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RESUMO

Os exossomos constituem uma classe de pequenas vesiculas extracelulares de
aproximadamente 40-150 nm originadas pelo sistema endossomal. Essas vesiculas sdo
produzidas constitutivamente por praticamente todos os tipos celulares, e sdo
responsaveis por transportar distintas classes de moléculas, em resposta a diferentes
estimulos. O TNF-a é uma citocina pré-inflamatéria que em condigdes tais como AIDS,
septicemia, diabetes, insuficiéncia cardiaca, doenca pulmonar obstrutiva crénica, diabetes
e cancer, contribui para a atrofia de fibras musculares esqueléticas. Nesse sentido, o
objetivo do presente estudo foi caracterizar os RNAs transportados por exossomos de
miotubos C2C12 com atrofia induzida por TNF-a e avaliar a agdo desses exossomos no
fendtipo de mioblastos e miotubos C2C12. Exossomos liberados no meio de cultura de
miotubos C2C12 tratados com TNF-a, e de seus respectivos controles, foram isolados por
ultracentrifugacdo e analisados quanto ao seu contetdo de RNA por RT-gPCR
(microRNASs) e sequenciamento de nova geracao (RNA total). Além disso, mioblastos e
miotubos C2C12 foram tratados com esses mesmos exossomos para analisar a expressao
de genes envolvidos com ciclo celular e a capacidade de migracdo/proliferacdo
(mioblastos), bem como na atrofia celular (miotubos). Nossos resultados demonstraram
que exossomos provenientes de miotubos sdo capazes de alterar os niveis de transcritos
de genes envolvidos na proliferacdo, motilidade e diferenciacdo de mioblastos em
miotubos. Verificamos também que 0s exossomos provenientes de miotubos tratados com
TNFo reduzem a capacidade de migracdo/proliferacdo de mioblastos. Além disso,
identificamos que o tratamento de miotubos com TNF-a enriquece, NOS €X0SSOMOS, Seis
miRNAs (mmu-mir-365-3p, -146a-5p, -30b-5p, -34c-3p, -214-3p e -484), e dois RNAs
ribossomais mitocondriais (12S e 16S) envolvidos em processos do metabolismo e
diferenciacdo celular. Concluimos que o tratamento de miotubos com TNFa altera RNAs
especificos no exossomos, 0s quais sdo capazes de alterar a expressao génica,

migracgéo/proliferacdo e diferenciacdo de células musculares.



ABSTRACT

Exosomes constitute a class of small extracellular vesicles of approximately 40-150 nm originated by
the endosomal system. These vesicles are constitutively produced by virtually all cell types and are
responsible for carrying distinct classes of molecules in response to different stimuli. TNF-a is a
proinflammatory cytokine that in conditions such as AIDS, septicemia, diabetes, heart failure, chronic
obstructive pulmonary disease, diabetes and cancer, contributes to atrophy of skeletal muscle fibers.
In this sense, the objective of the present study was to evaluate the expression and action of RNAs
transported by exosomes from C2C12 myotubes with TNF-a-induced atrophy in the phenotype of
myoblasts and myotubes. Exosomes released in the culture medium from TNF-a treated C2C12
myotubes and from their respective controls were isolated by ultracentrifugation and analyzed for
their RNA content by RT-gPCR (microRNAS) and new generation sequencing (total RNA). In
addition, myoblasts and C2C12 myotubes were treated with these same exosomes to analyze the
expression of genes involved in cell cycle and migration / proliferation capacity (myoblasts), as well
as cell atrophy (myotubes). Our results demonstrated that exosomes from myotubes alter the
expression genes involved in the proliferation, motility and differentiation of myoblasts into
myotubes. We also verified that exosomes from TNFa-treated myotubes decreased migration /
proliferation capacity of myoblasts. In addition, we identified that the treatment of myotubes with
TNF-a enriches, in the exosomes, six MiRNAs (mmu-mir-365-3p, -146a-5p, -30b-5p, -34c-3p, -214-
3p and - 484), and two mitochondrial ribosomal RNAs (12S and 16S) involved in cell metabolism
and differentiation processes. We conclude that treatment of myotubes with TNFa alters specific
RNAs in the exosomes, which, in turn, alter gene expression, migration / proliferation and

differentiation of muscle cells.



SUMARIO

RESUMO .ot e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaaaaaaaaens iv
ABSTRACT ...ttt ettt ettt ettt sh e sa e st e bt e e bt e s bt e s he e s ae e e a st et e e bt e e bt e she e s ae e e ab e e e bt e bt e bt e abeeeheeeat e et e et e e nbeenaeesarenas v
R [ 1o T ) ole (o RSP S 1
1.1. Atrofia do MUSCUIO ESQUEIBTLICO ....uuuuueeeiieiieiiiii et eetee ettt e st e e st e e s aae e e s sre e e sssaeee s 1
.2, COQUEXIT cuuuuiiieeiie ettt ettt e e e ettt e e e e e e e sttt et e e e e e e e s abbbaeeeeeeees e assbbaaaeeesesanssbaaeeeeesesanssnaaes 2
1.3. Vias Moleculares NG COGUEXIT ....uuuuuiiiciiiiieciiee e et e eetee e e sieeesssatae e s s sateeessaaeeesssaeeesssseeesnnsseeees 2
1.4. Papel dos MicroRNAs na RegulagGo da Atrofia MuUSCUIQr ..........ccocoueeeeccveeeeciiieeeciiiee e, 5
1.5, VESICUIAS EXErACEIUIAIES ..ottt st sttt be e s st eae e 6
1.6. Papel das microvesiculas na comunicag@o CelUlQr..........ccuuiivccieiiiiiiieieiiieeeeccieeeescvee e esaeee s 7
1.7. Biogéneses de microvesSiCulas € @XOSSOMOS ....ccccuueeeccuveeeeiiiieeeeiiieeeesireesessiseeessaseessssseessssseeees 8
1.8. MicroRNAs em Vesiculas Extracelulares no Tecido MuUsSCUlQr ........ccccovvuvenieinieinicieeniiennne 10
TR o )Xo ] =2 -2 SR 12
B 0 o T =4 4 1L XIS 13
D 0] oY =2 4 A e T G-l | SRR 13
2.2, ODJELIVOS ESPOCIFICOS cuuuiiiiitiiei ittt eectee e ettee e e e tee e st e e e ebee e e s s be e e s s bee e e e abeeeeesabeaeeesnbeeesennsens 13
3. MALeriQl @ METOTOS ..ottt ettt b e bt bt sttt e be e bt e bt e satesane e 14
BT CUITUIA COIUIAT ittt ettt b e bt e s bttt e et e et e e sbeesbeesaeesanesane 14
3.2. Purificacdo de exossomos liberados em meio de CUltiVO ..........uueeeccieeeecciiieecciee e, 14
3.3. Microscopia eletrdnica de tranSmMiSSGO ....cccouiieeciuiiiieciiieeeeciee ettt e e e e e e e ee e e e 15
3.4. QUANLIfICACAO OS EXOSSOMOS ..uveiiieiiiiieeiee e cetee e eectee e e et e e e ette e e s sbte e e e s btee e s s beeeaesbeaeeesaseeeeenanees 15
CRCHN Y Ko Ydole Tolo To e Yol gl ol (€ x L1 PSRRI 16
3.6. Exposi¢cdo dos mioblastos e miotubos aos exossomos isolados .........cccccveeeciveeeccieneennne, 16
3.7. Ensaio de Migrag@o/ProliferacGo — Wound Healing .........ccccoueuueveeiieencreeieeieeneeseesiveecreens 17
3.8. Avaliagdo da express@Go génica por Rea¢lGo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real
apos TranscrigGo REVErsSA (RT-GPCR) ...ttt et e et e e e e bae e e e e e e e eeabaea e enres 17
3.9. Sequenciamento de RNA total em larga escala(RNA-5€Qq) .....cccouueuccrieeecieieeeiieeeeecieeeeeae 18
3.10. Reandlise de dados de expressdo génica global por microQrrays .......cceceecvveeeecvveeennnnne 19
3.11. PredicGo de AlIVOS d@ MIRNAS ........uuei ettt ettt et e e ettt e s e ae e e e s ate e e e s baee s e s abeeaeenanees 20
3.12. Andlise estatistica dOS dAUOS .....ccooeeriiiiiiiiiiie e e e e 20
G RESUITAOS .ottt ettt sttt s b e e st e e bt e s me e e s bt e e sa b e e s abe e e st e e sabe e e saneesareeeaneeesareeeneeas 21
4.1. Tratamento com TNF-a induz atrofia de miotubos C2C12 .......ueeecveeeeeeciieeeeecieeeeeciee e 21

4.2. Quantificagdo e caracterizagGo d0S EXOSSOMOS ....uuieccueeeeiiiieeeeeiiiieeeeieeeesitee e saee e s erreaeenaees 21



4.3. Exossomos isolados sdo vidveis e capazes de serem capturados pelas células

=0 = 2k Ao X o KPP PPTPPPPN 24
4.4. Exossomos alteram express@o génica de mioblastos e miotubos ........cccceeeeecvveeeecveeeennne 26
4.5. Exossomos alteram a migrag@o CEIUIAN .........uuuiioiiiiieiee et 27
4.6. Exossomos proveniente de miotubos tratados com TNF-a transportam RNAs ............... 28
4.7. mRNAs diferencialmente expressos em miotubos tratados com TNF-0........ccceevcuveeeennen. 33
4.8. Interagdes MiRNAS € RNAS MENSAGEITOS u..uueueieieeeeiiiiiieii ettt e e ettt e e e e s s snereeee e e e s e saans 34
5. DISCUSSTO oottt sttt st s b et s s e e s a e s e s re e s re e e nee s 36
6. CONCIUSHO ettt ettt sttt et b e bt e s b e s he e sat e et e et e e sb e e sheesatesanesabe e b e e abeenbeennees 43
7. Referéncias BibliOGrA fiCas .....cciiuiiiiiiiiiiieiiiie ettt eestee e ee e e st e e s s e e s sabe e e s ssbee e e sabeeesssreeesennsens 44

I 1Y e =T o T AN T L= T=d (N 1 PSR 58



1. Introducéo

1.1. Atrofia do Musculo Esquelético

O musculo esquelético compde cerca de 40 a 50 por cento da massa corpdrea humana
sendo constituido por células alongadas, multinucleadas (com nucleos periféricos)
denominadas fibras musculares *. Além do seu papel notério na atividade locomotora e postural,
exerce um importante papel como regulador do metabolismo, atuando diretamente sobre o
figado e o tecido adiposo 2. O musculo estriado esquelético possui uma elevada capacidade
adaptativa em resposta a diferentes condices e estimulos®. Por exemplo, exercicio fisico
resistido age no musculo estimulando a sintese de proteinas sarcoméricas, que resulta em
hipertrofia das fibra musculares e aumento da forca muscular *°.

Por outro lado, condi¢cdes de atrofia, como por exemplo, imobilizagdo, repouso
prolongado, desnervacao, microgravidade, envelhecimento e doencas crbnicas, conduzem o
musculo para um processo de perda de volume, com a diminuicdo na quantidade de proteinas
(principalmente proteinas sarcoméricas) das fibras musculares, com consequente perda de forga
e de resisténcia a fadiga ®°. A perda exacerbada da massa muscular evidenciada em diferentes
tipos de doencas cronicas pode resultar num quadro caquético, que inclusive, esta
correlacionado com um pior prognostico 1012,

Estudos tem demonstrado que a atrofia muscular esquelética é conduzida pela acdo
coordenada de vias moleculares que envolvem IGF1-AKT-FoxO, miostatina, citocinas
inflamatorias e o fator transcricional NF-kappa B (NF-kB) 12 [para revisio, ver Braun &
Gautel 2011 *°]. Durante a atrofia, os sistemas proteoliticos, com proteinas lisossomais
(catepsinas), as calpainas dependentes de célcio e o proteassoma dependente de ubiquitina
(PDU) atuam na degradacdo de proteinas musculares "#4, Estudos em pacientes e em animais
tém demonstrado consistentemente que o sistema proteossomal dependente de ubiquitina é um
regulador primario da degradagdo proteica que leva a atrofia muscular’'2*3° O aumento da
expressao de pelo menos uma das 3 enzimas ligases de ubiquitina masculo-especificas MURF1
(Muscle RING Finger protein 1), MAFbx (Muscle Atrophy F-box ou atrogina-1) 1617 ¢ E31To. —
é suficiente para induzir a degradacdo de proteinas miofibrilares em diferentes condicoes

atroficas 1218,



1.2. Caquexia

A caquexia é um fendbmeno comum em varias doengas sistémicas cronicas tais como
septicemia, insuficiéncia cardiaca crénica, doenca pulmonar obstrutiva cronica, doenca renal
cronica, diabetes, AIDS e cancer *2!, Essas doencas podem ser acompanhadas de uma
sindrome metabolica complexa caracterizada pela diminuicdo de massa muscular, com ou sem
diminuicdo de massa gorda, denominada de caquexia 19202223 A caracteristica clinica mais
proeminente da caquexia é a perda de peso em adultos (corrigida pela retencdo de liquidos) ou
distlirbio de crescimento em criangas (excluindo desordens enddcrinas) 2%%3. A caquexia
emerge a partir de alteraces metabdlicas do organismo, geralmente causadas por doencas
cronicas que resultam na perda de apetite, baixos niveis de horménios anabdlicos e anemia 2224,
Essas alteracOes, por sua vez, resultam em perda de massa muscular, levando a uma condicéo
de astenia, imobilidade e insuficiéncia respiratdria ou cardiaca °. Por exemplo, a caquexia
associada ao cancer diminui a resposta ao tratamento de radio e quimioterapicos 2.
Aproximadamente 50% dos pacientes com céancer sofrem de caquexia e, notavelmente,
aproximadamente 30% da mortalidade relacionada ao cancer séo decorrentes da caquexia 22°,
Da mesma forma, pacientes com caquexia associa a insuficiéncia cardiaca também possuem

uma menor expectativa de vida 2.

1.3. Vias Moleculares na Caquexia

As vias moleculares responsaveis pela caquexia ndo estdo completamente esclarecidas,
entretanto, evidéncias sugerem que citocinas pro-inflamatdrias tais como interleucina (I1L)-1p,
IL-6, interferon (INF)-y e o fator de necrose tumoral (TNF)-a possuem um papel fundamental,
principalmente no desenvolvimento de alteracdes celulares e moleculares que resultam na perda
de funcdo e massa muscular ?’. Citocinas inflamatorias tais como TNF-a. e IL-1B inibem a
diferenciagdo do musculo esquelético in vitro 283, induzem a degradacio de proteinas
musculares especificas em miotubos diferenciados 3134; altos niveis dessas citocinas também
estdo associados a alteracbes na matriz extracelular, impedindo a regeneracdo de fibras e
inibindo a diferenciacio de células musculares progenitoras em miofibras %% e, mais
notavelmente ainda, os niveis elevados de TNF-o tem sido observados em condicBes que
induzem a atrofia muscular tais como AIDS, septicemia, diabetes, insuficiéncia cardiaca,

doenca pulmonar obstrutiva cronica, e cancer %4,



O TNF-a exerce importantes propriedades pro-inflamatorias, que desempenham papéis
cruciais na imunidade inata e adaptativa, proliferacdo celular e apoptose “2. Essa citocina é
produzida por diferentes tipos celulares, incluindo macréfagos, mondcitos, células T, células
musculares, adipdcitos e fibroblastos 3. Um dos mecanismos de ac¢éo dessa citocina inicia-se
com a ligacdo do TNF-a a seus receptores, com subsequente ativacdo do fator nuclear Kappa
B (NF-kB), uma familia de cinco fatores transcricionais [p65 (Rel A), Rel B, c-Rel, p52 e p50]
envolvidos em varios processos celulares no musculo esquelético, tais como apoptose,
imunidade, inflamacdo e desenvolvimento/diferenciacdo (para uma reviséo, ver Peterson et al.,
2011 *4). O heterodimero NF-kB encontra-se normalmente inativo no citoplasma associado com
a proteina IkB 4. O TNF-a, ao se ligar ao seu receptor de membrana, desencadeia a
fosforilacdo da IkB pelo complexo quinase IkB (IKK); o IkB por sua vez € ubiquitinizado
(marcado) para posterior degradacdo pelo sistema Proteossomal Dependente de Ubiquitina
(PDU) “% . A degradacéo da IkB permite que o NF-kB se torne ativo e seja translocado para o
nicleo da célula ” (Figura 1).

