2002), que realiza a quantificagao comparativa pelo método de “Pair-Wise Fixed
Reallocation Randomization Test” (Pfaffl et al., 2002). Testes de permutacédo e
randomizagao sao altamente utilizados em analises de dados experimentais (Manly,
1998; Horgan e Rouault, 2000). O programa REST realiza a quantificacao relativa
ao comparar um grupo de amostras com o grupo controle, a comparagéo sempre é
realizada a partir de um gene normalizador (gene expresso na mesma quantidade
nas condi¢cdes experimentais avaliadas). Além disso, o software REST considera a
eficiéncia individual de cada reacao, realizando uma normalizagdo subsequente dos
dados de quantificacdo. A eficiéncia de cada reacdo individual foi previamente
calculada pelo software LinRegPCR (Ramakers et al., 2003). O LinRegPCR é um
programa que avalia a eficiéncia relativa da reagdo de RT-qPCR para cada amostra
individual a partir da analise dos dados brutos de fluorescéncia (Rn). Esse método
de calculo de eficiéncia é considerado um bom estimador da “eficiéncia real” da
reacao, ja que realiza o calculo na fase exponencial, a mesma em que se estipula o
threshold para obtencdo do Cq. Esse método de calculo ndo superestima nem
subestima a eficiéncia da reacéo (Dorak, 2006). Além disso, esse software elimina a
necessidade de reagdes adicionais para o estabelecimento de uma curva padrao
para mensurar a eficiéncia da PCR, entretanto, s6 pode ser utilizado em reagdes de
PCR em tempo real que utilizem sondas especificas para detecgcao da quantidade
relativa de transcrito, como no caso do kit comercial TagMan® utilizado no presente

estudo.
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Em sintese, para anadlise estatistica foi realizada uma comparagao entre os
dados de Cq junto aos dados de eficiéncia de reagdo. Dessa comparacao foi gerado
o parametro “Quantidade Relativa de transcrito” (RQ). O RQ representa o perfil de
expressao de cada gene analisado, descrito numericamente como “n vezes” mais
Oou menos expresso em relagdo ao nivel de expressdo do gene normalizador na

comparacgao entre as variaveis analisadas (i.e., tipo de tecido e/ou o sexo).

3.8. Hibridacao in situ fluorescente de miRNAs

Para a andlise qualitativa da expressdo de miRNAs em cortes histolégicos
congelados do tecido muscular branco e vermelho de machos e fémeas adultos foi
realizada a técnica de hibridagao in situ fluorescente de miRNAs (miRNA-FISH) a
partir da utilizagdo das sondas MIRCURY LNA™ (Exigon, Dinamarca). Esta
tecnologia €, atualmente, a mais avangada disponivel comercialmente para a
deteccao espacial da expressdo de miRNAs. As sondas miIRCURY LNA™ utilizadas
nesse experimento sao duplamente marcadas nas suas extremidades 3’e 5’ pela
digoxigenina (DIG) e especificas para os miRNAs selecionados (miR-1, -206 e -
499). Os controles positivos de reagao foram realizados com as sondas LNA™
U6snRNA e LNA™ scrambled (Exiqon, Dinamarca). O controle negativo foi
realizado pela auséncia de sonda e/ou proteinase K na reacio preparada.

Apds o sacrificio dos animais, amostras de aproximadamente 1,0 cm x 0,5
cm x 0,5 cm do tecido muscular branco e vermelho foram coletadas e
imediatamente fixadas por 2 horas em paraformaldeido tamponado 4% (PFA) pH
7,5 a temperatura ambiente, com o objetivo de paralisar a atividade enzimatica

autolitica. Em seguida, as amostras ja fixadas foram embebidas em solugao
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crioprotetora de sacarose 30% em tampao fosfato-salina (PBS 1X) overnight a 4°C e
armazenadas a -80°C.

Para preparo das laminas foi utilizado o criostato (LEICA, Alemanha),
ajustado para espessura de 10-15um a -20°C. Os cortes obtidos foram montados
em laminas histolégicas esterilizadas Gold-Superfrost Plus (Thermo-Scientific,
Alemanha). Apds o corte, as laminas foram secas por 20min e refixadas em
paraformaldeido tamponado 4% por 10min (Obernosterer et al., 2007). Em seguida,
o PFA foi removido das laminas contendo amostras dos tecidos por duas lavagens
de 5min cada em um “coplin jar’ contendo PBS 1X.

Para preparacdo da hibridacdo, o material foi permeabilizado em solucéo
contendo proteinase K (15ug/ml) por 10min a 37°C no termociclador de laminas
histologicas (Biometra, Alemanha). Esse processo é fundamental para facilitar a
penetracdo das sondas de LNA no citoplasma e nucleo das células presentes nos
cortes histologicos (Jorgensen et al.,, 2010; Song et al.,, 2010). Em seguida, as
laminas foram desidratadas em banhos sucessivos e sequenciais de etanol 70%,
96% e 100% para secagem a temperatura ambiente por 15min. Antes da hibridagao,
as sondas LNA foram desnaturadas por 4min a 90°C em termociclador. A hibridacao
foi realizada por 2 horas no termociclador a 55°C pela adicao as laminas
desidratadas de tampao de hibridagdo (Exigon, Dinamarca) contendo as sondas
LNA especificas para os miRNAs -1, -206 e -499 (diluicdo 1:500, Exiqgon,
Dinamarca). Apds o processo de hibridacdo, as sondas LNA residuais nao
corretamente pareadas foram removidas através de lavagens estringentes a
temperatura de 55°C em “coplin jars” contendo sequencialmente tampéo de