Os genes alvos do NF-kB que sédo responsaveis pela atrofia da musculatura esquelética
induzida pelo TNF-a ainda s&o pouco conhecidos. No entanto, a atrofia muscular induzida por
essa citocinas parece resultar principalmente da protedlise especifica de cadeia pesada de
miosinas (MyHC), mediada pela ativacdo do sistema PDU pelo NF-kB !¢, que resulta no
aumento da expressdo de importantes enzimas como as ligases de ubiquitina E3 MuRF1
(Muscle RING Finger protein 1) 6 e MAFbx (Muscle Atrophy F-box ou atrogina-1)*.

Além disso, 0 aumento da expressdo do NF-kB induzido pelo TNF-o diminui a expressao
de RNA mensageiro para a proteina Myod, um importante fator transcricional para a sintese de
miosinas de cadeia pesada (MyHC)®*® | A Myod é um fator transcricional musculo-especifico
pertencente a familia “basic helix-loop-helix” (bHLH), bem como a Miogenina, Myf5 ¢ o
MFR4. Esses fatores transcricionais formam dimeros com proteinas E (ex. E12 ou E47),
resultando em complexos que se ligam as sequéncias de DNA Ebox (5"-CANNTG-3") que estdo
presentes na regido promotora de varios genes especificos, o que leva a expressdo dos

mesmos™*.
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Figura 1. Esquema da atrofia muscular via NF-kB induzida pelo TNF-a.
A ligagdo do TNF-a ao seu receptor (TNFR1) induz a fosforilagdo da
proteina IxB pelo complexo quinase IkB (IKK= IKK-y + IKK-B + IKK-
o) e a sua ubiquitinizacdo (Ub) para a degradacdo proteossomal. O
heterodimero NF-xB (p65 + p50) é translocado para o interior do ndcleo
celular para a ativacédo de genes dependente de NF-kB, relacionados com
a atrofia muscular (adaptado de [Jackman & Kandarian, 2004]8).

Embora a diminuicdo do mRNA para Myod e diminuicdo da sintese de MyHC induzida
pelo TNF-a j& estejam bem caracterizadas, ainda é necessario elucidar os mecanismos globais
de controle da expressdo génica responsaveis pelas alteracdes moleculares na atrofia muscular
induzida por essa citocina. A complexidade dos mecanismos de controle da expressdo génica
nesse processo sugere o envolvimento de moléculas reguladoras adicionais, como 0s
microRNAs (miRNAS); essas moléculas de RNA codificadas pelo genoma atuam regulando
vias no masculo esquelético durante o desenvolvimento e estdo envolvidas em diversas doencas

ou condigdes que induzem atrofia muscular, as quais tendem a evoluir para caquexia °.



1.4. Papel dos MicroRNAs na Regulacgédo da Atrofia Muscular

MicroRNAs (miRNAs) sdo pequenos RNAs reguladores nédo codificantes com tamanho
variando de 17 a 25 nucleotideos (ver miRBase, http://www.mirbase.org/), atuam reprimindo

pos-transcricionalmente a traducao pelo reconhecimento de pontos complementares na regiao
3’ nao traduzida (3° UTR) de seus RNAs mensageiros alvos °1. Em mamiferos, é predito que
60% de todos os genes codificadores de proteinas sejam regulados por miRNAs *2 e, em alguns
casos bem raros podendo ativar a tradugo >3.

Diversos miRNAs sdo especificamente ou altamente expressos no masculo cardiaco e/ou
esquelético. Por exemplo, os miRNAs musculo-especificos miR-1, -133, -206, -208, -208b e -
499 estdo envolvidos em uma série de processos incluindo miogénese (proliferagdo,
diferenciacéo e especificacdo do tipo de fibra), regeneracao e hipertrofia das fibras musculares
5460 Alguns desses mMiRNAs (miR-1, -133, -206 e -208) s&o regulados por redes transcricionais
envolvendo SRF, Myod, Twist, MEF2 e miocardina 652, Os miRNAs miR-208a, -208b e -499
estdo codificados no interior de intron dos genes de cadeia pesada de miosina, respectivamente
0s genes Myh6 (a-MyHC), Myh7 (B-MyHC) e Myh-7b. Com base nisso, Van Rooiji et al.,%
propuseram a existéncia de uma rede composta por esses trés miRNAs, denominada de
MyomiR, codificada pelos genes da miosina, que esta envolvida da regulacdo da expressao de
MyHC e, potencialmente nos tipos de fibras musculares. Interessantemente, alguns miRNAs
n&o musculo-especificos também tem papel regulador na diferenciacdo muscular 563 e também
na regeneracéo apos injaria 64,

Vaérios estudos indicam que a expressdao de miRNAs estd alterada em doencas que
acomete musculo esquelético e, em alguns casos, um Unico miRNA pode ser a causa da doenca
6586 O miR-206, um importante miRNA para o musculo esquelético, encontra-se elevado no
musculo diafragma do camundongo mdx (também conhecido como Dmd), modelo animal de
distrofia muscular *°. De maneira semelhante, foi demonstrado que o miR-499 também esta
aumentado em modelo de atrofia muscular, sugerindo a ativagéo da rede MyomiR em modelos
de atrofia®’. Por outro lado, os niveis de expressdo do miR-1 e do miR-133a estdo diminuidos
em modelo de hipertrofia do mésculo®.

Soares et al., %8 avaliaram o perfil de expressdo de miRNAs no musculo esquelético de
diferentes modelos de atrofia muscular, incluindo desnutricdo, desnervacéo, diabetes induzida
por estreptozotocina e caquexia associada ao cancer. Esses autores encontraram uma assinatura

comum de expressdo de miRNAs em diferentes condigdes atroficas e um conjunto especifico
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de miRNAs associado a cada uma dessas condic¢des. Dentre esses miRNAs, 0 miR-206 e miR-
21 foram identificados como importantes moduladores do processo de atrofia, controlando
componentes criticos da funcdo mitocondrial e sintese proteica.

Apesar da extrema importancia dos miRNASs no proprio tecido que o gerou, novos estudos
também tém demostrado que muitos dos miRNAs expressos no musculo podem ter seus efeitos
em outros tecidos e, inclusive, miRNAs gerados em outros tecidos, como por exemplo o figado,
podem ser transportados para o musculo esquelético? . E aceito que muitos desses miRNASs so

transportados e entregue a outros tecidos por meio de vesiculas extracelulares .

1.5. Vesiculas Extracelulares

Além da acdo intracelular dos miRNAs, novos trabalhos tém demonstrado que essas
moléculas podem ser sintetizadas por células musculares, transportadas por meio de vesiculas
extracelulares, e terem sua acdo em diferentes tipos celulares, caracterizando um novo
mecanismo de comunicagao (“cross-talk”) celular ">"2,

Vesiculas extracelulares  (VEs) sdo definidas como vesiculas intactas, com
aproximadamente 0,1 a 2,0 um de didmetro, delimitadas por bicamada lipidica rica em
fosfolipidios, as quais sdo secretadas a partir da membrana de diferentes tipos celulares apds
ativagio por fatores de crescimento, citocinas e/ou durante a apoptose 2. E aceito atualmente
que praticamente todos os tipos celulares liberam vesiculas extracelulares de maneira
constitutiva e/ou apos ativacdo ">. Além do termo microvesiculas, inimeros outros nomes ja
foram atribuidos as vesiculas extracelulares, tais como microparticulas, ectossomos e vesiculas
derivadas da membrana plasmaticas ™.

Atualmente, as vesiculas extracelulares tém sido classificadas com base em sua biogénese
em: corpos apoptoticos, microvesiculas (MVs) e exossomos "3. Os corpos apoptoticos sdo
originados a partir da fragmentacdo de células em apoptose que variam entre 50 e 5000 nm, e
podem conter DNA e histonas 3. As microvesiculas sdo caracterizadas por serem liberadas da
membrana plasmatica através de brotamento externo e, geralmente, sdo mais heterogéneas em
relagdo ao tamanho (50-2000 nm) 3. Os exossomos sdo definidos como sendo proveniente de
endossomos multivesiculares (corpos multivesiculares) formados pelo sistema endossomal, e
liberados para o meio exterior da célula pela fusdo com a membrana plasmatica; 0s exossomos

variam entre 40 e 150 nm de tamanho, com densidade de flutuagdo de 1,13-1,19 g/cm?, e podem



ser identificados pelos marcadores ALG-2 e pelas tetraspaninas CD9 , CD63 , CD81, CD82 e
CD151 ™7, A liberagéo de vesiculas extracelulares pode exercer diferentes funcdes bioldgicas,
que inclui a eliminacdo de residuos desnecessario ou nocivos a célula ou, em um contexto ainda
mais relevante, essas vesiculas podem atuar como um importante mecanismo de transporte de
moléculas sinalizadoras e reguladoras que, de forma seletiva, influenciam o fenotipo e as
funcdes de células receptoras 377,

Apesar de existir um consenso para classificacdo das vesiculas extracelulares, muitos dos
primeiros trabalhos utilizam a mesma nomenclatura para denominar diferentes tipos de
vesiculas extracelulares. Inclusive, em alguns casos, vesiculas com tamanho de exossomos,
porém provenientes do brotamento citoplasmatico foram denominadas de exossomos 8. Sendo
assim, para evitar confusdes, no presente trabalho, denominaremos de exossomos as vesiculas
extracelulares que se originam exclusivamente de endossomos multivesiculares (como revisado
em Raposo 2013 ).

1.6. Papel das microvesiculas na comunicacao Celular

A comunicacao célula-célula é fundamental para uma boa coordenacdo entre diferentes
tipos celulares dentro de um mesmo tecido ou tecidos/6rgéos diferentes . Essa comunicacéo
pode ocorrer por diferentes mecanismos, incluindo fatores sollveis e insoluveis 8, de adesdo
mediada por moléculas de interacdes célula-célula, citonemas, ou nano-tabulos encapsulados,
sendo que esses dois Ultimos permitem que as células se comuniquem nao apenas por meio de
moléculas de superficie, mas também por componentes citoplasmaticos 8223, Além desses
mecanismos, as células podem se comunicar por meio de vesiculas extracelulares que, além do
seu papel notério na eliminacdo de macromoléculas, exercem papel fundamental na
comunicacéo intercelular de forma seletiva . Tal processo permite que a célula receptora
adquira propriedades funcionais da célula emissora por meio de proteinas e/ou lipideos
bioativos 8485, Além disso, VEs podem transportar e contribuir com a disseminacio de agentes
infecciosos tais como o virus ou prions 887,

Outro fator preponderante na sinalizagdo por VEs é o alcance que elas podem ter no
organismo; uma vez secretadas, elas podem permanecer no espacgo extracelular proximas as
células de origem, ou serem transportadas ao longo do organismo por fluidos bioldgicos tais
como plasma, leite, liquido cefalorraquidiano, liquido amnidtico e efusdes tumorais . Outro

aspecto relevante das VEs é o fato delas possuirem as mesmas moléculas de superficie que as



células que as originaram, de modo que as VEs circulantes podem ser identificadas e
correlacionadas com o tipo celular que as produziram .

As VEs também atuam como transportadoras de acidos nucléicos, tais como RNAs
mensageiros (MRNAs) e miRNAs, de uma célula para outra 88, Essa transferéncia horizontal
de RNA tem sido correlacionada com a reprogramacdo celular %, uma vez que mRNAs
oriundos de VEs podem ser reconhecidos e traduzidos em proteinas pela maquinaria traducional
da células - alvo . Deregibus et al., 2007 %2 demonstraram esse mecanismo ao alvejar células
progenitoras endoteliais humanas com VEs ricas em mRNA para GFP (Green Fluorescent
Protein) que, apds incorporacdo das VEs, passaram expressar GFP. Além disso, muitas VES
também atuam transportando miRNAs de uma célula para outra 8891939 ¢ interessantemente,
alguns desses miRNAs s&o acumulado no interior das VEs de forma seletiva 8. Bang et al.,
2014 8 demonstraram que fibroblastos cardiacos liberam exossomos enriquecidos com
miRNAS e, dentre esses, destaca-se 0 miR-21-3p que atua como um mediador da sinalizacéo
paracrina na hipertrofia de cardiomidcitos. S&o descritos mais de 1.772 miRNAs transportados
por vesiculas extracelulares, em diferentes tipos de amostras (http://microvesicles.org/ versdo
3.1, verificado em 14/02/2018).

1.7. Biogéneses de microvesiculas e exossomos

As MVs sdo formadas e liberadas de forma constitutiva 8 e sua formacdo pode ser
desencadeada em resposta a diferentes estimulos como, por exemplo, citocinas, endocinas e
estimulos fisicos %. Em alguns casos a liberagdo de MVs é uma das caracteristica da morte
celular por apoptose *. O mecanismo que resulta na formacgdo e liberacdo de vesiculas é
mediado por quinases, como a Rho associada com a quinase 1 (ROCK1), a qual atua na
formagao de “bolhas” na membrana plasmatica, com posterior microvesiculagio®’. As quinases
ROCK sdo ativadas por GTP ligado a Rho, e sdo importantes mediadores no processo de
modificacdo do citoesqueleto %. Coleman e colaboradores (2001) °’ observaram uma
diminuicdo na formacdo de MVs em fibroblastos de camundongos e em células tumorais
tratadas com um inibidor de atividade da ROCK-1; esses resultados sugerem que as quinases
ROCK desempenham um papel importante na formacao de MVs.

Os exossomos sdo formados dentro do sistema endossomal, um compartimento

membranoso que separa as varias vesiculas intraluminais, e as direciona para o fim apropriado
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(para uma reviséo, ver Akers et al., 2013) %. Os endossomos s&o subdivididos em trés subtipos
distintos: endossomo precoce, tardio e de reciclagem %. O endossomo precoce recebe as
vesiculas provenientes da endocitose ou da rede transGolgi por meio de fusdo e incorporagéo
do contetido dessas vesiculas %. Em seguida, os componentes que sdo destinados a reciclagem
sd0 novamente compartimentalizados em vesiculas pelo endossomo precoce e,
subsequentemente, encaminhados até a membrana plasmaética, para que essas vesiculas liberem
seu conteudo para meio extracelular; essas vesiculas sdo chamadas de endossomos de

reciclagem 98

. Os endossomos remanescentes, aqueles que ndo foram encaminhados a
reciclagem, sdo submetidos a uma série de transformacdes e, ao final desse processo, passam a
ser denominados de endossomos tardios %. Posteriormente, o endossomo tardio sofre
invaginacdes, que se desprendem, formando pequenas vesiculas de 40-100 nm no seu interior,
passando a ser denominado de corpo multivesicular (MVB) %. Esses MVBs podem ser
direcionados para a degradacdo pelos lisossomos, ou entdo, se fundem com a membrana
plasmaética liberando suas vesiculas internas para o meio extracelular, as quais passam a ser
denominadas de exossomos % (Figura 2a).

Mais detalhadamente, a formacéo dos MVBs envolve dois processos distintos. O primeiro
processo esta envolvido na reorganizacao da membrana plasmética em sitios enriquecidos com
tetraspaninas, denominados microdominios enriquecidos com tetraspanina (TEMS), 0s quais
S840 necessarios para interagio proteina-proteina 1°°. Dentre as tetraspaninas, destacam-se a CD9
e a CD63, que além de desempenharem um papel indispensavel na formacdo das vesiculas
dentro do MVB, também s3o usadas como marcadores de exossomos em fluidos biolégicos "%
(Figura 2b).

A segunda etapa na formagdo de MVB esta relacionado com os complexos chamados de
Endossomal Sorting Complexes Required for Transport (ESCRT) %. Existem quatro
complexos ESCRT (0, I, I, e 1), os quais s&o necessarios para a formacio de MVB 01, A
presenca elevada de fosfatidilinositol-3-fosfato (PIP3) nas membranas endossomais primarias
induzem o recrutamento de ESCRT-I e Il, que resulta no dobramento e brotamento da
membrana %. Posteriormente, ESCRT-III é recrutado pelo ESCRT-I e Il e pela Alix, que se
ligam simultaneamente ao TSG101 (componente do complexo ESCRT-I) e ao CHAMP4
(componente do complexo ESCRT-III), que finaliza o processo de formacdo das vesiculas

internalizadas 28:102-104
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Figura 2. Biogéneses e liberagdo de exossomos. a) Exossomos sdo formados no interior da rede
endossomal. O endossomo primario se funde com as vesiculas endociticas e incorpora seu contetido
conduzindo-os a reciclagem, degradacdo ou exocitose. Os endossomos tardios, ou corpos
multivesiculares (MVB), se desenvolvem a partir do endossomo primario e sdo caracterizados pela
presenca de multiplas vesiculas interluminais chamadas de exossomos. Os exossomos séo liberados
através da fusdo do endossomo tardio com a membrana plasmatica. B) As vesiculas intraluminais
sdo formadas pela reorganizacdo das proteinas da membrana endossomal, como CD9 e CD63
dentro de dominios ricos em tetraspaninas. Em seguida, uma série de Endosomal Sorting Complex
Required for Transport (ou ESCRTS) sdo recrutados para o local de brotamento. (Adaptado de
Akers et al. 2013°%).

1.8. MicroRNAs em Vesiculas Extracelulares no Tecido Muscular

O conhecimento sobre a acdo das vesiculas extracelulares tem avancando muito,
principalmente no musculo cardiaco (para revisdo, ver Waldenstrom & Ronquist, 2014 1),
Essas vesiculas extracelulares podem transportar miRNAs cardiacos que controlam importantes
processos na remodelagio apos infarto (para revisdo, ver Sahoo & Losordo, 2014 %), De fato,
ja foram identificados os miRNAs miR-126, -130a, -210, -133, -146a, -21, -22, -24, -210 e -
320 sendo transportados por vesiculas extracelulares e com acao em diferentes vias moleculares
no musculo cardiaco (revisado em Ailawadi et al., 2014 1°7). Dentre os trabalhos, destaca-se o
estudo realizado por Bang et al., 2014 8, que demonstrou que fibroblastos cardiacos liberam

exossomos enriquecidos com miRNAs e, dentre esses miRNAs, destaca-se 0 miR-21 como um
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importante mediador da sinalizacdo paracrina na hipertrofia de cardiomidcitos. Além disso,
Kevin A et al. (2017) 1% descrevem os miRNAs miR-1, -21, -24, -29b, -133a e b, -199, -208,
-214, e 0 -499 como participantes de um mecanismo de comunicacdo entre cardiaco e o
musculo esquelético.

Apesar da grande maioria dos trabalhos se restringirem ao estudo do musculo estriado
cardiaco, evidéncias sugerem que esse mecanismo de transporte de miRNAs por meio de
vesiculas também seja fundamental na manutencdo do musculo estriado esquelético 1%, bem
como na comunicagio desse tecido com outros 6rgéos, como o figado e o pancreas 1*°. De fato,
He et al. 2014 !, demonstraram que na caquexia associada ao cancer, as células tumorais
produzem vesiculas extracelulares enriquecidas com miR-21, o qual é capaz de induzir
apoptose em mioblastos. Ainda nesse contexto, Forterre et al., 2014 2 realizaram uma analise
do perfil de miRNAs em mioblastos e miotubos e compararam com o perfil de miRNAs dos
exossomos liberados por essas mesmas células. Esses autores identificaram 3 miRNAs mais
enriquecidos em exossomos do que nos proprios mioblastos, e 2 miRNAs mais abundantes em
exossomos do que em miotubos. Além disso, 0s autores também demonstraram que esses
miRNAs transportados por exossomos oriundos de miotubos inibem a proliferacdo de
mioblastos através da repressao do gene Sirtl. Esses resultados sugerem o envolvimento dos
miRNAs transportados por exossomos no processo de diferenciacdo de mioblastos em miotubos
112 Recentemente, foi demonstrado que os mMiRNAs miR-23a e miR-182 estdo presentes em
exossomos isolados do meio de cultura de miotubos C2C12, e que o tratamento com o
glicocorticdide dexametasona, o qual induz atrofia das células musculares, aumenta a
quantidade desses miRNAs nos exossomos 1*14 Evidéncias sugerem que exossomos
musculares enriquecidos com Miostatina, um regulador negativo do crescimento muscular,
inibem indiretamente a expressdo do miR-218, um importante componente da diferenciacdo de
osteoblastos, demonstrando assim um novo mecanismo de comunica¢do muasculo-osso %,

Sendo assim, além do papel inquestiondvel dos miRNAs em importantes processos
celulares e moleculares do musculo esquelético (revisado em Sharma et al., 2014 %), sua
importancia se intensifica ainda mais quando observamos que esses MiRNAs podem ser
transportados de forma especifica e direcionada para células ou tecidos alvo por meio de

exossomos, em diferentes condigdes atroficas.
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1.9. Hipdtese

Como 1) os niveis plasmaticos de TNF-a encontram-se elevados em vérias doencas
cronicas com atrofia do musculo esquelético; 2) TNF-a possui um papel fundamental,
principalmente no desenvolvimento de alteragcOes celulares e moleculares que resultam na perda
de funcéo e massa muscular na caquexia; 3) RNAs controlam importantes processos celulares
e moleculares do tecido muscular; 4) RNAs musculares podem ser transportados de forma
especifica para células ou tecidos alvos, por meio dos exossomos. A hipdtese do presente
trabalho é que células musculares com atrofia induzida por TNF-a liberem um contetdo de
RNAs especificos via exossomos, permitindo identificar moléculas sinalizadoras e reguladoras

que, de forma seletiva, alteram a expresséo de genes em mioblastos e miotubos.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

O objetivo do presente estudo foi caracterizar RNAs transportados por exossomos de miotubos
C2C12 com atrofia induzida por TNF-a, e avaliar a acao desses exossomaos na expressao géncia

de mioblastos e miotubos C2C12.

2.2. Objetivos Especificos

Utilizando-se de miotubos C2C12 com atrofia induzida por TNF-a:

2.2.1. Isolar, caracterizar e quantificar exossomos presentes no meio de cultivo;

2.2.2. Avaliar o efeito do tratamento com exossomos na proliferagdo/migracéo de mioblastos e
na atrofia de miotubos;

2.2.3. Caracterizar o perfil global das principais classes de RNAs presentes nos exossomos;

2.2.4. Identificar in silico os possiveis genes alvos dos miRNAs mais abundantes nos

€X0Ssomaos.
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3. Material e métodos

3.1 Cultura celular

Para esse estudo foi utilizada a linhagem de mioblastos de camundongo C2C12. Essa
linhagem celular é uma importante ferramenta para o estudo da atrofia muscular, pois expressa
importante vias celulares e moleculares do masculo esquelético e, além disso, possui uma
extensa quantidade de dados disponiveis, incluindo dados de microarray e RNA-Seq 1121, A
linhagem celular C2C12 foi obtida do banco de células do Rio de Janeiro e mantida com meio
de crescimento DMEM (meio de Eagle modificado por Dulbecco - Life Technologies, EUA)
com 20% de soro fetal bovino - FCS (Life Technologies, EUA) e 1% de antibidticos-
antimicético (penicilina e estreptomicina, Life Technologies, EUA). A diferenciacdo de
mioblastos para miotubos foi realizada com a substituicdo do meio de crescimento por meio de
diferenciacdo (DMEM, 2% de soro de cavalo e 1 % de antibiotico).

Para obtencio dos exossomos de miotubos tratados com TNF-a, 32 garrafas de 75 cm?
foram semeadas com 2,08x10* de mioblastos C2C12. Ap6s atingirem confluéncia de 80%, o
meio foi substituido por meio de diferenciacdo. Apos 6 dias de diferenciacao, 16 garrafas foram
tratadas com 10ng/mL de TNF-a por 18h para induzir atrofia. Outras 16 garrafas controles
foram cultivadas sob o mesmo protocolo, entretanto, sem a adicdo de TNF-a. O tempo de
tratamento foi determinado com base em analises prévias do nosso grupo de pesquisa que
verificou aumento significativo na expressao génica e proteica de atrogenes, como 0 Trim63
(tripartite motif-containing 63) e Fbxo32 (F-box protein 32). Para evitar os efeitos de
exossomos exdgenos pré-existentes no soro de cavalo e fetal bovino utilizados nos
experimentos, nds centrifugamos todo o soro utilizado nos tratamentos a 160.000 x g por 8h

para remocao de vesiculas extracelulares.

3.2. Purificagé@o de exossomos liberados em meio de cultivo

O meio de diferenciacao utilizado nas 16 garrafas tratadas com TNF-a foram reunidos
em um unico recipiente, e em um outro o0 meio das garrafas controles. Inicialmente, o meio de
cada garrafa (controle e tratada TNF-a) foi centrifugado a 2.000 g por 20 minutos, 0

sobrenadante foi transferido para novos tubos e centrifugado novamente a 16.500 g por 20
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minutos, para remocdo de células em suspensdo, corpos apoptéticos e microvesiculas. Em
seguida, o meio foi filtrado utilizando filtro de 0,22 um, seguido de centrifugacdo a 120.000 g,
por 70 min, a 4 °C. O pellet rico em exossomos foi lavado por 2 vezes com PBS e, finalmente,

ressuspendido em 500 uL de PBS e armazenado a -80 °C.

3.3. Microscopia eletronica de transmissao

Para confirmar se o protocolo empregado para o isolamento de exossomos foi capaz de
obter vesiculas com tamanho esperado, uma aliquota foi submetida a microscopia eletrdnica de
transmissdo. Os exossomos foram marcados usando o protocolo descrito por Lé&sser, C. et al.
(2012)*22, com pequenas modificacdes. Resumidamente, foi colocado uma gota de 30 pL de
exossomos ressuspendidos em PBS sobre folha de parafilme, sobre ela foi posicionado
suavemente uma grade de niquel revestida de carbono, a qual foi mantida nessa posi¢do por 60
min. A grade de niquel foi lavada com 3 gotas de PBS, transferindo-a de uma gota para outra a
cada 1 minuto. A grade com os exossomos foi fixada em 2,5% de glutaraldeido por 10 minutos
e, em seguida, lavada com agua destilada. A amostra foi contrastada com 2% de acetato de
uranilo, por 15 minutos, seguido por 0,13% de metilcelulose e 0,4% de acetato de uranilo, por
10 minutos. O excesso de liquido foi removido suavemente usando um papel absorvente e
posteriormente secado ao ar livre, por 5 minutos. As grades foram examinadas em microscopio
eletronico de transmissdo CM100 (Phillips, NL) do Centro de Microscopia Eletronica - CME -
IBB - UNESP e fotografadas. A 1imagens foram analisadas no Image] ®

(http://imagej.nih.gov/ij/), para obtencdo do diametro das vesiculas.

3.4. Quantificacdo dos exossomos

Os exossomos foram quantificados em placa de 96 pogos utilizando o kit ExoELISA para
0 marcador de exossomo CDG63 (System Biosciences, USA), conforme recomendagdes do
fabricante. Primeiramente, o anticorpo primario para CD63 foi ligado aos exossomos; em
seguida, foi acrescentado o anticorpo secundario conjugado com peroxidase. A revelagéo foi
dada pelo acréscimo do substrato colorimétrico Extra-sensitive TMB, e incubado a 37 °C por

uma hora. Finalmente, a placa foi analisada por leitora de placa de microtitulagdo (BioTek,
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USA), no comprimento de onda de 450 nm. A quantificacédo foi dada por meio da equagéo de
reta gerada a partir da curva padrdo preparada paralelamente com as amostras.

3.5. Marcacéao por PKH67

Para verificar a capacidade dos exossomos de serem capturados por células alvos apds
terem sidos isolados, 0s mesmos foram marcados com o corante fluorescente PKH67 (Sigma,
USA), conforme as recomendacGes do fabricante. Em seguida, os exossomos foram
centrifugados utilizando o mesmo protocolo de isolamento (ja descrito anteriormente), para
remover o corante que ndo se ligou aos exossomos. Em seguida, 0s exossomos marcados foram
colocados em cultura de mioblastos C2C12, por 24 horas. Além disso, foram realizados trés
controles: o primeiro consistiu em deixar o meio de cultivo celular com exossomos corados a
4° C, para verificar se 0s exossomos poderiam entrar nas células alvos aleatoriamente; o
segundo e o terceiro controles foram realizados tratando-se os mioblastos apenas com o corante
PKH67, sendo um deles mantido a 4°C, e o outro a 37° C, para verificar se o corante por si s6
poderia corar os mioblastos. Por fim, os nlcleos foram marcados com DAPI e, posteriormente,
analisados em microscopio de fluorescéncia BX61 (Olympus, USA) para verificar se 0s
exossomos foram internalizados pelos mioblastos. Foram coletadas fotos para as duas

marcacdes (PHH67 e DAPI) e posteriormente sobrepostas a fim de gerar uma imagem Unica.