lavagem citrato salinico-sddico 5XSSC, 1XSSC e 0,2XSSC (2x de 5min cada).
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A revelacdo da reacdo de hibridagdo foi realizada através da deteccdo
imunofluorescente da DIG com o kit de amplificagdo enzimatica de sinal HNPP
Fluorescent Detection Set (Roche, Alemanha). Assim, as moléculas de DIG
acopladas as sondas de LNA foram detectadas nos cortes histolégicos pela adigao
de anti-corpo monoclonal anti-digoxigenina conjugado a enzima fosfatase alcalina
(1:500 em tampao de bloqueio, Roche, Alemanha) overnight a 4°C. No dia seguinte,
as laminas foram lavadas 3 vezes em “coplin jars” contendo tampao de lavagem
(0,05% Tween 20 em solugédo aquosa de 100 mM tris-HCI, 150 mM NaCl, pH 7,5)
por 10min cada a temperatura ambiente. Posteriormente, as laminas foram imersas
2 vezes em tampédo de deteccdo (solugdo aquosa de 100 mM tris-HCI, 100 mM
NaCl, 10 mM MgCI2, pH 8,0) por 10min cada a temperatura ambiente. A detecgao
do sinal foi realizada pela precipitacdo enzimatica do substrato fluorescente da
fosfatase alcalina nos sitios de ligagdo das sondas aos miRNAs teciduais. Em cada
ldamina, foram adicionados 100ul de solugdo de deteccao contendo o substrato para
a enzima fosfatase alcalina: HNPP (2-hidroxi-3-acido naftoico-2’-fosfato fenilalanina,
10mg/ml) e Fast Red TR (4-cloro-2-metilbenzenodiazonio salinico hemi-cloreto de
zinco), diluidos em tampao de deteccdo por 30 min a temperatura ambiente. O
produto final dessa reagdo é o composto fluorescente (fluorocromo) HNP/TR que
precipita no tecido nos sitios de alta atividade enzimatica da fosfatase alcalina
(Figura 5). Esse processo foi repetido 3 vezes para amplificacdo da detecgao dos
miRNAs celulares, com uma lavagem de 10min em tampao de lavagem entre cada
uma delas. Em seguida, a contracoloracao fluorescente nuclear foi obtida pela
incubacdo em DAPI (4,6-diamidino-2-fenilindol) por 5min a temperatura ambiente e
as laminas foram montadas em meio de montagem VectaShield (Vector

Laboratiories Inc., EUA).
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Ao final da técnica de miRNA-FISH, as laminas foram observadas e
fotografadas no microscopio de fluorescéncia acoplado a camera digital DP71
(OLYMPUS, Japao), utilizando-se os filtros DAPI e Texas Red, nos comprimentos
de onda de excitacdo e emissdo em torno de 358nm e 562nm para deteccao de

DAPI e Fast Red TR, respectivamente.

@ rr

}/. Fast Red TR

HNP/TR

Figura 5. Representacdo esquematica da deteccdo enzimatica pelo HNPP Fluorencent
Detection Set, na qual ocorre precipitacdo do fluorocromo HNP/TR que pode ser detectado
no microscopio de fluorescéncia no comprimento de onda 562nm, usando o filtro TexasRed.

3.9. Anélise gendémica comparativa

Para auxiliar a compreensao da organizagdo gendmica e dinamica evolutiva
dos microRNAs musculo-especificos foi realizada uma analise gendmica
comparativa dos genes de microRNAs em ortdlogos das espécies de peixes
zebrafish, medaka, medaka, fugu, tetraodon e tilapia do Nilo. Assim, foram
realizadas analises para verificar a ocorréncia de relagdes de sintenia entre os
segmentos cromossomais que contém os genes de miRNAs (miR-206/-133b, -214;
e -499). As analises foram conduzidas utilizando o software Geneious (Drummond
et al., 2009) e o banco de dados on-line Genomicus Genome Browser (Muffato et

al., 2010; web-site: http://www.dyogen.ens.fr/genomicus-67.01/cgi-bin/search.pl). O
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Genomicus utiliza anotagbes no genoma de diversas espécies descritas e
armazenadas no banco de dados on-line  Ensembl (web-site:
http://www.ensembl.org/index.html). Além disso, para confirmagdo dos dados
obtidos pelo Genomicus, foi realizado o download do genoma completo de todas as
espécies analisadas no site Ensembl. Em seguida, uma anotagdo manual dos genes
foi realizada utilizando o software Geneious, o qual possibilita realizar blast em
sequéncias de genomas importados para o software. Para os miRNAs intrénicos a
comparagao no Genomicus foi realizada a partir de seus genes hospedeiros. Por
outro lado, os miRNAs intergénicos tiveram suas posi¢gdes no genoma determinadas
no Geneious e posteriormente localizadas no Ensembl, e o gene adjacente na
regiao 5 (upstream) a anotacdo do gene de mIRNA, previamente obtida no
Geneious, utilizado como referéncia para busca no Genomicus.

Além disso, para avaliar as relagdes filogenéticas de um gene de miRNA
especifico, foi realizado um alinhamento da sequencia precursora desse miRNA e
uma analise da estrutura secundaria entre diversas espécies de vertebrados. As
sequéncias das demais espécies foram adquiridas por busca no miRBase e
Ensembl. Assim, a arvore filogenética foi gerada no software MEGA 5 (Tamura et
al., 2011), utilizando maxima verossimilhanga com bootstrap de 1000 réplicas,
segundo o modelo evolutivo de Tamura-Nei. Para analise da estrutura secundaria

foi utilzado o web-server RNAfold (Gruber et al., 2008).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Considerando-se o papel fundamental desempenhado por miRNAs na
regulacéo de diversas vias bioldgicas, no presente estudo testou-se a hipotese de
ocorréncia de um padrao de expressao diferencial dos myomiRs entre os sexos,
padrao este que pode estar relacionado as diferengcas marcantes de crescimento
entre machos e fémeas.

Outra hipotese testada refere-se a possivel ocorréncia de expressao
diferencial dos myomiRs nos tipos musculares branco e vermelho do tecido
muscular esquelético, uma vez que estes desempenham papéis bioldgicos distintos
no organismo, e por isso, apresentam maior ou menor influéncia direta sobre o
crescimento muscular.

Os resultados das analises conduzidas para testar as hipéteses supracitadas

encontram-se descritos e sdo detalhadamente discutidos nos topicos subsequentes.

4.1. Analise da expressao génica dos miRNAs

Para analise dos dados de RT-qPCR dos miRNAs musculo-especificos foram
realizadas cinco comparacgoes: (i) MB entre machos e fémeas; (ii) MV entre machos
e fémeas; (iii) MB x MV em machos; (iv) MB x MV em fémeas; (v) MB x MV
independente do sexo.

Na avaliagdo dos dados, a maioria dos genes de miRNAs investigados nao
apresentou expressao diferencial significativa nas comparacdes realizadas (Figura
6A-E). Esses resultados indicam participagcao similar dos miRNAs miR-1, -133a, -
133b e -206 na regulacédo de genes nos tecidos musculares branco e vermelho para
ambos os sexos em individuos adultos, ndo havendo evidéncias de distingdo no

papel funcional destes miRNAs nas comparacdes realizadas. E provavel que sua
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atuacao seja melhor evidenciada e avaliada ao longo do desenvolvimento, dado o
carater temporal de expressdo de miRNAs.