3.6. Exposicdo dos mioblastos e miotubos aos exossomos isolados

Mioblastos e miotubos foram cultivados em placas de 6 pogos utilizando-se soro de
cavalo e soro fetal bovino livres de exossomos, respectivamente. Para cada poco, contendo
mioblastos ou miotubos, foram acrescentados 2x107 exossomos. Foram utilizados dois
controles para cada ensaio com mioblasto ou miotubo: um foi constituido a partir do excipiente
utilizado para diluir os exossomos (Phosphate Buffered Saline - PBS); e o outro controle foi
constituido de exossomos de miotubos que ndo foram tratados com TNF-a. As placas foram
mantidas em estufa nas condi¢des adequadas por 24 horas. Apés esse periodo, as células foram

estocadas a -80°C para posterior extracdo do RNA total.
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3.7. Ensaio de Migracao/Proliferacdo — Wound Healing

O ensaio Wound Healing foi um dos primeiros experimentos desenvolvidos para a
andlise in vitro de migragdo/proliferacdo celular 13, Para realizacdo desse ensaio, mioblastos
C2C12 foram cultivadas em placas de 6 pogos na concentracdo de 4x10* células/cm?. Apds
terem atingido confluéncia equivalente a 100%, foi realizada uma linha reta no maior diametro
de cada poco utilizando uma ponteira estéril de 200uL (simulando um ferimento), para retirada
de todas as células aderidas. A &rea lesada foi avaliada em 0, 6, 12 e 24 horas, em microscopio
invertido de contraste de fase Axio Vert.Al (Zeiss, GER). A velocidade de preenchimento do
espaco da lesdo na placa de cultura foi calculada comparando area inicial com a area
remanescente, apos cada periodo, até seu fechamento total. Cada momento foi fotografado para
obtencdo das medidas de area, a qual foi realizada utilizando o programa Imagel®

(http://imagej.nih.gov/ij/).

3.8. Avaliacdo da expressdo génica por Reacdo em Cadeia da Polimerase em
Tempo Real ap6s Transcri¢do Reversa (RT-qPCR)

Os experimentos de RT-gPCR foram realizados seguindo as orientagfes do MIQE: Minimum

information for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiment 124,

a) Extracao de RNA total: O RNA total de miotubos, mioblastos e exossomos isolados foram
extraidos utilizando Trizol (Life Technologies, EUA), conforme orientacfes do fabricante. As
amostras de RNA foram tratadas com TURBO DNase (Ambion, EUA) para remover a
contaminag¢do com DNA gendmico. O RNA foi quantificado por espectrofotometria utilizando

0 equipamento NanoVue (GE Life Sciences, EUA).

b) Anélise da qualidade do RNA: A qualidade do RNA foi obtida pelo nimero da integridade
do RNA (RNA Integrity Number, RIN), a partir da analise dos RNAs ribossomais utilizando-se
o sistema 2100 Bioanalyzer (Agilent, EUA) 1?°. Diante da baixa concentracdo de RNA obtido

dos exossomos, ndo foi realizada a analise de RIN para essas amostras.
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¢) Reacdo de Transcricdo Reversa (miRNA): A transcrigéo reversa dos miRNAs obtidos dos
exossomos foi realizada utilizando o kit TagMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit (Life
Technologies, EUA) combinado com o Stem-loop Megaplex™ RT Primers (Life Technologies,
EUA), seguindo de pré-amplificacdo conforme orientagcdes do fabricante. As condicdes de

termociclagem foram as mesmas indicadas pelo fabricante.

d) PCR quantitativo em Tempo Real (miRNA): Cada amostra pré-amplificada foi analisada
utilizando o TagMan Low Density Array Rodent MicroRNA A+B Cards Set v3.0 (Life
Technologies, EUA) que permite a identificacdo de 641 miRNAs maduros. As condicdes de
termociclagem foram as mesmas indicada pelo fabricante. Os miRNA considerados relevantes

foram aqueles que obtiveram valor de Cq (ciclo de quantificacdo) maior ou igual a 25.

e) Reacdo de Transcricdo Reversa (mMRNA): A transcrigdo reversa para mRNA foi realizada
utilizando o kit High Capacity RNA-to-cDNA Master Mix (Life Technologies, EUA), seguindo
as orientacbes do fabricante para um volumo total de 20 uL. As condi¢des de termociclagem

foram as mesmas indicada pelo fabricante.

f) PCR quantitativo em Tempo Real (mMRNA): Cada amostra de cDNA foi analisada com
ensaios SYBRgree (Life Technologies, EUA), contendo primers especificos para o(s) mMRNA
alvo(s) e SYBRgree Universal PCR Master Mix, No AmpErase® UNG (2X) (Life Technologies,
EUA) numa reacéo total de 20 uL. A quantificacéo relativa da expressao génica foi realizada

utilizando o método de Cq comparativo *?°.

3.9. Sequenciamento de RNA total em larga escala(RNA-Seq)

Foram utilizados aproximadamente 6ng de RNA total para o sequenciamento em larga
escala, sem depletar os RNASs ribossomais. A fragmentacdo do RNA, sintese da primeira e da
segunda fita de cDNA, reparo das fitas de cDNA, adenilagdo, indexacdo e ligagédo dos
adaptadores foram realizadas utilizando o kit TruSeqTM Stranded Total RNA sample
preparation (Illumina, USA), segundo recomendaces do fabricante. As amostras (bibliotecas)

foram adicionadas na flowcell para formacéao de clusters, e posterior sequenciamento em larga
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escala. O sequenciamento (RNA-Seq) foi realizado na plataforma NextSeq 500 System
(IMlumina, USA) por meio do kit de sequenciamento NextSeq 500/550 High Output v2 150
cycles (Illumina, USA). Cada molécula foi sequenciada em ambas as extremidades (pair-end)
e os fragmentos resultantes foram de aproximadamente de 160 pares de bases, sendo 80pb por
extremidade.

Os dados gerados no sequenciamento foram carregados automaticamente para a nuvem
da Illumina, Basespace, para posterior analise. As reads paired-end foram alinhadas e em
seguida pareadas com o genoma de Mus musculus (mm10) utilizando o TopHat2 '?’ e a
contagem de genes RefSeq foram obtidas utilizando o HTseq2 1% e a contagem de reads
normalizada usando DESeq2 (version 1.4) 12°,

3.10. Reandlise de dados de expressao génica global por microarrays

Os dados de RNAs obtidos de exossomos foram correlacionados com dados reanalisados
de dois experimentos de expressdo global de MRNAS, por microarrays, de células miogénicas.
O primeiro conjunto de dados foi obtido a partir do tratamento de miotubos (24h de
diferenciagdo) (linhagem PMI28) com TNF-a (2x10° U/mL), nos tempos de 4, 12 e 24h. Os
dados brutos desse experimento foram disponibilizados online por Mayer, et al. (2015) **° em

ArrayExpress 31 (www.ebi.ac.uk/arrayexpress), sob nimero de acesso E-MTAB-3474. O

segundo conjunto de dados foi obtido a partir de experimento analisou diferentes periodos de
proliferacdo e diferenciacdo de mioblastos C2C12, desde dois dias antes do inicio da
diferenciacédo até 10 dias ap0s inicio da diferenciacdo (-2, -1, 0, 2, 4, 6, 8 e 10 dias). Os dados
de microarrays desse experimento foram disponibilizados online por Tomczak, et al. (2004) 132
em Gene Expression Omnibus 3 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo) sob nimero de acesso
GSE989.

Antes de compararmos 0s experimentos disponiveis entre si, analisamos a expressao
génica de cada um separadamente. Para 0 experimento que tratou células PMI28 com TNF-a,
nos obtivemos os genes diferencialmente expressos utilizando o protocolo LIMMA (Linear
Models for Microarray Data) ***, utilizando como controle os miotubos 24h sem tratamento, 0s
quais foram comparados com os miotubos tratados com TNFa por 4, 12 e 24h. Para o segundo
experimento  foi  utilizado o  script GEO2R ¥ disponivel  online

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/geo2r/), no qual comparamos miotubos com 4 dias de
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diferenciacdo com miotubos com 6, 8 e 10 dias de diferenciacdo. Para ambos experimentos,
consideramos diferencialmente expresso apenas 0s genes que tiveram valor de Fold Change
log2 >0.5849 ou <-0.5849 (0 mesmo que Fold Change de 1,5). Em seguida, pareamos 0s genes
identificados anteriormente nos dois experimentos, e selecionamos apenas 0s transcritos que
apresentavam alteracdo de expressao no grupo tratado com TNF-a.

Para andlise da ontologia dos genes diferencialmente expressos, nos utilizamos o Gene
Ontology (http://www.geneontology.org/) em busca de termos enriquecidos, utilizando
correcdo de Bonferroni e aceitando apenas termos com valor de p < 0.05. Também utilizamos
a ferramenta online REVIGO (http://revigo.irb.hr/) para remover termos redundantes e

condensar termos em comum.

3.11. Predicdo de alvos de miRNAs

A fim de identificar possiveis alvos dos miRNAs diferencialmente expressos por RT-
gPCR, foi utilizado o miRWalk 2.0, que retine dados de predicéao de alvos gerado por diferentes
algoritmos (inclusive algoritmo prdprio) *. Dentre eles, selecionados 6 algoritmos distintos
(miRWalk, miRDB, MicroT4, miRanda, RNAhybrid e Targtscan) para eleger os possiveis
alvos. Aceitamos apenas alvos que foram preditos por pelo menos 3 dos algoritmos
selecionados. Em seguida, verificamos se 0s alvos preditos estavam expressos e se estavam
alterados em miotubos tratados com TNF-a (descrito anteriormente). Também, verificamos se
as interacOes foram validadas experimentalmente, utilizando o banco de dados do miRTarBase

136 Por fim, pesquisamos no PubMed (https://www.nchi.nlm.nih.gov/pubmed/ em 20/10/2017)

e bancos de dados Vesiclepedia (http://microvesicles.org/ em 21/10/2017), ExoCarta
(http://www.exocarta.org/ 22/07/2017) e EVpedia (http://evpedia.info/ em 23/10/2017) ¥ se a

presenca dos miRNASs alterados ja foi relatada em exossomos.

3.12. Analise estatistica dos dados

Os dados foram expressos como média + desvio padrdo (SD). A analise estatistica foi
realizada usando o software GraphPad Prisma v 6.07 (GraphPad Software, Inc., EUA). Para
todas as analises estatisticas ndo descritas em outro local, utilizamos um teste ndo paramétrico,
Mann Whitney. As diferengas foram consideradas estatisticamente significativas quando
p<0,05.
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4. Resultados

4.1. Tratamento com TNF-« induz atrofia de miotubos C2C12

Avaliamos por RT-qPCR a expresséo de genes relacionados com os processos de atrofia,
proliferacéo e diferenciacdo celular (Figura 3). Esses dados demonstraram um aumento na
expressao dos genes de atrofia (atrogenes) Fbox32 e Trim63, bem com diminuicéo na expressdo

dos genes MyoD e Myhlla, os quais estdo envolvidos com diferenciacdo de células musculares.

3 Controle
BB TNF-o

Fold Change

Fbox32 Trim63 MyoD Myhlla

Figura 3. Nivel de expressao, por RT-gPCR, de genes marcadores de atrofia. Foram
analisados os genes Fbox32 (Ubiquitin E3 ligase atrogin-1), Trim63 (tripartite motif-
containing 63), Myodl (myogenic differentiation 1) e Myhlla (myosin heavy chain
2) em miotubos C2C12 tratadas com TNF e seu respectivo controle. As linhas
tracejadas indicam se o gene estd regulado positivamente (up) ou negativamente
(down). Como normalizadores foram utilizados os genes Ppia e Ppib. Para cada
grupo foi utilizado o0 n=6. Os valores séo expressos em fold change (média * desvio
padrdo). * p <0,05; ** p <0,001: significancia estatistica versus grupo controle.

4.2. Quantificacdo e caracterizacdo dos exossomos

Obtivemos a concentracio de 3,86x10° exo/mL (exossomos por mililitro) provenientes
do meio de cultura dos miotubos C2C12 tratados com TNF-a, e 4,27x10° exo/mL do meio
cultura dos miotubos controles, os quais ndo receberam tratamento com TNF- a. Ambos grupos

de exossomos foram quantificados utilizando a proteina de superficie CD63.
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Além disso, avaliamos quanto a homogeneidade das vesiculas isoladas, e se as mesmas
correspondiam com o tamanho esperado para exossomos (40-150 nn) %138 Mais de 100
vesiculas foram analisadas em microscopio eletrénico de transmisséo, as quais apresentaram
tamanho de 67,76 £ 14,96 nm (meédia = desvio padrdo), correspondendo ao esperado para
exossomos %8 (Figura 04). Além disso, essa analise por microscopia eletronica de transmissdo
permitiu a identificagdo de alguns exossomos com formato de hemacia, um artefato

caracteristico de exossomos neste tipo de analise (Figura 04 C).
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Diametro (nm)

Figura 4. Analise de exossomos por microscopia eletrénica de transmissdo. A)
regido avaliada com abundancia de exossomos isolados. B) detalhe
demonstrando exossomos com diferentes tamanhos. C) exossomos no centro da
imagem com formato parecido com uma hemécia, artefato caracteristico para
vesicula em preparacbes para microscopia eletrbnica de transmissdo. D)
Diametro médio dos exossomos obtidos (n=100).
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4.3. Exossomos isolados sdo vidveis e capazes de serem capturados pelas células

receptoras
Nossos resultados demostraram que o método de obtencdo de exossomos baseado em
ultracentrifugacdo foi eficaz na preservacdo da capacidade dos exossomos de serem

reconhecidos e capturados pelas células-alvo (mioblastos). Além disso, demostramos que a
captura dos exossomos pelos mioblastos ocorreu de forma ativa (Figura 5a e 5c).
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Figura 5. Capacidade dos exossomos derivados de miotubos C2C12 serem
reconhecidos e capturados de forma ativa por mioblastos C2C12. Nucleos foram
corados com DAPI (azul) e os exossomos com PKH67 (verde). A) Exossomos corados
com PKHG67 foram acrescentados a cultura de mioblastos e mantida em condicdes
Otimas (37° C a 5% de CO3). Os exossomos foram reconhecidos e absorvidos marcando
o citoplasma dos mioblastos (verde); B) Corante PKH67 sem exossomos em condicdes
Otimas; C) Exossomos corados com PKH67 mantido a 4°C; e D) Corante PKH67 sem
exossomos mantido a 4°C ndo foram capazes de marcar o citoplasma de mioblastos
C2C12.
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4.4. Exossomos alteram expressdo génica de mioblastos e miotubos

Avaliamos em mioblastos C2C12, por RT-gPCR, a expressédo dos transcritos Ccndl,
Top2a, MyoG e Zebl, os quais séo envolvidos com a proliferacdo e diferenciacdo celular
(Figura 6). Observamos que tanto exossomos provenientes de miotubos controles quanto
miotubos tratados com TNF- o (Exo-CT e Exo-TNFa) foram capazes de diminuir a expressao
do gene Ccndl em mioblastos, que transcreve uma importante proteina necessaria para
progressdo da fase G1 do ciclo celular *°. A MyoG se mostrou aumentada em exossomos
controles (Exo-CT), e a expressdo de Top2a e Zebl nédo alterou em Exo-CT ou Exo-TNFa.
Quanto aos miotubos, o tratamento com 0s exossomos ndo alterou a expressdo dos genes
Fbox32, Myhcl e Zebl; no entanto, Myhclla e Tnntl aumentaram sua expressdo em ambos

tratamentos com exossomos (Exo-CT e Exo-TNF-a) (Figura 7).

3 Controle
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Figura 6. Nivel de expressdo, por gPCR, de genes envolvidos com proliferacdo e
ciclo celular em mioblastos ap6s tratamento com exossomos proveniente do meio de
cultura de miotubos tratados com TNF- o e seu respectivo controle. Foram analisados
0s genes Ccndl, Top2a, MyoG e Zebl. As linhas tracejadas indicam se o gene esta
positivamente (up) ou negativamente (down) regulado, fold change de 1,5. Como
normalizadores foram utilizados os genes Ppia e Ppib. Para cada grupo foi utilizado
0 n=4. Os valores sdo expressos em fold change média + desvio padrdo. * p <0,05;
** pn <0,01: significancia estatistica versus grupo controle.
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Figura 7. Nivel de expressdo, por gPCR, de genes envolvidos com diferenciacéo e
atrofia. Foram analisados os MRNAs para Fbox32, Myhcl, Myhclla, MyoD1, Tnntl,
Zebl e MyoG de miotubos tratados com exossomos proveniente de miotubos
expostos a TNF- a. As linhas tracejadas indicam se 0 gene estd positivamente (up)
ou negativamente (down) regulado, fold change de 1,5. Como normalizadores foram
utilizados os genes Ppia e Ppib (os dois mais estaveis para 20 enddgenos pelo
gNorm). Os valores sdo expressos em fold change média + desvio padrdo. * p <0,05:
significancia estatistica versus grupo controle.

4.5. Exossomos alteram a migracao celular

O fechamento da “ferida” (corte) foi acompanhado nos tempos Oh, 6h, 12h e 24h, e os

dados sdo apresentados na figura 8. O tratamento mostrou que exossomos oriundos de

miotubos tratados com TNF-a. (exo-TNFa) tém efeito negativo sobre mioblastos, diminuindo a

velocidade de fechamento da ferida (risco) em relacdo aos mioblastos controles.
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Figura 8. Migracdo celular foi analisada por ensaio de Wound-Healing ap6s
tratamento com exossomos provenientes de miotubos tratados com TNF-o nos
tempos 0 h, 6h, 12 h e 24 h. O fechamento da “ferida” por mioblastos foi quantificado
pela area do corte ndo preenchida por células nos tempos pré-estabelecidos. Os dados
sd0 expressos em porcentagem, a linha tracejada indica 50% da area fechada e as
barras desvio padrdo (n=4 por grupo). * p <0,05: significancia estatistica versus
grupo Exo-CT.

4.6. Exossomos proveniente de miotubos tratados com TNF-a transportam RNAs

A partir dos exossomos obtidos de miotubos tratados com TNF-a, e seus respectivos
controles, foram identificamos 44 miRNAs expressos em exossomos derivados de miotubos
C2C12 (Tabela Suplementar 1). Para anélise de expresséo diferencial, os valores obtidos para
cada miRNA foi normalizado utilizando método descrito por D'haene, et al (2009) 4. Dentre

0s miRNAs analisados, 3 se apresentaram regulados positivamente e 3 negativamente (Figura

9).
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Figura 9. miRNAs diferencialmente expressos em exossomos provenientes
do meio de cultura de miotubos tratados com TNF-a. Os dados sdo
apresentados em log2 de fold change + desvio padrdo. As linhas tracejadas
indicam se 0 miRNA esta regulado positivamente ou negativamente, nimero
de vezes alterado foi de 1.5 em log de 2.

Além disso, andlises de sequenciamento de nova geracdo permitiu identificar 194
transcritos em exossomos de miotubos (Tabela suplementar 2), dos quais 24 apresentaram
mais abundantes, com contagem de Reads igual ou superior a 10 (Tabela 01), e desses, 11
apresentaram expressdo com variacao de 8 vezes (em log2 = 3) nos exossomos provenientes de

miotubos tratados com TNF-a em relagdo aos exossomos controles (Tabela 2).
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Tabela 1 — Transcritos mais abundantes em exossomos de miotubos C2C12 tratado com TNF-a

n Reads
Symbol Gene Name
EXO-CT EXO-TNF A Reads (log2)
Gm15662 ENSMUSG00000089855 241 434 0.85
Rpph1 Ribonuclease PHFiNA component 92 132 0.5
Mir6236 microRNA-6236 156 130 0.26
mE-RNr2 Mitochondrially encoded 16S 1376 107 3.68
rRNA
Rny3 RNA, Y3 small cytoplasmic 26 96 1.88
Rn7sk RNA, 7SK, nuclear 42 78 0.89
Rnyl RNA, Y1 small cytoplasmic 12 72 2.58
Rprl3 Ribonuclease P RNA-like 3 49 72 0.56
Eeflal Eukaryotflgcttr;nilgﬂ)ohnaellongatlon 11 49 216
mt-Rnrl Mitochondrially encoded 12S 599 34 3.94
rRNA
Fthl Ferritin heavy polypeptide 1 1 21 4.39
Ncl Nucleolin 8 18 1.17
RNA component of mitochondrial

Rmrp pRN Nase P 4 17 2.09
Ftl1 Ferritin light polypeptide 1 1 15 3.91
Rplpl Ribosomal protein, large, P1 6 14 1.22
Cyb5r3 Cytochrome b5 reductase 3 7 13 0.89
Rpl8 Ribosomal protein L8 1 12 3.58
Gm26809 Long intergenic non-coding RNAs 5 12 1.26
Rps19 Ribosomal protein S19 2 11 2.46
Rps24 Ribosomal protein S24 4 11 1.46
Rps15 Ribosomal protein S15 1 10 3.32
Rnull U11 small nuclear RNA 1 10 3.32
Fnl Fibronectin 1 2 10 2.32
Des Desmin 4 10 1.32
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Tabela 2 — Transcritos que variaram em pelo menos 8 vezes sua abundancia em exossomos de
miotubos C2C12 tratado com TNF-a.

n Reads

Gene Name Gene ID A Reads

EXO-CT EXO-TNF (log2)
Fthl Ferritin heavy polypeptide 1 1 21 4.39
mt-Rnrl Mitochondrially encoded 12S rRNA 522 34 3.94
Ftil Ferritin light polypeptide 1 1 15 3.91
mt-Rnr2 Mitochondrially encoded 16S rRNA 1376 107 3.68
Rpl8 Ribosomal protein L8 1 12 3.58
Rps15 Ribosomal protein S15 1 10 3.32
Rnull U11 small nuclear RNA 1 10 3.32
Rpl41l Ribosomal protein L41 1 9 3.17
D8Ertd738e DNA segment, Chr 8, ERATO Doi 738 9 1 3.17
Vim Vimentin 1 8 3.00
Mtl Metallothionein 1 1 8 3.00

Dente os transcritos mais varidveis e abundantes nos exossomos de miotubos tratados
com TNF-o, nés identificamos os RNAs ribossomais mitocondriais 12S e 16S, codificados
pelos genes mt-Rnrl e mt-Rnr2 do DNA mitocondrial, respectivamente. Além de terem um
papel notdrio na constituicdo de ribossomos, esses RNAs podem ser reconhecidos e traduzidos
em peptideos com importante papel biolégico *!. Foram relatados 8 peptideos codificados por
esses RNAs ribossomais, sendo 7 deles no RNA 16S (HN, SHLP1, SHLP2, SHLP3, SHLP4,
SHLP5 e SHLP6) e 1 no RNA ribossomal 12S (MOTS-c) *. A localizagdo no genoma
mitocondrial desses peptideos é representada na figura 10. Também analisamos se
experimentalmente havia sido demonstrado que rRNA mitocondrial pode ser lido pelos
ribossomos, e verificamos junto ao GWIPS-viz, que os rRNAs mitocondrial 12S e 16S foram
encontrados acoplado a ribossomos com base na técnica de Ribossomo Footprinting (Ribosome

profiling) 142, evidenciando a possibilidade de tradugio de rRNA ribossomal (Figura 11).
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Figura 10. Esquema do DNA circular mitocondrial de humanos. Em vermelho
sdo destacadas as posi¢cOes dos RNAs ribossomais 12S e 16S; em azul a
localizacdo de cada sequéncia codificadora dos peptideos HN, MOTS-c,
SHLP1, SHLP2, SHLP3, SHLP4, SHLP5 e SHLP6. O esquema foi montado
com base na sequéncia notada NC_012920 (Andrews RM, 1999 143),
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Figura 11. Analise de sequencias a partir da técnica de Ribosome Profiling para os RNAs
ribossomais 12S e 16S. Ribo-Seq apresenta sequenciamento de fragmentos acoplados a
ribossomos. RNA-seq, refere-se ao sequenciamento de RNA completo.



4.7. mRNAs diferencialmente expressos em miotubos tratados com TNF-a

Na andlise comparativa entre dois experimentos de expressdo génica durante a miogénese
in vitro, por microarrays, permitiu identificar 124 genes diferencialmente expresso entre
miotubos controles e miotubos tratados com TNF-a. Desses transcritos foram identificados 55
genes com expressdo aumentada e 69 genes com expressdo diminuida (Tabelas Suplementares
3 e 4). Utilizando analise de ontologia de genes e removendo os termos redundantes, foi
possivel identificar 14 vias envolvidas em processos biolégicos, como Regulation of
inflammatory response (G0:0050727), regulation of cysteine-type endopeptidase activity
involved in apoptotic process (GO:0043281), regulation of I-kappaB kinase/NF-kappaB
signaling (GO:0043122), Regulation of cytokine production (GO:0001817) e Positive
regulation of cell migration (GO:0030335) (Figura 12).
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Cellular response to lipid -:— 5.80 | 1.13E-02
Inflammatory response 5.58 | 6.09E-03
Regulation of response to external stimulus 5.57 | 1.72E-06
Positive regulation of cell migration - _ 5.45 | 2.98E-03
Lipid biosynthetic process - 5.40 | 2.33E-02
Regulation of cytokine production - 5.14 | 3.43E-04
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Figura 12. Analise de ontologia dos genes diferencialmente expressos em mioblastos
tratados com TNF-a em busca das principais vias alteradas. As barras horizontais
representam o nimero de genes encontrados em cada termo, sendo diferenciados em
regulados positivamente e negativamente pelas cores cinza e preto, respectivamente. Os
valores de nimero de vezes aumentado e de valor de p sdo apresentados aos lados das
barras horizontais e separados por uma linha vertical.
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4.8. InteracGes miRNAs e RNAs mensageiros

Alvos preditos por pelo menos trés algoritmos distinto para os miRNAs diferencialmente
expressos gerou uma lista de 10.588 possiveis alvos. Em seguida, comparamos se 0s alvos
preditos apresentavam expressdo inversa ao dos miRNAs identificados, em células musculares
tratadas com TNF-a. Para os miRNAs regulados positivamente (miR-365-3p, -146a-5p e -30b-
5p) foram identificados 23 mRNAs regulados negativamente, e para os miRNAs regulados
negativamente (miR-34c-3p, -214p-3p e -484) foram identificados 24 mRNAs regulados
positivamente (figura 13 e tabelas suplementares 5 e 6). Nenhum dos alvos preditos

apresentados no presente trabalho foram, até 0 momento, validados experimentalmente.
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Figura 13. Alvos preditos para os miRNAs diferencialmente expressos em exossomos
provenientes do meio de cultura de miotubos tratados com TNF-a. Alvos preditos por
pelo menos 3 algoritmos distintos (miRWalk, miRDB, MicroT4, miRanda, RNAhybrid e
Targtscan) e que se apresentavam diferencialmente expressos em miotubos tratados com

TNF-a.
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5. Discussao

O presente trabalho avaliou a capacidade reguladora dos exossomos produzidos por
miotubos C2C12 tratados com TNF-a por 16 horas, e seus respectivos controles, sobre
mioblastos e miotubos C2C12. Também caracterizou diferentes classes de RNAs no interior
desses exossomos, 0s quais foram correlacionamos com possiveis mecanismos de regulacgéo.
Nossos resultados demonstram que exossomos provenientes de miotubos séo capazes de alterar
a expressdo genes de vias envolvidas em proliferacdo, migracéo e diferenciacdo de mioblastos
em miotubos. Verificamos também que exossomos provenientes de miotubos tratados com
TNF-0 induzem uma menor capacidade de migragdo/proliferacdo de mioblastos. Além disso,
identificamos que o tratamento de miotubos com TNF-a altera a quantidade relativa de seis
mMiRNAs (mmu-mir-365-3p, -146a-5p, -30b-5p, -34c-3p, -214-3p e -484) e dois RNAs
ribossomais mitocondriais (12S e 16S) no interior dos exossomos.

Os miotubos tratados com TNF-o, a partir dos quais foram isolados 0 exossomos,
apresentavam parametros condizentes com atrofia; houve alteracdo da expressdo de gene-
chaves nesse processo, como a MyoD e a Myhlla, regulados negativamente, e o Fbox32 e o
Trim63, regulados positivamente. A MyoD, em conjunto com outros membros da familia de
fatores de regulacdo miogénica (MRFs), desempenha papel fundamental na formacdo dos
miotubos, induzindo a expressdo de miosinas, como a Myhlla!®#, Estudos demonstram que
Myhlla é uma das miosinas mais abundante em miotubos C2C12, e sua expressao tende
aumentar com o avanco da miogénese %4, Em contra partida, 0 aumento da expressdo dos
genes Fbox32 e Trim63 esta diretamente correlacionado com o processos de atrofia, pois o
acréscimo da expressao desses genes sinaliza a degradacéo de proteinas, inclusive de proteinas
sarcoméricas 16171%° Dados de nosso grupo de pesquisa demonstraram que, além da alteracéo
na expressédo de MyoD, Myhlla, Fbox32 e Trim63, os miotubos C2C12 tratados com TNF-a
tem reducdo do contetdo proteico com consequente redugdo do volume celular (dados ainda
nédo publicados).

Os exossomos proveniente do meio de cultivo desses miotubos tratados com TNF-a.
apresentaram didmetro de aproximadamente 40-90 nm, além de expressarem o marcador de
superficie CD63, caracteristicas esperadas para essa classe de vesiculas %, Além disso, 0s
exo0ssomos se mantiveram viaveis, pois foram reconhecidos e capturados por mioblastos
mesmo apads terem sido isolados e armazenados a -80°C. De fato, os mioblastos tratados com

exossomos proveniente do meio de cultura de miotubos tratados com TNF-a (Exo-TNF-a)
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diminuiram a taxa de migracdo em relacdo aos mioblastos tratados com exossomos controle
(Exo-CT). Experimentos com células tumorais demonstraram anteriormente que exossomos
podem exercem um importante papel na motilidade e invasibilidade dessas células!*. Além
disso, também ja foi demonstrado que exossomos secretados podem ter acdo autocrina,
promovendo mobilidade direcional e persistente!#’.