Nos adultos, dentre todos os miRNAs analisados, o miR-499 foi o Unico a
apresentar niveis de expressado biologicamente significativos. Os valores de
expressao do miR-499 no musculo vermelho foram cerca de ~44 vezes superiores
aos obtidos no musculo branco (p<0,001), nas compara¢gées em machos, fémeas e
independente do sexo (Figura 6C-E), muito acima do limiar de significancia

estabelecido (RQ > ou < 2X).
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Figura 6. Niveis de expressdo génica de miRNAs musculo-especificos no musculo
esquelético de adultos da tlapia do Nilo. Comparagdes: entre os sexos em musculo branco
(A) e musculo vermelho (B); e entre os tipos musculares em machos (C), em fémeas (D) e
independente do sexo (E). Os valores de RQ estdo apresentados na base linear. Valores
significativos estdo indicados com um asterisco (*). MB — musculo branco; MV — musculo
vermelho; RQ — quantidade relativa de transcrito.
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4.2. Expressao espacial dos miRNAs

A partir dos dados de expressdao obtidos por RT-gPCR, reagdes de
hibridacdo in situ em cortes congelados foram realizadas para verificagdo da
expressao espacial dos miRNAs musculo-especificos. Esses resultados de
hibridagao terminaram por corroborar os dados obtidos por RT-qPCR.

Os dois controles positivos de reagdao, U6snRNA e scrambled, geraram os
resultados esperados e permitiram validar as reacbes de hibridagdo para os
miRNAs musculo-especificos. O U6snRNA foi nitidamente detectado nos nucleos
das fibras musculares vermelhas e brancas (Figura 7A-B) e também nos nucleos
das células conjuntivas que constituem o sistema de capsulas conjuntivas presentes
no tecido muscular estriado esquelético (endomisio e perimisio). Em nenhuma
célula o citoplasma foi marcado pela sonda U6snRNA demonstrando a expressao
exclusivamente nuclear desse gene, como previamente relatado (Burke et al.,
2012). A sonda scrambled é constituida por uma mistura de sondas especificas para
varios miRNAs e foi desenvolvida para validagdo da reagao de hibridagcéo (Awvril-
Sassen et al., 2009). Essa sonda foi detectada tanto no nucleo como no citoplasma
de todas as células musculares e conjuntivas presentes no tecido muscular estriado
esquelético branco e vermelho (Figura 7C-D), sendo este o resultado esperado para
esta sonda.

O padrao da expressao espacial do miR-1 foi semelhante nos musculos
vermelho e branco da tilapia do Nilo. O miR-1 foi detectado principalmente nos
nucleos das fibras musculares vermelhas e brancas (Figura 7E-F). Um sinal
fluorescente de baixa intensidade pode ser notado também no sarcoplasma dessas
células musculares. A intensa marcacao nuclear pela ISH indica a intensa produgao

desse miRNA, cuja fungao é regular a transcricao de genes alvos relacionados com
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a diferenciagdo de mioblastos e manutengdo do fendtipo estriado nas células
musculares estriadas de contragcdo lenta e rapida (Sweetman et al.,, 2008).
Curiosamente, o0 miR-1 foi nitidamente expresso também nas células conjuntivas do
endomisio e perimisio (Figura 7E). Esse resultado pode indicar que células do
tecido conjuntivo podem atuar nas vias regulatorias de diferenciagdo e homeostasia
muscular.

A expressao tecidual do miR-206 nos musculos vermelho e branco foi
detectada principalmente nos nucleos das fibras musculares. As fibras vermelhas
expressaram uma marcagao sarcoplasmatica ligeiramente superior a das fibras
brancas (Figura 7G-H), porém essa expressado diferencial do miR-206 nao foi
significativa na analise por RT-gPCR. O miR-206 desempenha um papel importante
na reinervacado e manutencédo da jungado neuromuscular (Brown et al., 2012), além
de participar da manutencéo e diferenciagcdo de mioblastos (McCarthy, 2008). Outro
fato interessante €, que assim como o miR-1, o miR-206 também foi detectado pela
MiRNA-FISH nas células conjuntivas do tecido muscular branco e vermelho,
indicando mais uma vez a provavel funcao regulatoria dessas células conjuntivas
para a manutencao da homeostasia muscular.

O miR-499 apresentou um padrdo de expressdo espacial superior no
musculo vermelho, de contragao lenta (Figura 71). De fato, a expressdo do miR-499
foi ~44 vezes superior no musculo estriado esquelético vermelho quando
comparado ao musculo branco pela analise de RT-gPCR (Figura 6). Em outras
espécies animais, o0 miR-499 demonstrou ser de fundamental importancia para a
manutengdo da sintese de miosinas de contragao lenta e especificacdo da fibra
oxidativa (Sayed et al., 2007; van Rooij et al.,, 2007). Curiosamente, o miR-499

apresentou também uma marcacao focal em pontos dispersos pelo sarcoplasma,
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provavelmente no reticulo sarcoplasmatico, e em uma estreita faixa no sarcoplasma

sub-sarcolemal das fibras do musculo vermelho.

Musculo vermelho Musculo branco
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Figura 7. Hibridacdo in situ em cortes histolégicos de musculo estriado esquelético
vermelho e branco de adultos da tilapia do Nilo demonstrando a expressao de: (A) U6 em
musculo vermelho; (B) U6 em musculo branco, 100X; (C) scrambled em musculo vermelho;
(D) scrambled em musculo branco, 100X; (E) miR-1 em musculo vermelho; (F) miR-1 em
musculo branco, 100X; (G) miR-206 em musculo vermelho; (H) miR-206 em musculo
branco, 100X; (1) miR-499 em musculo vermelho, 100X; (J) miR-499 em musculo branco,
100X. *As imagens estao sobrepostas por colaragédo de DAPI (especifica de DNA) e
FastRed (especifica da sonda).

4.3. Predicdo de alvos e determinacgao de vias bioldgicas

A partir dos resultados obtidos com a RT-gPCR e hibridagao in situ, foi
realizada uma busca pelos possiveis genes regulados pelo miR-499. Mais de 200
potenciais alvos foram preditos utilizando-se os bancos de dados on-line: Microcosm
DIANA-

(web-site:  http://www.ebi.ac.uk/enrightsrv/microcosm/htdocs/targets/v5/),

LAB-mirPath (web-site: http://diana.cslab.ece.ntua.gr/pathways/) e TargetScan (web-

site: http://www.targetscan.org/), além dos algoritmos mMIRANDA (web-site:
http://www.microrna.org/) e PicTar (web-site: http:/pictar.mdc-berlin.de/). Um
resumo da busca realizada esta representado na Tabela 2.
Tabela 2. Alvos preditos para o miR-499.
Simbolo do .S|t|o~s de
Nome do gene ligacdo no Score
gene 3-UTR
PGAP1 post-GPI attachment to proteins 1 5 -1.30
RSBN1 round spermatid basic protein 1 4 -1.17
SOX6 SRY (sex determining region Y)-box 6 4 -0.90
UBE2V2 ubiquitin-conjugating enzyme E2 variant 2 3 -0.74
VAV3 vav 3 guanine nucleotide exchange factor 3 -0.61
PTARL protel_n .prenyltransferase alpha subunit repeat 4 0.60
containing 1
TEGT testis enhanced gene transcript (BAX inhibitor 1) 1 -0.56
jumonji C domain containing histone demethylase 1 )
JHDM1D homolog D (S. cerevisiae) 4 0.55
VCPIP1 yalosm .contalnln.g protein (p97)/p47 complex > 054
interacting protein 1
FNBP4 formin binding protein 4 2 -0.53
ARGLU1 arginine and glutamate rich 1 1 -0.52
ROD1 ROD1 regulator of differentiation 1 2 -0.52
HNRNPC heterogeneous nuclear ribonucleoprotein C (C1/C2) 1 -0.51
RABS5C RAB5C, member RAS oncogene family 1 -0.51
OSBPL1A  oxysterol binding protein-like 1A 1 -0.51
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REEP1 receptor accessory protein 1 1 -0.51
RALYL RALY RNA binding protein-like 1 -0.50
SOS2 son of sevenless homolog 2 (Drosophila) 2 -0.50
LIN28B lin-28 homolog B (C. elegans) 2 -0.50
SRGAP2 SLIT-ROBO Rho GTPase activating protein 2 2 -0.49
KPNA3 karyopherin alpha 3 (importin alpha 4) 2 -0.46
KIAA2018 KIAA2018 2 -0.43
RPAP2 RNA polymerase Il associated protein 2 1 -0.43
PTBP2 polypyrimidine tract binding protein 2 1 -0.43
SYCP2 synaptonemal complex protein 2 1 -0.43

Baseado no score e no numero de sitios de ligagcaéo na regido 3’-UTR e vias
biolégicas associadas, dois genes foram selecionados: o Sox6 (Sex determining
region Y — box 6) e o Rod1 (regulator of differentiation 1). Sox6 é um fator de
transcrigédo relacionado a diferenciagdo de células musculares (Cohen-Barak et al.,
2003) e Rod1 é uma proteina que se liga a RNAs e regula a diferenciagao celular
(Yamamoto et al., 1999). Além disso, a regido 3’-UTR do gene Sox6 e Rod1 contém
4 e 2 sitios de ligagdo evolutivamente conservados para o miR-499,
respectivamente (Figura 8). Esses sitios de ligacdo possuem um alto nivel de
complementaridade com a regidao seed do miR-499, sugerindo uma alta
probabilidade de regulagdo dos genes Sox6 e Rod1 pelo miR-499 em diversos
grupos de vertebrados.

Assim, esses dois genes foram selecionados para avaliagdo do perfil de
expressado por RT-gPCR nas condigdes avaliadas. Além disso, o gene Myh7b foi
selecionado como controle positivo, uma vez que este € o gene hospedeiro do miR-
499 e, de maneira geral, o0 miRNA intrénico e seu gene hospedeiro apresentam o

mesmo padrao de expressao (Ruby et al., 2007).
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Figura 8. Sitios de ligagao conservados do miR-499 no 3'UTR dos genes Sox6 e Rod1 em
22 espécies de vertebrados. As letras vermelhas representam a regi

UTR.

letras em azul representam a sequéncia complementar ao seed no 3
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4.4. Analise de expressao dos alvos do miR-499

Seguindo o padrdo de expressao diferencial do miR-499 nas comparagdes
anteriormente realizadas, trés comparagdes foram estabelecidas para a analise dos
genes alvos, Sox6 e Rod1: (i) MB x MV em machos, (ii) MB x MV em fémeas e (iii)
MB x MV idependente do sexo.

Com relacédo ao Sox6, a comparagao de RQ entre os tipos musculares MB e
MV mostrou um nivel de expressao de ~7 vezes inferior no musculo vermelho
(RQ=0,154; p=0,001) em ambos os sexos (Figura 9). Curiosamente, o nivel de
expressao do Rod1 foi de ~2,5 vezes superior no musculo vermelho (RQ=2,330;
p=0,001). O perfil de expressdo do Myh7b foi de ~44 vezes superior no musculo
vermelho, nivel este semelhante ao perfil observado para o miR-499.

A partir dos dados obtidos foi confirmada a inibicdo e/ou desestabilizacdo do
Sox6 pelo miR-499 na tilapia do Nilo, o que corrobora os resultados obtidos por
Wang et al. (2011) em zebrafish. Esses autores demonstraram a acgéao inibitéria do
miR-499 sobre o Sox6 durante o desenvolvimento muscular de zebrafish, utilizando
a técnica de hibridacdo in situ. O Sox6 é reponsavel pela diferenciacédo e
manutencgao de células musculares de contragdo rapida (Sluijter et al., 2010; An et
al., 2011). Com a repressdo do Sox6, as células musculares se diferenciam em
células musculares de contracdo lenta (An et al. 2011; Quiat et al., 2011). Além
disso, Hosoda et al. (2011) também demonstraram a agéao inibitéria do Sox6 pelo
miR-499 in vitro em células miossatélites cardiacas de camundongo e humano.
Esses autores relataram um elevado um alto nivel de expressdo do miR-499 e um
baixo nivel de expressao do Sox6 em células musculares de contragao lenta, como

as células presentes em musculo vermelho de peixes, inclusive na tilapia do Nilo.
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Assim, podemos considerar o processo de agado do Sox6 no musculo como
conservado em vertebrados.

Estudos prévios em mamiferos relataram a fungao essencial do gene Sox6
na diferenciagao final e manutencao de fibras musculares de contracéo rapida. A
atividade de Sox6 inibe as vias moleculares de diferenciacdo de fibras musculares
de contracéo lenta (von Hofsten et al., 2008; Quiat et al., 2011). Um dos alvos
inibido pelo Sox6 é o gene da miosina de cadeia pesada Myh7b, o qual é parte
integrante da unidade funcional das fibras musculares de contragdo lenta.
Interessantemente, o Myh7b é o gene hospedeiro do miR-499, que por um
mecanismo de feedback negativo inibe a expressdo de Sox6.

Ainda com relagdo ao Sox6, Wang et al. (2011) também descreveram uma
via adicional, especifica de teledsteos, envolvendo o gene Prdm1a. Nessa via,
Prdm1a regula negativamente Sox6, o que ativa a transcricdo de Myh7b e miR-499.
Com o aumento da transcricdo do miR-499, ha a inibicdo de Sox6, o que,
indiretamente, promove a transcrigao e atividade aumentada do Myh7b, realizando,
assim, a manutencgao das fibras musculares de contracdo lenta pré-existentes. Ha
também uma possivel atuacdo na diferenciacdo de fibras musculares em processo
de miogénese vizinhas, através de um mecanismo cross-talk do miR-499 (Hosoda
et al., 2011).