Em nossos experimentos, verificamos que ambos exossomos Exo-CT e Exo-TNFa
promovem a diminuicdo da expressdo do gene Ccndl, quando comparados com mioblastos que
ndo foram tratados com exossomos. A ciclina D1 exerce importante papel durante a proliferacéo
celular, pois regula a passagem de nticleos interfasicos da fase G1 para a fase S %8, Panda, C.
etal. (2016) analisaram a expressao desse gene durante a proliferacdo e diferenciacéo de células
C2C12, e observaram que a ciclina D1 esta regulada positivamente durante a proliferacao
celular, e sua expressdo é diminuida com o inicio da diferenciacdo, sugerindo um
comprometimento com a diferenciacdo celular e formagdo de miotubos *°. Também
observamos um aumento da expressdo de MyoG (miogenina), fator transcricional também
pertencente a familia dos MRF, e importante para diferenciacdo de mioblastos em fibras
musculares **°, Sendo assim, os dados de expressdo de ciclina D1 e MyoG sugerem que 0s
exossomos, independente se provenientes de miotubos Exo-TNFo ou Exo-CT, inibem a
proliferacdo celular de mioblastos C2C12 e, portanto, moléculas presentes nesses exossomos
podem direcionar de mioblastos para o processo de fuséo e diferenciacdo em miotubos. Em
contra partida, estudos tém demonstrado que exossomos tem a capacidade de promover a
proliferacdo celular, ao invés de inibi-la, %2, No entanto, exossomos podem ter distintos
efeitos sobre as células receptoras, uma vez que sua acdo dependerd do tipo de moléculas
transportadas por eles 79153154 Nesse sentido, Aiello, (2017) 1°° demostraram que exossomos
derivados de células T regulatorias tem a capacidade de suprimir a proliferacdo de células T.
Nossos dados também sugerem que os exossomos tem importante papel na diferenciacéo de
mioblastos em miotubos, independente do tratamento com TNF-o, uma vez que observamos
aumento da expressdo de miosina Myhclla e Tnntl em miotubos tratados com Exo-CT e Exo-
TNF-0, quando comparados aos miotubos ndo tratados com exossomos. O aumento da
expressdo desses genes sdo preditivos do comprometimento celular com a diferenciacdo de
mioblastos em miotubos **°.

Utilizando os mesmos exossomos (Exo-CT e Exo-TNF-a), pesquisamos a presenca de
641 miRNAs, utilizando o sistema Tagman Low Density Arrays; desses, 44 miRNAs estdo

presentes nos exossomos, incluindo 6 miRNAS que apresentaram quantidades relativas distintas

37



no grupo Exo-TNF-a em relagdo ao Exo-CT (3 regulados positivamente: miR-365-3p, -146a-
5p e -30b-5p; 3 regulados negativamente: miR-34c-3p, -214p-3p e -484). Posteriormente,
buscamos possiveis transcritos alvos desses 6 miRNAsS, a partir de dados de microarrays de
células C2C12 durante a miogénese e na atrofia induzida por TNF-a (disponiveis em bancos de
dados publicos). Apds a reandlise desses dados de microarrays, utilizamos esses dados dos
transcritos presentes em células C2C12 nessas condigdes para predicdo de alvos desses 6
miRNAs, a qual gerou uma lista com 47 potenciais alvos para esses miRNAs que alteram sua
quantidade relativa nos exossomos apds o tratamento com o TNF-a. Dentre esses alvos,
destacaram-se os transcritos Dapk2, St8siad4, Zebl, Statl e Psmdl10, que sdo regulados
negativamente em miotubos tratados com TNF-a com base na reanalise dos dados de
microarrays, e que estdo envolvidos em processos de migracao celular **"-%1, Foi demonstrado
previamente que o Dapk?2 exerce papel essencial na migracédo de neutréfilos e eosinofilos, e que
0 seu bloqueio diminui drasticamente a mobilidade celular **7. Apesar do Zebl também ser
associado com processo de migracdo *°, ele ndo alterou sua expressdo em nosso modelo
experimental. Além disso, a analise de enriquecimento de vias dos dados de microarrays de
células C2C12 indicou que, além das vias candnicas conhecidas por estarem alteradas no
tratamento com TNF-a, o termo ontologico positive regulation of cell migration (GO:0030335)
se mostrou enriquecido em miotubos tratados com TNF-a.

Esses dados estdo de acordo com o0s nossos achados que demonstram um possivel efeito
de miRNAs enriquecidos em exossomos na migracdo celular, pois 0 aumento da expressao dos
miRNAs miR-365-3p e -146a-5p foi concomitante com a diminuicdo da migracéo celular. E, ja
foi demonstrado previamente na literatura que o aumento da expressdo do miR-365 inibe a
capacidade proliferativa, de migracdo e invasdo de células de glioma, por inibir a fosforilagdo
do Akt e mTOR in vitro e in vivo 2. J4 o miR-146a-5p atua regulando negativamente a
expressao dos genes Igf2bpl (insulin-like growth factor 2 mRNA-binding protein 1) e HUR
(human antigen R). Também foi demonstrado que quando a expressdao do miR-146a-5p é
regulada negativamente, a capacidade de migracéo celular é parcialmente reestabelecida, e que
a diminuicdo da expressdo dos genes Igf2bpl e Hur compromete a capacidade de migragéo
celular'®3. Além disso, experimentos sugerem que o Igf-1r é alvo da familia do miR-30b-5p e,
quando a expresséao de Igf-1r € regulada negativamente, ocorre a diminui¢do da proliferacéo e
da invasibilidade celular 164165,

Os miRNAs também possuem importante papel no controle da proliferagdo e

diferenciacdo celular. O fator de transcri¢do Yin Yang 1 (Yyl) € uma proteina multifuncional

38



amplamente expressa que atua como repressor, ativador e iniciador da transcri¢do de inimeros
genes, inclusive atua no controle da proliferacéo e diferenciacdo celular 1°6-1%8, Foi demonstrado
por outros autores que a expressdo elevada do miR-34c, o qual também estava desregulados em
nosso experimento (Exo-TNF-a), inibe a proliferacdo de mioblastos por regular negativamente
0 Yyl %% Neste mesmo sentido, outro grupo de pesquisa demonstrou que o mir-34c ativa a
diferenciagdo por inibir a proliferacdo de células progenitoras in vitro 1%, Também detectamos
0 miR-214 desregulado em EXxo-TNF-a, o qual ja foi descrito como um regulador negativo da
proteina Ezh2, uma subunidade catalitica do complexo PcG X, As policombo (PcG) sdo
importantes proteinas que se ligam a regides promotoras impedindo a transcri¢do de diferentes
fatores transcricionais (para revisao, ver Schuettengruber, B. et al. 1'2). Sendo assim, 0 aumento
da expressdo do miR-214 resulta na diminuicdo da atividade das PcG, levando a expressao de
fatores transcricionais como a Myod e Miogenina e na ativacdo da diferenciacdo celular de
células musculares 1. Nesse mesmo sentido, Honardoost et al. (2015) também
correlacionaram a diminuicao da expressdo do mir-214 com ativacédo da diferenciacdo muscular
173 Esses dados sugerem que, de fato, os miRNAs transportados por exossomos exercem um
importante papel regulador, inclusive podendo ativar a motilidade celular e intensificar o
processo de diferenciacdo. Certamente a motilidade celular se faz necesséaria uma vez que é
fundamental que os mioblastos se fundam para formagéo dos miotubos.

A andlise de RNAs transportados por exossomos (Exo-TNFa e Exo-CT) por meio de
sequenciamento de nova geracdo nos permitiu identificar quais os transcritos sdo mais
abundantes em exossomos provenientes do meio de cultura de miotubo C2C12. Dentre os
RNAs mais abundantes, identificamos os RNAs ribossomais mitocondriais mt-Rnrl e mt-Rnr2.
Esses RNAs s&o conhecidos como RNAs ribossomais mitocondriais 12s e 16s,
respectivamente, e ambos sdo codificados no genoma mitocondrial 3. Os ribossomos
mitocondriais sdo formados basicamente por trés moléculas de RNA, o RNAr 16S, RNAr 12S
e o mt-tRNA, além de 80 proteinas, das quais 36 sdo especificas de mitocondrias (para reviséo,
ver Amunts, A. et al., 2015 ™¥). Esses RNAs sdo fundamentais para o funcionamento dos
ribossomos pois constituem o arcabougo dos ribossomos, bem como constituem parte do seu
sitio ativo para transcricdo de RNAs 174, Além do seu papel notério na traducdo de mRNAs,
dados sugerem que os RNAs ribossomais mitocondriais (mt-rRNAS) exercem importante papel
regulatorio. Esses mt-rRNAs séo regulados negativamente em cancer prostatico, sugerindo um

importante papel nessa doengal’”. Também foi sugerido que o aumento da taxa de metilagio no
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sitio 932 do DNA mitocondrial 12s (mt-Rnr-1) durante o envelhecimento diminui a sobrevida
dos pacientes'’®.

Além disso, ndo tdo recentemente, porém ainda pouco explorado pela comunidade
cientifica, foi demonstrado que os RNAs ribossomais 12S e 16S podem ser traduzidos em
peptideos biologicamente ativo. O primeiro peptideo foi identificado em 2013, conhecido como
humanin, o qual exerce um importante papel anti-apoptdtico 7. Outros trabalhos também
demonstraram a importancia do humanin no controle vias metabdlicas envolvidas no gasto de
energia 181°, O humanin exerce efeito cardioprotetor contra lesdes causadas por isquemia
remota, uma vez que atuam diminuindo a disfuncdo mitocondrial cardiaca ®°. Dados sugerem
que os humanins também exercem um importante papel na musculatura esquelética, pois
individuos submetido a exercicio aerdbico aumentaram sua expressdo no musculo esquelético
181_

A anélise de sequenciamento de RNAs ancorados a ribossomos (técnica de Ribosome
Profiling) disponivel no banco de dados GWIPS-viz (http://gwips.ucc.ie/) demonstrou que

regides de RNAs ribossomais 12S e 16S sdo de fato traduzidas, inclusive em mioblastos e
miotubos. Essa mesma analise demonstrou que os genes de RNA ribossomais podem ser
transcritos nos dois sentidos, forward e reverse, a partir do DNA mitocondrial. Sendo assim,
distintos peptideos podem ser formados a partir desses RNAs ribossomais. Esses peptideos sdo
chamados de Peptideos Derivados de Mitocondria - MDP (do inglés mitochondrial-derived
peptide).

Além do humanin, outros peptideos codificados nos genes ribossomais mitocondriais 12S
e 16S ja foram descritos. Dentre eles, temos o SHLP1, SHLP2, SHLP3, SHLP4, SHLP5 e
SHLPS, codificados no 16S, e 0 MOTS-c, que € codificado no 12S 82183 O SHLP2 e 0 SHLP3
parecem ter um importante papel na diferenciacdo celular e, inclusive, experimentos
demostraram que ambos aceleram a diferenciagéo celular em adip6citos na presenca de insulina
18 Também foi demostrado que o MOTS-c atua regulando a sensibilidade & insulina e a
homeostase metabdlica do corpo por ativar a via de sinalizagdo AMPK, tendo como principal
alvo o musculo esquelético 82,

Inquestionavelmente os peptideos mitocondriais sdo importantes elementos que atuam
em diferentes funcdes, contudo, 0 mecanismo responsavel pela sintese desses peptideos ainda
ndo esta plenamente elucidado, e muitas questdes por hora se mantém sem respostas. De fato,
Gidlund (2016) 8! relataram um aumento da expressdo de humanin no musculo esquelético

apos exercicio fisico, contudo, ndo identificaram seu aumento substancial na corrente
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sanguinea, apesar dos MDPs terem sido reportados como moléculas transportadas pela corrente
sanguinea %18 Também foi demonstrado que humanin exerce importante papel
cardioprotetor quando injetado em ratos submetidos a isquemia remota (IR), pois seu nivel
elevado no sangue age atenuando a disfuncdo mitocondrial e preservando parametro cardiacos,
no entanto, ratos que ndo receberam injecdo de humanin néo tiveram efeitos cardioprotetor e,
inclusive, os niveis séricos de humanin se mostraram reduzidos em ratos ap6s IR &, Por outro
lado, foi demonstrado experimentalmente que exossomos atuam como cardioprotetores apos
pré-condicionamento isquémico, e que quando esses exossomos sdo removidos da circulacao,
o efeito cardioprotetor é perdido &. Apesar de humanin e exossomos exercerem papel
cardioprotetor durante isquemia remota, até 0 momento, ndo se tem evidéncias de que ambos
atuem em conjunto e, inclusive, estudos de protebmica de exossomos ndo evidenciaram a
presenca de MDPs no interior dessas vesiculas 19188187 Analise prévia de proteinas presentes
em exossomos de plasma de camundongos apds isquemia remota também ndo foi capaz de
identificar sequencias condizentes com MDPs 8, No entanto, se os RNAs ribossomais
transportados pelos exossomos pudessem ser reconhecidos e traduzidos em MDPs, teriamos
um mecanismo que integraria a acdo de MDPs e exossomos. Nesse sentido, ja foi demonstrado
que RNA transportado por exossomos podem ser reconhecidos e traduzidos em proteinas pelas
células receptoras %. Com base em nossos achados, e em dados da literatura, propomos que,
além dos MDPs serem produzidos e terem seu efeito na propria célula que os produziu, 0s
RNAs ribossomais mitocondriais podem ser compartimentalizados e transportados por meio de
exossomos para as células alvos, onde séo traduzidos em peptideos biologicamente ativos. O
mecanismo de como os mt-rRNAs poderiam ser transportados e traduzidos é esquematizado na
Figura 14.

O mecanismo de formacdo de vesiculas derivadas de mitocondrias (MDVS) e o
envolvimento do sistema endossomal no trafego de vesiculas ainda ndo foram completamente
elucidados, porém, os principios basicos ja foram bem documentos na literatura (revisado por
Sugiura, at al. (2014) ® e Lawson, at al. (2017) 1*°). Nosso estudo é o primeiro relato de RNAs
ribossomais mitocondriais transportados por exossomos, 0S quais possivelmente podem ser

traduzidos em peptideos pelas células receptoras.
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Figura 14. Possivel mecanismo de transferéncia de RNA ribossomal mitocondrial para células-
alvos por meio de exossomos. Vesiculas sdo formadas a partir de dobramento da membrana
interna e externa da mitocondria, carregando moléculas da matriz mitocondrial, como por
exemplo RNA ribossomal mitocondrial (mt-rRNA). Subsequente, essas vesiculas, sao
direcionadas para o sistema endossomal, as quais séo incorporadas e processadas. Em seguida,
dois caminhos possiveis sdo aceitaveis: o primeiro, a carga proveniente da mitocondria é
liberada para o citoplasma celular para que o RNA ribossomal possa ser traduzido em MPDs
(peptideos mitocondriais derivados de RNA mitocondrial); no segundo caminho, as vesiculas
sdo compartimentalizadas em MVBs (corpos multivesiculares) que se fundem a membrana
plasmatica, liberando posteriormente para 0 meio extracelular suas vesiculas (chamadas de
exossomos). Os exossomos sdo transportadas até as células alvos e, uma vez reconhecidas e
incorporadas pela célula alvo, o RNA ribossomal mitocondrial pode ser traduzido em MPDs.
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6. Conclusao

Concluimos que o tratamento de miotubos com TNF-a altera a expressdo de RNAs
especificos no exossomos (MiRNAs mmu-mir-365-3p, -146a-5p, -30b-5p, -34c-3p, -214-3p e -
484 e 0s RNAs ribossomais mitocondriais 12S e 16S), os quais sdo capazes de alterar a
expressao génica, a migracdo/proliferacdo e diferenciacdo de células musculares C2C12 apds

12h de tratamento.
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8. Material Suplementar

Tabela Suplementar 1 — miRNAs expressos em exossomos de miotubos tratados com TNF-a

Ct Exo-CT Ct Exo-TNF
Target Name

Mean + SEM Mean + SEM dCt
mmu-miR-1937b-241023_mat 13.35 £+ 1.0 13.20 £ 1.6 0.15
mmu-miR-1937¢c-241011_mat 1451 + 1.0 1522 + 0.9 -0.71
mmu-miR-2134-241120_mat 16.84 + 0.7 16.67 + 0.9 0.16
mmu-miR-2138-241080_mat 19.65 £ 0.9 19.45 + 2.6 0.20
mmu-miR-720-001629 2140 = 1.1 2124 £ 19 0.16
hsa-miR-206-000510 20.24 + 0.9 2147 £ 2.9 -1.23
mmu-miR-34b-3p-4395748 26.61 + 3.5 2233 £+ 0.9 4.27
mmu-miR-1274a-121150_mat 2283 = 1.4 23.07 £ 1.0 -0.24
mmu-miR-133a-4395357 26.22 + 3.3 2329 £ 26 2.92
mmu-miR-145-4395389 26.09 + 2.8 2347 £ 1.9 2.62
hsa-miR-214-000517 23.67 + 0.2 2405 £+ 14 -0.38
mmu-miR-191-4395410 26.58 + 2.7 2414 + 19 2.44
mmu-miR-30c-4373060 28.14 + 4.2 2427 £ 33 3.87
mmu-miR-214-4395417 25.13 = 0.7 2445 £ 1.7 0.68
mmu-miR-31-4373331 26.63 + 2.3 2457 + 28 2.06
mmu-miR-30b-4373290 2848 + 3.4 2467 £ 3.1 3.81
mmu-miR-199a-3p-4395415 2850 = 34 25.07 £ 29 3.43
mmu-miR-484-4381032 26.08 + 2.5 2553 + 3.1 0.54
mmu-miR-574-3p-4395460 2732 + 3.6 2556 + 1.6 1.76
mmu-miR-16-4373121 29.13 + 19 25.60 £ 3.9 3.53
mmu-miR-146a-4373132 3047 + 29 25.60 £ 2.7 4.87
mmu-miR-19b-4373098 29.38 + 2.4 25.71 + 4.0 3.67
mmu-miR-685-4386748 27.02 = 1.7 2571 £ 0.7 131
mmu-miR-365-4373194 31.06 + 34 2582 + 2.1 5.24
hsa-miR-223-000526 2561 + 0.3 2586 + 3.7 -0.24
mmu-miR-2146-241082_mat 25.36 + 0.2 25.90 £ 25 -0.54
mmu-miR-193b-4395597 28.86 + 3.8 25.99 + 15 2.87
mmu-let-7¢-4373167 28.89 + 2.3 26.05 £+ 1.8 2.84
mmu-miR-222-4395387 28.34 + 25 26.05 £+ 24 2.28
mmu-miR-106a-4395589 29.86 + 2.7 26.06 + 3.1 3.81
mmu-miR-125a-5p-4395309 29.11 + 5.6 26.16 + 2.8 2.94
mmu-miR-29a-4395223 29.17 + 3.3 26.22 + 47 2.96
hsa-miR-30a-3p-000416 26.76 + 0.8 26.32 £ 2.2 0.44
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Target Name Ct Exo-CT Ct Exo-TNF

Mean + SEM Mean + SEM dCt
hsa-miR-149-002255 26.65 + 2.2 2643 = 2.7 0.22
mmu-miR-125b-5p-4373148 30.74 £ 3.1 26.57 + 3.2 4.17
mmu-miR-34c#-002584 2403 = 0.5 2659 + 15 -2.55
hsa-miR-30e-3p-000422 26.72 + 0.6 26.65 = 24 0.06
hsa-miR-196a-241070_mat 2599 + 0.0 26.76 = 2.8 -0.77
mmu-miR-146b-4373178 2940 + 24 26.77 = 4.0 2.63
mmu-miR-331-3p-4373046 30.67 + 2.9 27.03 + 34 3.64
mmu-miR-532-5p-4380928 2949 + 2.1 2794 = 4.2 1.55
mmu-miR-143-4395360 30.28 £ 1.2 2795 = 4.0 2.33
mmu-miR-218-4373081 3056 + 2.3 2797 £ 3.7 2.58
mmu-miR-2182-241119 mat 2695 + 1.0 28.12 + 49 -1.17
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Tabela Suplementar 02 — Transcritos identificados em exossomos de miotubos tratados com TNF-a

Gene Name Gene ID n Reads
EXO-CT EXO-TNF A Reads (log2)

Gm15662 ENSMUSG00000089855 241 434 0.85
Rpphl ENSMUSG00000092837 92 132 0.52
Mir6236 ENSMUSG00000098973 156 130 0.26
mt-Rnr2 ENSMUSG00000064339 1376 107 3.68
Rny3 ENSMUSG00000064945 26 96 1.88
Rn7sk ENSMUSG00000065037 42 78 0.89
Rny1 ENSMUSG00000065701 12 72 2.58
Rprl3 ENSMUSG00000088025 49 72 0.56
Eeflal ENSMUSGO00000037742 11 49 2.16
mt-Rnrl ENSMUSG00000064337 522 34 3.94
Fthl ENSMUSG00000024661 1 21 4.39
Ncl ENSMUSG00000026234 8 18 1.17
Rmrp ENSMUSG00000088088 4 17 2.09
Ftl1 ENSMUSG00000050708 1 15 391
Rplpl ENSMUSG00000007892 6 14 1.22
Cyb5r3 ENSMUSG00000018042 7 13 0.89
Rpl8 ENSMUSG00000003970 1 12 3.58
Gm26809 ENSMUSG00000097815 5 12 1.26
Rps19 ENSMUSG00000040952 2 11 2.46
Rps24 ENSMUSG00000025290 4 11 1.46
Rps15 ENSMUSG00000063457 1 10 3.32
Rnull ENSMUSG00000077323 1 10 3.32
Fnl ENSMUSG00000026193 2 10 2.32
Des ENSMUSG00000026208 4 10 1.32
Rpl41 ENSMUSG00000093674 1 9 3.17
Map4k4 ENSMUSG00000026074 3 9 1.58
Malatl ENSMUSG00000092341 3 9 1.58
Vim ENSMUSG00000026728 1 8 3.00
Mtl ENSMUSG00000031765 1 8 3.00
Netl ENSMUSG00000021215 3 8 1.42
Mdm?2 ENSMUSG00000020184 4 8 1.00
Gm?24407 ENSMUSG00000094377 4 8 1.00
Myh9 ENSMUSG00000022443 1 7 2.81
Eif3a ENSMUSG00000024991 1 7 2.81
Gm15500 ENSMUSG00000086583 1 7 2.81
Ahnak ENSMUSG00000069833 3 7 1.22
Actb ENSMUSG00000029580 1 6 2.58
Pabpcl ENSMUSG00000022283 3 6 1.00
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n Reads

Gene Name Gene ID
EXO-CT EXO-TNF A Reads (log2)
Hsp90ab1l ENSMUSG00000023944 4 6 0.58
Gm24265 ENSMUSG00000096243 4 6 0.58
Calr ENSMUSG00000003814 5 6 0.26
Rpl7 ENSMUSG00000043716 1 5 2.32
Rps16-ps2 ENSMUSG00000060419 1 5 2.32
Chd4 ENSMUSG00000063870 1 5 2.32
Ifit3 ENSMUSG00000074896 1 5 2.32
Rpl3-psl ENSMUSG00000084349 1 5 2.32
Junb ENSMUSG00000052837 5 5 0.00
Ptgerl ENSMUSG00000019464 1 4 2.00
Samd4 ENSMUSG00000021838 1 4 2.00
Rps14 ENSMUSG00000024608 1 4 2.00
Caldl ENSMUSG00000029761 1 4 2.00
Copgl ENSMUSG00000030058 1 4 2.00
Mrpl51 ENSMUSG00000030335 1 4 2.00
mt-Col ENSMUSG00000064351 9 4 1.17
Rplp0 ENSMUSG00000067274 7 4 0.81
Eifdg2 ENSMUSG00000005610 5 4 0.32
Eif3d ENSMUSG00000016554 1 3 1.58
Taokl ENSMUSG00000017291 1 3 1.58
Apbb2 ENSMUSG00000029207 1 3 1.58
Actal ENSMUSG00000031972 1 3 1.58
Nfe2l1 ENSMUSG00000038615 1 3 1.58
Rps18-ps3 ENSMUSG00000057657 1 3 1.58
Eifdb ENSMUSG00000058655 1 3 1.58
Rackl ENSMUSG00000020372 2 3 0.58
Zebl ENSMUSG00000024238 2 3 0.58
H3f3b ENSMUSG00000016559 4 2 1.00
Rtcb ENSMUSG00000001783 1 2 1.00
Racl ENSMUSG00000001847 1 2 1.00
Csfl ENSMUSG00000014599 1 2 1.00
Lama5 ENSMUSG00000015647 1 2 1.00
Hspa4 ENSMUSG00000020361 1 2 1.00
Aebpl ENSMUSG00000020473 1 2 1.00
Rabepl ENSMUSG00000020817 1 2 1.00
Fam101b ENSMUSG00000020846 1 2 1.00
C3 ENSMUSG00000024164 1 2 1.00
Hspa9d ENSMUSG00000024359 1 2 1.00
Fam129b ENSMUSG00000026796 1 2 1.00
Zfp106 ENSMUSG00000027288 1 2 1.00
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n Reads

Gene Name Gene ID
EXO-CT EXO-TNF A Reads (log2)

Cenll ENSMUSG00000027829 1 2 1.00
Ptms ENSMUSG00000030122 1 2 1.00
Bms1l ENSMUSG00000030138 1 2 1.00
Myom?2 ENSMUSG00000031461 1 2 1.00
Map1llc3b ENSMUSG00000031812 1 2 1.00
Mtss1l ENSMUSG00000033763 1 2 1.00
Golgb1l ENSMUSG00000034243 1 2 1.00
Sbno2 ENSMUSG00000035673 1 2 1.00
Cnotl ENSMUSG00000036550 1 2 1.00
Dap ENSMUSG00000039168 1 2 1.00
Slc36a4 ENSMUSG00000043885 1 2 1.00
Nrd1 ENSMUSG00000053510 1 2 1.00
Gapdh ENSMUSGO00000057666 1 2 1.00
Naal5 ENSMUSG00000063273 1 2 1.00
Eeflg ENSMUSG00000071644 1 2 1.00
Ube2d3 ENSMUSG00000078578 1 2 1.00
Ccngl ENSMUSG00000020326 3 2 0.58
Sparc ENSMUSG00000018593 2 2 0.00
Tpm2 ENSMUSG00000028464 2 2 0.00
Rpsa ENSMUSG00000032518 2 2 0.00
Csrnp2 ENSMUSG00000044636 2 2 0.00
Sh3pxd2a ENSMUSG00000053617 2 2 0.00
Gm?22058 ENSMUSG00000065327 2 2 0.00
D8Ertd738e ENSMUSG00000019362 9 1 3.17
Hmgn1l ENSMUSG00000040681 5 1 2.32
Cepl70b ENSMUSG00000072825 5 1 2.32
Gm15427 ENSMUSG00000081051 4 1 2.00
Npc2 ENSMUSG00000021242 3 1 1.58
mt-Atp6 ENSMUSG00000064357 3 1 1.58
Dio2 ENSMUSG00000007682 2 1 1.00
Rail4 ENSMUSG00000022246 2 1 1.00
Rpn2 ENSMUSG00000027642 2 1 1.00
Ybx1 ENSMUSG00000028639 2 1 1.00
Capg ENSMUSG00000056737 2 1 1.00
Cenpb ENSMUSG00000068267 2 1 1.00
Usp32 ENSMUSG00000000804 1 1 0.00
Calm1l ENSMUSG00000001175 1 1 0.00
Snrnp200 ENSMUSG00000003660 1 1 0.00
Kif5b ENSMUSG00000006740 1 1 0.00
Cptlc ENSMUSG00000007783 1 1 0.00
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n Reads

Gene Name Gene ID
EXO-CT EXO-TNF A Reads (log2)

Evi5 ENSMUSG00000011831 1 1 0.00
Ptprs ENSMUSG00000013236 1 1 0.00
Efr3a ENSMUSG00000015002 1 1 0.00
Nbrl ENSMUSG00000017119 1 1 0.00
Rhotl ENSMUSG00000017686 1 1 0.00
Dynclhl ENSMUSG00000018707 1 1 0.00
Shc2 ENSMUSG00000020312 1 1 0.00
Laptm4a ENSMUSG00000020585 1 1 0.00
Ywhae ENSMUSG00000020849 1 1 0.00
Hsp90aal ENSMUSG00000021270 1 1 0.00
Uqgcrb ENSMUSG00000021520 1 1 0.00
Zswim8 ENSMUSG00000021819 1 1 0.00
Nars ENSMUSG00000024587 1 1 0.00
Hras ENSMUSG00000025499 1 1 0.00
Cflar ENSMUSG00000026031 1 1 0.00
Dst ENSMUSG00000026131 1 1 0.00
Copa ENSMUSG00000026553 1 1 0.00
Abl2 ENSMUSG00000026596 1 1 0.00
Ddr2 ENSMUSG00000026674 1 1 0.00
Pdia3 ENSMUSG00000027248 1 1 0.00
Cyrél ENSMUSG00000028195 1 1 0.00
Rps20 ENSMUSG00000028234 1 1 0.00
B4galtl ENSMUSG00000028413 1 1 0.00
Tmem38b ENSMUSG00000028420 1 1 0.00
Vcp ENSMUSG00000028452 1 1 0.00
Usp24 ENSMUSG00000028514 1 1 0.00
Prdx1 ENSMUSG00000028691 1 1 0.00
Rpl22 ENSMUSG00000028936 1 1 0.00
Plxnal ENSMUSG00000030084 1 1 0.00
Cox7b ENSMUSG00000031231 1 1 0.00
Rbbp7 ENSMUSG00000031353 1 1 0.00
Plat ENSMUSG00000031538 1 1 0.00
N4bpl ENSMUSG00000031652 1 1 0.00
Aars ENSMUSG00000031960 1 1 0.00
Tle3 ENSMUSG00000032280 1 1 0.00
Hmg20a ENSMUSG00000032329 1 1 0.00
Tpm1l ENSMUSG00000032366 1 1 0.00
Ptgs2 ENSMUSG00000032487 1 1 0.00
Eif3l ENSMUSG00000033047 1 1 0.00
Lpp ENSMUSG00000033306 1 1 0.00
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n Reads

Gene Name Gene ID
EXO-CT EXO-TNF A Reads (log2)