Interessantemente, o nivel de expressdao do Rod1 foi maior no musculo
vermelho (contragdo lenta) do que no musculo branco (contragao rapida) da tilapia
do Nilo. Esse padrao de expressao foi 0 mesmo detectado por Hosoda et al. (2011)
em células miosatélites cardiacas de humano e camundongo. Estas células se
diferenciam em fibras musculares de contracdo lenta, que séo caracteristicas de

musculo cardiaco e musculo vermelho de peixes. O Rod1 possui uma acao inicial
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no processo de diferenciacdo das fibras musculares de contragao rapida, como as
presentes em grande quantidade no musculo branco. Quando ha a diminuicdo do
nivel das proteinas ROD1, as células miosatélites entram em processo de
diferenciagao para fibras musculares de contracéo lenta.

Segundo Hosoda et al. (2011), o miR-499 inibe efetivamente a expressao das
proteinas SOX6 e ROD1. Aparentemente, a taxa de inibicdo da tradugcao é maior do
que a taxa de degradacdo do RNA mensageiro, considerando-se a regulagao de
Rod1 pelo miR-499, enquanto que a taxa de degradagcdo do RNA mensageiro é
maior que a taxa de inibicdo da tradugcédo em relagao a regulagcéo de Sox6 pelo miR-
499. Provavelmente, essa diferenca seja decorrente da presenga de 4 e 2 sitios de
ligacéo para o miR-499 no 3'UTR do Sox6 e Rod1, respectivamente. Sabe-se que
um miRNA pode ter diferentes mecanismos de agao para alvos diferentes (Stadler
et al., 2012).

Nesse contexto, pode-se afirmar que a alta expressdo do miR-499 detectada
nas fibras musculares vermelhas da tilapia do Nilo atua inibindo os produtos de
transcricdo e tradugcdo dos genes Sox6 e Rod1 em diferentes intensidades.
Consequentemente, diferentes processos como miogénese (proliferacéo,
diferenciacao e especificagao do tipo de fibra), regeneracao e hipertrofia das fibras
musculares, sabidamente regulados por miRNAs (revisado por Gagan et al., 2012),
tenderiam a ser inibidos ou desacelerados pela presenga do miR-499 nas fibras
musculares vermelhas, o que de fato é caracteristico dessas fibras. Por outro lado,
nas células musculares brancas, onde foi detectada baixa atividade do miR-499 em
adultos, esses processos sao favorecidos pela maior acdo das proteinas SOX6 e

ROD1.
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Para testar essa hipdtese, uma analise da expressao do RNA mensageiro e
da proteina SOX6 sera realizada por hibridacdo in situ e imuno-histoquimica,
respectivamente, para confirmagdo da atividade do miR-499 na repressédo e
degradacdo do Sox6. Devido a inexisténcia de anticorpos comerciais para a
proteina ROD1 em peixes, utilizar-se-a a técnica de hibridagdo in situ para
confirmagéo da interacdo do miR-499 com RNA mensageiro de Rod1 no musculo
vermelho. Essa técnica se constituira numa FISH multiplex, para co-localizacédo de
Rod1 e miR-499, com o emprego de sondas especificas marcadas com diferentes
fluoréforos para os genes miR-499 e Rod1. Essa estratégia de analise funcional
permitira a detecgdo das duas sondas na mesma reagdo de hibridagdo (co-

localizagdo) e validara a interagéo efetiva do miR-499 na regido 3’'UTR do Rod1.
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Figura 9. Niveis de expressédo génica do miR-499, seu gene hospedeiro e seus alvos no
musculo esquelético de adultos da tilapia do Nilo. Comparagdes entre os tipos musculares
em machos (A), em fémeas (B) e independente do sexo (C). Os valores de RQ estédo
apresentados na base de Log 2. Valores significativos estdo indicados com um asterisco
(*). MB — musculo branco; MV — musculo vermelho; RQ — quantidade relativa de transcrito.
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4.5. Analise genémica comparativa

A analise gendbmica comparativa de diversos miRNAs musculo-especificos

conduzidas no presente estudo propiciou avangos significativos quanto ao

entendimento da dindmica e padrdes organizacionais desses genes regulatérios em

espécies de peixes e outros vertebrados. Os genes de miRNAs tém sido

amplamente utilizados para resolver problemas filogenéticos de grupos taxonémicos

(Sempere et al., 2006; Heimberg et al., 2010; Campbell et al., 2011). Porém, de

forma geral, informagdes comparativas estruturais e da dinamica dos genes de

miRNAs s&o ainda pouco frequentes na literatura. Algumas informagdes relativas

aos miRNAs estudados foram compiladas e organizadas na Tabela 3.

Tabela 3. Caracteristicas gerais dos miRNAs musculo-especificos.

mMiRNA Gene_ Familia Alvos Confirmados Expr(,assao no
Hospedeiro musculo
. . . HDAC4, Cx43, Pax7, c-Met, Cardiaco,
(L [EYENIEE pllist G6PD, Hand2 Esquelético
. . . HDACA4, Cx43, Pax7, c-Met, Cardiaco,
miR-1-2 Mib miR-1 G6PD, Hand?2 Esquelético
: . , Cardiaco,
miR-133a-1 Mib1 miR-133 SRF, nPTB, UCP2 Esquelético
. o : Cardiaco,
miR-133a-2 Intergénico miR-133 SRF, nPTB, UCP2 Esquelético
miR-133b Intergénico miR-133 SRF, nPTB, UCP2 Esquelético
. . . DNApola, Fstl1, Utrn, Cx43, "
miR-206 Intergénico miR-1 TIMP3 Pax7, c-Met, HDACA4 Esquelético
miR-208a Myh6 miR-208 THRAP1, Purf Cardiaco
miR-208b Myh7 miR-208 THRAP1, Purp Cardiaco ({),
Esquelético
miR-214 Dnm3 miR-214 Su(fu), Ezh2, N-Ras Esquelético
: . Cardiaco (),
miR-499 Myh7b miR-208 Sox6, Purf, Rod1 Esquelético

O simbolo “|” indica um baixo nivel de expressédo do gene no tecido. Referéncias: Flynt et
al., 2007; van Rooij et al., 2007; Zhao et al., 2007; Liu et al., 2008; van Rooij et al., 2008;
Callis et al., 2009; van Rooij et al., 2009; Williams et al., 2009.
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Primeiramente, a busca realizada para localizacdo gendémica dos miRNAs
musculo-especificos permitiu detectar padrbes bastante variaveis de distribuicéo

cromossOmica desses genes entre as espécies de peixes investigadas (Tabela 4).

Tabela 4. Localizagdo gendmica dos miRNAs musculo-especificos em peixes.

mMiRNA Zebrafish Medaka Stickleback Tetraodon Fugu J:)Ial\rljilli
miR-1-1/-133a-2 Chr_23 Chr_7 S_6 - - S_80
miR-1-2/-133a-1 S_3540 Chr_17 S 15 Chr_15 S 68 S 1
miR-206/-133b Chr_20 Chr_24 S 21 Chr_14 S 72 S 183
miR-208a - - - - - -
miR-208b - - - - - -
miR-214 Chr_20 Chr_4 S_67 Chr_1 S_13 S 7
miR-214-par - Chr_17 S 15 Chr_15 S 367 S 131
miR-499 Chr_11 Chr_5 S 18 Chr_11 S 79 S_19

O simbolo “/” indica que dois mMiRNAs estdo clusterizados na mesma unidade

”

transcricional; “Chr_” abreviagcao para cromossomo; “S_” abreviacao utilizada para scaffold.
“-” indica que o gene nao foi localizado no genoma.

A analise gendbmica comparativa também revelou que os genes miR-208a e
miR-208b n&o estdo presentes no genoma dessas espécies de peixes. Assim,
realizou-se uma busca mais minuciosa no genoma de 50 outras espécies de
vertebrados, compreendendo anfibios, répteis, aves e mamiferos. Essa analise
constatou a presenca dos miR-208a e miR-208b em espécies de mamiferos,
enquanto apenas uma copia do miR-208 foi detectada em espécies de anfibios,
répteis e aves.

Considerando-se que os miR-208a e o0 miR-208b s&o intrbnicos aos genes da
miosina de cadeia pesada Myh6 e Myh7b, respectivamente, realizou-se uma busca
por este gene hospedeiro no genoma de peixes. Interessantemente, apenas o gene
Myh6 esta presente no genoma de peixes, porém nao possui 0 miR-208a intrénico
associado. Este dado indica que a presenca do miR-208a restringe-se aos grupos

taxondmicos de anfibios, répteis, aves e mamiferos. A copia paraloga desse miRNA,
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o miR-208b, restringe-se ao grupo taxondmico de vertebrados considerados
evolutivamente mais derivados, os mamiferos.

Apesar das espécies de peixes nao possuirem o miR-208, considerado
essencial para a manutencao das fibras de contragao lenta presentes no musculo
cardiaco (van Rooij et al., 2009), foram detectadas trés cépias do miR-499 e seu
gene hospedeiro (Myh7b) no genoma de zebrafish. Duas dessas copias estdo
préximas e co-localizadas no mesmo cromossomo. Esse padrdo de organizagao
segue o exibido pelo miR-208 e seus genes hospedeiros em mamiferos (Figura 10).
Porém, essas duas coépias foram detectadas apenas no genoma de zebrafish.
Analises minuciosas nos genomas das outras espécies de peixes estdo em
andamento para detectar a existéncia desse padrédo. Por outro lado, foi detectado
apenas uma copia do gene de Myh7b e do miR-499 no genoma de todas as outras
espécies de vertebrados em uma regido gendmica distinta da regido que contém os

genes de miR-208 e seus genes hospedeiros.

< Myh6 < Myh7
Homo sapiens — I e N — Chr14
(Humano) < miR-208a < miR-208b
< Myh6 < Myh7
Mus musculus = 0 —e N — Chr14
(Camundongo) < miR-208a < miR-208b
< Myh6 < Myh7
Sarcophilus haprisii —| 0 — " — GL834496.1
(Deménio da Tazmania) < miR-208a < miR-208b
> Myh7bb > Myh7b
Danio rerio -— N = [ —~ Chr 23
(Zebrafish) > miR-499 > miR-499

Figura 10. Esquema do padrdo de organizacdo do miR-208 e seu gene hospedeiro em
mamiferos. As duas cépias do miR-499 e seu gene hospedeiro seguem o mesmo padrao de
organizacdo no genoma de zebrafish. ”>” indica que o gene esta no sentido senso; “<”
indica que o gene esta no sentido antisenso.
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Os resultados obtidos sugerem que o aumento do numero de cépias do miR-
499 em peixes compensaria a falta do miR-208. Uma hipétese é que o miR-499
realizaria, nas espécies de peixes, as mesmas funcées que o miR-208 possui em
mamiferos. Isso porque o miR-499 pertence a mesma familia do miR-208 (Tabela
4), pois ambos compartiiham a mesma sequéncia seed, e, consequentemente,

possuem diversos potenciais genes alvo em comum (Figura 11).

miR-499 miR-208
Total: 337 Total = 182
|
I 164

\

Q

e R

Nuamero de Alvos Preditos

Figura 11. Numero de genes alvos exclusivos e compartilhados entre miR-208 e miR-499
obtidos por predicao in silico.

Outro dado interessante, foi a ndo detecgdao dos miRNAs miR-1-1/133a-2 no
genoma das espécies tetraodon e fugu. A inexisténcia desses genes no genoma
dessas espécies pode decorrer da falta de anotagdes, da disponibilizagcdo do
genoma ainda incompleto ou mesmo da delegdo desses genes na ordem
Tetraodontiformes. Analises mais robustas estdo em desenvolvimento para elucidar
esses questionamentos.

Com relacdo aos miRNAs miR-1-2/-133a-1, -206/-133b, -214 e -499, foi
possivel realizar uma analise de sintenia das regides cromossomais flanqueadoras.
Essas analises, com o uso de zebrafish como referéncia, revelaram um alto grau de
sintenia dos genes flanqueadores dos miRNAs miR-499, miR-206/-133b e miR-1-2/-

133a-1 (Figura 12, 13 e 14, respectivamente). Excepcionalmente, para o miR-1-2, o
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genoma utilizado como referéncia foi o da tilapia do Nilo, pois esse gene se

encontra em um scaffold ainda ndo associado aos cromossomos de zebrafish. Por

isso, no caso especifico do miR-1-2/-133a-1, a identificacdo de poucos genes

flanqueadores no genoma de zebrafish, deve ser decorrente do tamanho limitado do

scaffold, o qual contém apenas 281342pb.
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Figura 12. Representacao esquematica de segmentos cromossomais e scaffolds contendo
a regiado sinténica do miR-499 e seu gene hospedeiro (Myh7b) utilizando o genoma de
zebrafish como referéncia. Os numeros localizados a esquerda e acima dos pentagonos
coloridos referenciam os mesmos genes em diferentes espécies de peixes. Em cada
espécie, a localizagdo genbmica do segmento analisado esta descrita a direita.
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Figura 13. Representacdo esquematica de segmentos cromossomais e scaffolds contendo
a regiao sinténica do miR-206/-133b utilizando o genoma de zebrafish como referéncia. Os
numeros localizados a esquerda e acima dos pentagonos coloridos referenciam os mesmos
genes em diferentes espécies de peixes. Em cada espécie, a localizagcdo gendmica do

segmento analisado esta descrita a direita.
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Figura 14. Representacao esquematica de segmentos cromossomais e scaffolds contendo
a regiao sinténica do miR1-2/-133a-1 utilizando o genoma da tilapia do Nilo como
referéncia. Os numeros localizados a esquerda e acima dos pentagonos coloridos
referenciam os mesmos genes em diferentes espécies de peixes. Em cada espécie, a
localizagédo genémica do segmento analisado esta descrita a direita. *ENS = gene anotado
por similaridade a um gene de outra espécie.

De modo geral, o miR-214 também apresentou conservagéo no padrao dos
genes flanqueadores nas espécies analisadas. Entretanto, no genoma de tetraodon
foi encontrado um rearranjo nos genes proximos ao miR-214 (os genes pigc, tmed5
e c20h10rf9), possivelmente, resultado de um evento de translocagcéo nesses genes
(Figura 15). Outro fato interessante sobre o miR-214, foi a deteccéo de duas copias
desse miRNA e seu gene hospedeiro em um locus diferente nos genomas das
espécies medaka, stickleback, tetraodon, fugu e tilapia do Nilo. Por outro lado, no
genoma de zebrafish apenas uma coépia foi dectada, resultado diferente do
publicado por Thatcher et al. (2008), que havia mencionado a existéncia de duas
copias do miR-214 nessa espécie.

Por conta da auséncia dessa cépia paraloga em zebrafish, daqui em diante
referida como “miR-214-par”’, uma analise dos genes flanqueadores desse miR-214-
par foi realizada utilizando-se o genoma da tilapia do Nilo como referéncia. Esta
analise revelou um alto grau de sintenia entre todas as espécies de peixes, exceto

zebrafish, que nao possui a copia miR-214-par (Figura 16).
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A partir desses resultados foi realizada uma analise no genoma de zebrafish
na tentativa de localizar os genes flanqueadores do miR-214-par, e
consequentemente, detectar a possivel existéncia desse paralogo. Os dados
obtidos mostram que esses genes flanqueadores estéo, de fato, no cromossomo 20
do genoma de zebrafish, localizados downstream (3’) a regido que contém o miR-
214 e seu gene hospedeiro (Dnm3). Porém esta regiao cromossémica, onde os
genes flanqueadores foram localizados, ndo apresentou o miR-214-par nem o seu
gene hospedeiro Dnm3 (Figura 17).

Juntos estes dados sugerem que no genoma dos peixes analisados, a
excecao de zebrafish, ocorreram dois eventos: um primeiro evento de duplicagao
dos genes miR-214 e Dnm3, seguido por um segundo evento de transposi¢cao
desses genes para um novo local do genoma. Embora esse seja um cenario
plausivel, analises mais aprofundadas se fazem necessarias para maiores
inferéncias acerca da evolugdo do gene miR-214.

Outro fato interessante, foi que a partir de uma busca por paralogos dos
genes miR-214 e Dnm3 em outras 48 espécies de vertebrados, realizada nas bases
de dados miRBase e Ensembl, verificou-se que, assim como em zebrafish, apenas
uma coépia do miR-214 e Dnm3 estado presentes no genoma dessas outras espécies
de vertebrados, inclusive nas espécies de peixes Gadus morhua (bacalhau) e
Latimeria chalumnae (celacanto).

Esta segunda analise sugere que os eventos de duplicacédo e translocagao
possivelmente se restringiram a algumas espécies, como medaka, stickleback,
tetraodon, fugu e tilapia do Nilo. Filogeneticamente, essas espécies pertencem a
mesma superordem, os Acanthopterygii, enquanto zebrafish e bacalhau pertencem

a superordem Ostariophysi e Paracanthopterygii, respectivamente, e o celacanto
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pertence a classe Sarcopterygii. Desse modo, pode-se hipotetizar dois diferentes
cenarios evolutivos. O primeiro, no qual o miR-214-par teria se originado em um
ancestral comum a Ostheichthyes e foi perdido em diversas linhagens, porém se
manteve em Acanthopterygii; e um segundo, onde a duplicacdo génica ocorreu
especificamente em Acanthopterygii, 0 que é mais provavel, uma vez que perdas de

genes de miRNAs funcionais sdo extremamente raras (Sperling e Peterson, 2009).
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Figura 15. Representacao esquematica de segmentos cromossomais e scaffolds contendo
a regiao sinténica do miR-214 e seu gene hospedeiro (Dnm3) utilizando o genoma de
zebrafish como referéncia. Os numeros localizados a esquerda e acima dos pentagonos
coloridos referenciam os mesmos genes em diferentes espécies de peixes. Em cada
espécie, a localizagdo genbmica do segmento analisado esta descrita a direita.
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Figura 16. Representacdo esquematica de segmentos cromossomais e scaffolds contendo
a regiao sinténica do miR-214-par e seu gene hospedeiro (Dnm3) utilizando o genoma da
tilapia do Nilo como referéncia. Os numeros localizados a esquerda e acima dos
pentagonos coloridos referenciam os mesmos genes em diferentes espécies de peixes. Em
cada espécie, a localizagdo genémica do segmento analisado esta descrita a direita. *ENS

= gene anotado por similaridade a um gene de outra espécie.
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Figura 17. Segmento do cromossomo 20 de zebrafish que possui 0 miR-214. Em laranja
estdo representados os genes. Em cinza estado representados os genes de miRNAs. Em
vermelho esta representada a possivel localizagao do paralogo identificado nas outras
espécies de peixes, que é inexistente em zebrafish. Os simbolos “<” e “>” representam o
sentido do gene.

Para confirmacéo do miR-214-par como um gene de miRNA e paralogo do
miR-214, foi primeiramente realizado o alinhamento da sequéncia precursora (pré-

miRNA) do miR-214-par detectado nas espécies de peixes e do miR-214 nas
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mesmas espécies de peixes e em outros vertebrados (anfibios, répteis, aves e
mamiferos). Essa analise revelou um mesmo padrdo de sequéncia precursora € a
conservacao do miRNA maduro, 100% de similaridade entre miR-214 e miR-214-par
(Loh et al., 2011). Além do alinhamento, uma analise da estrutura secundaria
desses miRNAs foi realizada para confirmacao do paralogo como um miRNA, uma
vez que a estrutura secundaria em forma de hairpin é essencial para o processo de
biogénese (ver Berezikov, 2012). A partir do alinhamento, onde foram comparadas
49 espécies de vertebrados, uma arvore fiolgenética foi gerada para auxiliar na
determinacao da dindmica evolutiva do gene miR-214.

Como resultado tem-se que o alinhamento da sequéncia precursora ressaltou
a semelhanca entre o0 miR-214 e o miR-214-par, confirmando a similaridade do
miRNA maduro (Figura 17A). Além disso, a analise da estrutura secundaria validou
o paralogo como um gene de miRNA, devido a probabilidade do transcrito desse
gene formar uma estrutura em hairpin (Figura 17B). Ainda, a arvore gerada para o
miR-214 demonstrou que a diferenga entre os paralogos, embora restrita a poucos
nucleotideos, € extremamente consistente, visto que o miR-214-par formou um
clado distinto do miR-214 (98 de bootstrap; Figura 18). Além disso, o clado do miR-
214-par surgiu a partir do clado do miR-214 de peixes (60 de bootstrap). De maneira
intrigante, o miR-214-par e 0 miR-214 do stickleback ficaram muito préoximos na
arvore (100% de similaridade da sequéncia e 85 de bootstrap), isto indica que eles
surgiram do mesmo ancestral e possuiram a mesma pressao evolutiva, o que
manteve as duas coépias similares (Figura 17). Esses resultados confirmam o miR-
214-par como um paralogo do miR-214 e ressaltam a evidéncia de que o evento de
duplicagdo do miR-214 ¢é restrito a superordem Acanthopterygii, além de revelar a

necessidade de uma nova nomenclatura para esses genes de miRNA.
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Figura 17. Alinhamento e estrutura secundaria do miR-214. (A) Conservagao da sequéncia
precursora do miR-214 e miR-214-par. A barra cinza indica o0 miRNA maduro e a barra preta
indica a regiao seed; (B) Estrutura secundaria consenso do miR-214 e miR-214-par.
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Figura 18. Arvore filogenética do miR-214. Em destaque esta representado o clado
divergente formado pelas sequéncias precursoras do miR-214-par presente no genoma de
algumas espécies de peixes. Aca — lagarto; Age — Macaco-aranha; Ame — Panda; Bta — Boi;
Ccr — Carpa; Cga - Sagui; Cgr - Hamster; Cpo — Porquinho-da-india; Dor — Kangaroo rat;
Dre - Zebrafish; Eca — Cavalo; Eeu — Porco-espinho; Ete — Tenrec; Gac — Stickleback; Gga
— galinha; Ggo - Gorila; Gmo — Bacalhau; Hsa — Homem; Laf - Elefante; Lch - Celacanto;
Mdo — Gamba; Mga — Peru; Mml — Rhesus; Mmu — Camundongo; Mne - Macaco; Mmur -
Lémure; Mpu - Furao; Nle - Gibao; Oan — Ornitorrinco; Ocu - Coelho; Oga - Bushbaby; Ola -
Medaka; Oni - Tilapia; Ppa - Bonobo; Ppy - Orangotango; Psi - Tartaruga; Ptr — Chimpanzé;
Pva - Megabat; Rno - Rato; Sla - Sagui; Tgu — Tentilhdo; Tni — Tetraodon; Tru — Fugu; Ttr —
Golfinho; Vpa - Alpaca; Xtr — Sapo.
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5. CONCLUSOES

A partir dos dados obtidos por RT-gPCR e hibridac&o in situ constatou-se a
importancia dos miRNAs para regulagdo de vias bioldgicas relacionadas a
manutencdo do fendtipo particular exibido por células vermelhas e brancas do
musculo estriado esquelético. Assim, conclui-se que o alto nivel de expressao do
miR-499 no musculo vermelho confirma sua atividade regulatéria em fibras de
contracao lenta em peixes. Além disso, pode-se afirmar que o miR-499 exerce um
papel regulatério sobre os genes Sox6 e o Rod1, na tilapia do Nilo,e sugerir que
essa via regulatoria apresenta-se evolutivamente conservada entre peixes e
mamiferos. Porém, alguns experimentos ainda sdo necessarios para auxiliar na
compreensao do conjunto de genes envolvidos nas vias de diferenciagéo de fibras
musculares em peixes.

Do ponto de vista genémico, os dados das andlises comparativas mostraram-
se promissores para a compreensao da dinamica evolutiva de genes de miRNAs.
Esses resultados permitem concluir que o miR-208 n&o esta presente no genoma
das espécies de peixes, considerando-se os genomas atualmente disponiveis.
Sugerem ainda a existéncia de uma copia paraloga do miR-214 restrita a
superordem Acanthopterygii. Portanto, uma nova nomenclatura para referenciar
corretamente os paralogos do miR-214 sera proposta (i.e. miR-214-1 e miR-214-2).

Em linhas gerais, conclui-se que os dados gerados podem servir como
ferramenta tanto em estudos de genbmica funcional, pela validagdo de
protagonistas nas vias moleculares relacionadas a biologia muscular, quanto para
nortear o entendimento da estruturagdo dos genomas, ao auxiliar na validagao de

genes de miRNAs como marcadores de processos evolutivos.
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8. APENDICES:

Apéndice A. Resultados de quantificacdo, qualidade e integridade do RNA extraido das
amostras de tecido muscular da tilapia do Nilo.

Amostra concentragao Assoi280" A2301280° RIN
(ng/ul)
M2MB 593,2 2,001 1,849 9
M2MV 2514 1,976 1,875 7,8
M3MB 2124 1,996 1,696 9
M3MV 1190 2,011 1,544 8,7
M6MB 2602 1,850 1,720 8,5
M6eMV 1484 1,905 1,201 8,3
M7MB 383,6 1,949 1,291 8,2
M7MV 1091 1,943 0,984 8,4
M8MB 643,2 2,013 1,639 8,7
M8MV 2482 1,955 1,533 8,8
MOMB 421 1,955 1,697 8,4
MOMV 822 1,955 1,728 8,1
M10MB 486 1,940 1,610 8,3
M10MV 1780 1,990 1,740 8,5
M20MB 821.,6 1,964 1,620 8,2
M20MV 1012 1,939 1,572 8,1
F2MB 294.8 2,101 1,972 8,8
F2MV 439,2 2,056 1,858 7,8
F3MB 439,2 2,056 1,858 9
F3MV 303,6 1,408 1,818 7,5
F5MB 732 1,847 1,756 7,6
F5MV 743 1,913 1,702 7,6
F7MB 530,4 2,040 1,922 8,8
F7MV 458 1,985 1,919 8
F8MB 351 2,014 1,852 9.1
F8MV 519 1,979 1,645 8
FoOMB 969 2,018 1,540 8,5
FoOMV 657,2 1,928 1,618 8,7
F10MB 1825 1,902 1,755 7,8
F10MV 318,8 2,024 1,847 7,9
F12MB 291,2 1,916 1,828 8,7
F12mMv 2319 1,943 1,620 8,5

'Relacéo de absorbancia relativa & contaminacdo por proteinas. “Relacdo de absorbancia
relativa a contaminagao por compostos organicos (i.e., alcool, fenol, entre outros).
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