Femlc ENSMUSG00000033319 1 1 0.00
Mga ENSMUSG00000033943 1 1 0.00
Zcchcll ENSMUSG00000034610 1 1 0.00
Grn ENSMUSG00000034708 1 1 0.00
Sos2 ENSMUSG00000034801 1 1 0.00
Eif2s3x ENSMUSG00000035150 1 1 0.00
Tdrd7 ENSMUSG00000035517 1 1 0.00
Ankrd11 ENSMUSG00000035569 1 1 0.00
Ythdcl ENSMUSG00000035851 1 1 0.00
Fnipl ENSMUSG00000035992 1 1 0.00
Cyld ENSMUSG00000036712 1 1 0.00
Phkb ENSMUSG00000036879 1 1 0.00
Mxd4 ENSMUSG00000037235 1 1 0.00
Chmp4b ENSMUSG00000038467 1 1 0.00
Ranbp9 ENSMUSG00000038546 1 1 0.00
Zbtb38 ENSMUSG00000040433 1 1 0.00
Ppplrl5a ENSMUSG00000040435 1 1 0.00
Elmo1l ENSMUSG00000041112 1 1 0.00
Mtusl ENSMUSG00000045636 1 1 0.00
Bst2 ENSMUSG00000046718 1 1 0.00
Rpl14-psl ENSMUSG00000046721 1 1 0.00
Al314180 ENSMUSG00000050812 1 1 0.00
Kif18b ENSMUSG00000051378 1 1 0.00
Maplb ENSMUSG00000052727 1 1 0.00
Repinl ENSMUSG00000052751 1 1 0.00
Cnn3 ENSMUSG00000053931 1 1 0.00
Usp34 ENSMUSG00000056342 1 1 0.00
Tatdn2 ENSMUSG00000056952 1 1 0.00
Hnrnpc ENSMUSG00000060373 1 1 0.00
Utpl4a ENSMUSG00000063785 1 1 0.00
mt-Co2 ENSMUSG00000064354 1 1 0.00
mt-Nd4 ENSMUSG00000064363 1 1 0.00
Lrchl ENSMUSG00000068015 1 1 0.00
FInc ENSMUSG00000068699 1 1 0.00
Ubxn1l ENSMUSG00000071655 1 1 0.00
Gm16165 ENSMUSG00000089958 1 1 0.00
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Tabela Suplementar 3 - Genes up-regulados em miotubos tratados com TNF-a

Controle (log2 FC)

TNF-a (log2 FC)

Genes Gene Name
6d 8d 10d Soma 4h 12h 24h Soma
Fabp7 Fatty acid-binding protein, brain -1.27 -0.82 -1.08 -3.16 0.18 2.63 3.08 5.89
Car8 Carbonic anhydrase-related protein 0.38 0.11 -0.50 0.00 0.20 1.71 2.37 4.29
Ly6a Lymphocyte antigen 6A-2/6E-1 -0.22 -0.30 0.13 -0.40 0.52 1.33 1.83 3.68
Dhrs3 Short-chain dehydrogenase/reductase 3 -0.10 -0.22 0.50 0.17 1.22 1.10 1.35 3.67
Ectonucleotide
Enppl pyrophosphatase/phosphodiesterase family 0.13 0.06 0.50 0.70 0.44 1.45 1.76 3.65
member 1

Cxcr4 C-X-C chemokine receptor type 4 -0.40 -0.83 -1.15 -2.38 1.00 1.01 1.18 3.18
Capn6 Calpain-6 -0.43 -1.21 -1.00 -2.64 0.94 0.96 0.84 2.74
Kazald1 g)anzt"’;'"ﬁ’rf; Sf(;;'e‘fnplr otease inhibitor domain- 020 047 010 077 | 034 105 125 265
Hpgd %ﬁﬁé‘ii‘;}‘ymo“ag'md'“ dehydrogenase 231  -135 -165 531 | 077 100 083  2.60
Rgs5 Regulator of G-protein signaling 5 0.24 -0.34 -0.58 -0.69 0.21 0.74 1.57 2.51
Ptgs2 Prostaglandin G/H synthase 2 -0.95 -1.13 -1.87 -3.95 -0.03 1.09 1.30 2.36
Dpysl3 Dihydropyrimidinase-related protein 3 -0.37 -0.92 -1.21 -2.50 0.31 0.95 1.06 2.32
Calcrl Calcitonin gene-related peptide type 1 receptor -1.17 -0.87 -0.95 -2.98 0.45 0.94 0.92 2.32
Npnt Nephronectin 0.01 0.15 0.06 0.23 0.17 0.81 1.32 2.30
Gclc Glutamate-cysteine ligase catalytic subunit 0.12 0.05 0.12 0.29 0.29 0.97 0.99 2.25
Mcam Cell surface glycoprotein MUC18 0.09 -0.49 -0.46 -0.86 0.05 1.20 1.00 2.25
PdeSa High affinity cAMP-specific and IBMX- 029 -030 038 037 | 009 08 125  2.20

insensitive 3',5'-cyclic phosphodiesterase 8A
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Controle (log2 FC)

TNF-a (log2 FC

Genes Gene Name

6d 8d 10d Soma 4h 12h 24h Soma
Ret E’gto'o”coge”e tyrosine-protein kinase receptor 09 537 939 010 | 017 082 121 219
Maf Transcription factor Maf 0.53 -0.42 -0.26 -0.16 0.80 0.62 0.74 2.16
Rapgef4 Rap guanine nucleotide exchange factor 4 -2.27 -2.09 -0.94 -5.29 0.48 0.83 0.83 2.13
Anxa8 Annexin A8 0.04 -0.07 0.20 0.16 0.39 0.73 0.98 2.10
F3 Tissue factor -1.07 -1.93 -2.11 -5.11 0.32 0.79 0.94 2.04
Cnnl Calponin-1 0.58 -0.15 0.45 0.88 0.22 0.92 0.87 2.01
Srxnl Sulfiredoxin-1 0.33 0.36 0.47 1.17 0.10 0.87 1.03 2.01
Crifl Cytokine receptor-like factor 1 0.51 -0.09 -0.16 0.26 0.04 0.74 1.21 1.99
Gelm Glutamate--cysteine ligase regulatory subunit 0.40 0.32 0.11 0.83 0.08 0.93 0.96 1.98
Sfrp2 Secreted frizzled-related protein 2 -0.17 0.23 0.02 0.08 0.44 0.91 0.61 1.96
Sicla4 Neutral amino acid transporter A 0.13 0.24 -0.14 0.22 -0.14 0.96 1.12 1.95
Lgr5 Leucine-rich repeat-containing G-protein 001 007 047 040 | 045 077 071 193

coupled receptor 5

Acvr2a Activin receptor type-2A 0.22 0.26 0.24 0.73 0.53 0.62 0.77 191
Alcam CD166 antigen -0.30 -0.85 -0.64 -1.78 -0.14 0.66 1.39 1.91
Ptger4 Prostaglandin E2 receptor EP4 subtype 0.34 0.13 0.10 0.57 0.30 0.73 0.87 1.90
Myold Unconventional myosin-Id 0.12 0.16 -0.01 0.27 0.19 0.73 0.97 1.89
BC023829 cDNA sequence BC023829 -0.05 -0.08 -0.12 -0.25 0.35 0.71 0.81 1.87
Ikbkg NF-kappa-B essential modulator 0.14 0.25 0.21 0.61 0.34 0.70 0.83 1.87
1d3 DNA-binding protein inhibitor ID-3 -0.10 -0.07 -0.15 -0.32 0.52 0.69 0.66 1.86
Tiaf2 TGF-betal-induced anti-apoptotic factor 2 -0.94 -0.74 -1.12 -2.80 0.26 0.71 0.87 1.84
DIx2 Homeobox protein DLX-2 -0.15 -1.23 -0.96 -2.33 0.23 0.78 0.83 1.84
Prrx2 Paired mesoderm homeobox protein 2 0.07 -0.07 -0.18 -0.18 0.33 0.76 0.71 1.79




Controle (log2 FC)

TNF-a (log2 FC

Genes Gene Name
6d 8d 10d Soma 4h 12h 24h Soma
Fzd6 Frizzled-6 0.05 -0.37 -0.12 -0.44 0.43 0.71 0.63 1.76
Gpx3 Glutathione peroxidase 3 -0.23 -0.04 0.09 -0.18 0.33 0.64 0.77 1.74
Vcan Versican core protein -0.54 -0.34 -0.45 -1.33 0.04 0.66 1.02 1.73
Ptprm Receptor-type tyrosine-protein phosphatase mu -0.25 -0.12 -0.09 -0.45 0.00 0.64 0.99 1.62
Cd24a Signal transducer CD24 -0.14 0.21 0.09 0.17 0.05 0.66 0.91 1.61
Csrp2 Cysteine and glycine-rich protein 2 0.06 -0.27 -0.02 -0.23 0.08 0.69 0.80 1.57
Pkp2 Plakophilin 2 -0.40 -0.80 -0.60 -1.79 0.15 0.70 0.70 1.55
Cpox Oxygen-dependent coproporphyrinogen-1i| 006 007 014 -012 | o011 0.76 0.66 153
oxidase, mitochondrial
Pdk4 [Pyruvate dehydrogenase (acetyl-transferring)l 05 905 029  -030 | 001 062 090 151
kinase isozyme 4, mitochondrial
Fhl2 Four and a half LIM domains protein 2 -0.03 -0.31 -0.11 -0.44 0.13 0.60 0.71 1.43
Satl Diamine acetyltransferase 1 0.03 -0.53 -0.25 -0.75 0.03 0.74 0.61 1.37
Npr3 Atrial natriuretic peptide receptor 3 0.32 0.48 0.39 1.19 -0.40 0.66 1.10 1.37
Cnih2 Protein cornichon homolog 2 0.32 0.03 0.29 0.64 0.04 0.59 0.65 1.28
Foxc2 Forkhead box protein C2 0.06 -0.21 -0.24 -0.39 -0.04 0.60 0.72 1.28
Tgpajs | ransforming growth factor beta-1-induced 030 029 -045 -104 | -001 067 060 126
transcript 1 protein
Tubb3 Tubulin beta-3 chain 0.31 0.32 0.12 0.74 -0.12 0.59 0.68 1.14

obs: FC = Fold Change
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Tabela Suplementar 4- Genes down-regulados em miotubos tratados com TNF-a

Controle (log2 FC)

TNF-a (log2 FC)

Genes Gene Name

6d 8d 10d Soma 4h 12h 24h Soma
Casp4 Caspase-4 1.12 0.89 1.69 1.23 -1.72 -2.02 -2.06 -2.04
Cp Ceruloplasmin 0.14 0.23 0.26 0.21 -0.82 -1.67 -2.20 -1.94
Vcaml Vascular cell adhesion protein 1 -0.30 -0.47 -0.27 -0.35 -1.82 -1.84 -1.98 -1.91
Nfkbia NF-kappa-B inhibitor alpha -0.12 0.03 -0.12 -0.07 -2.05 -1.91 -1.84 -1.88
Tnfaip3 Tumor necrosis factor alpha-induced protein 3 0.35 -0.15 0.56 0.26 -2.11 -1.74 -1.91 -1.83
Ccl5 C-C motif chemokine 5 -0.18 0.01 -0.58 -0.25 -0.72 -1.56 -2.01 -1.79
Bcl3 B-cell lymphoma 3 protein homolog 0.87 0.86 0.82 0.85 -1.93 -1.72 -1.84 -1.78
Cdknlc Cyclin-dependent kinase inhibitor 1C 0.57 0.30 0.24 0.37 0.12 -1.23 -1.87 -1.55
Saa3 Serum amyloid A-3 protein -0.08 0.35 -0.44 -0.06 -0.60 -1.56 -1.53 -1.54
Plscr2 Phospholipid scramblase 2 0.38 0.16 -0.39 0.05 -0.85 -1.42 -1.57 -1.49
Tnipl TNFAIP3-interacting protein 1 -0.06 0.19 -0.02 0.04 -1.02 -1.38 -1.59 -1.49
Tmem176b  Transmembrane protein 176B 0.24 0.21 0.35 0.27 -0.34 -1.32 -1.62 -1.47
Myog Myogenin 0.03 0.13 0.17 0.11 -0.24 -1.20 -1.74 -1.47
Tapbp Tapasin -0.29 -0.27 -0.20 -0.25 -0.63 -1.38 -1.54 -1.46
Cd74 £2 closs Il histocompatibility anfigen gamma g 45 066 079 064 | 074 140 145  -143
H2-K1 H-2 class | histocompatibility antigen, K-B 023 006 002  -005 | -0.78  -1.37  -147  -142

alpha chain

Dynclil Cytoplasmic dynein 1 intermediate chain 1 -0.41 -0.28 -0.44 -0.38 -0.05 -1.22 -1.54 -1.38
Relb Transcription factor RelB 0.04 0.29 0.19 0.18 -1.41 -1.19 -1.28 -1.24
Ctrbl Chymotrypsinogen B 0.77 0.94 1.04 0.92 0.18 -0.65 -1.80 -1.23
Rgs16 Regulator of G-protein signaling 16 -0.07 0.01 0.04 -0.01 -0.76 -1.18 -1.27 -1.23
Lbp Lipopolysaccharide-binding protein 0.07 0.57 0.53 0.39 -0.27 -1.11 -1.25 -1.18
Idil Isopentenyl-diphosphate Delta-isomerase 1 0.21 -0.37 -0.51 -0.22 -0.10 -1.40 -0.94 -1.17
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Controle (log2 FC)

TNF-a (log2 FC)

Genes Gene Name

6d 8d 10d Soma 4h 12h 24h Soma
Nfkb2 Nuclear factor NF-kappa-B p100 subunit -0.09 -0.15 -0.37 -0.20 -1.29 -1.14 -1.16 -1.15
Postn Periostin -0.03 -0.07 0.32 0.07 0.18 -0.90 -1.36 -1.13
Angptl4 Angiopoietin-related protein 4 0.03 0.09 0.07 0.06 -0.65 -0.92 -1.31 -1.12
H2-Q4 Protein H2-Q4 0.08 -0.13 0.20 0.05 -0.39 -0.95 -1.25 -1.10
Myom2 Myomesin 2 0.08 0.21 0.07 0.12 -0.14 -0.85 -1.34 -1.09
Mycl Protein L-Myc 0.03 -0.08 0.47 0.14 -0.60 -0.99 -1.12 -1.05
Fas Tumor necrosis factor receptor superfamily 0.39 047 -0.40 -0.16 150 1.07 1.03 -1.05

member 6
Itga7 Integrin alpha-7 0.04 0.31 0.26 0.20 -0.45 -0.88 -1.19 -1.04
Dhcr24 Delta(24)-sterol reductase -0.03 0.42 -0.08 0.11 -0.03 -1.05 -0.94 -1.00
Fndcl Protein Fndcl -0.01 0.46 0.58 0.34 0.31 -0.64 -1.35 -0.99
Psmb10 Proteasome subunit beta type-10 -0.12 -0.10 0.03 -0.06 -0.46 -0.82 -1.11 -0.97
Stssiad ggf;;g;}as‘;i%'sge“ram'”ate'po'y'a'pha'z’S' 070 101 067 079 | -03L 088  -105  -0.97
Vegfc Vascular endothelial growth factor C 0.39 -0.15 -0.30 -0.02 -1.07 -1.00 -0.92 -0.96
Tnfrsf9 Tumor necrosis factor receptor superfamily 050 016 009  -015 | -031 077  -113  -0.95
member 9

Birc3 Baculoviral IAP repeat-containing protein 3 -0.27 -0.28 -0.45 -0.33 -0.43 -0.91 -0.97 -0.94
Caspl2 Caspase-12 -0.12 -0.05 0.25 0.02 0.05 -0.81 -1.08 -0.94
Gbp3 Guanylate-binding protein 4 0.41 0.35 0.25 0.33 -0.61 -0.71 -1.12 -0.92
l1rl1 Interleukin-1 receptor-like 1 0.11 -0.24 -0.41 -0.18 -0.19 -0.88 -0.94 -0.91
Rrad GTP-binding protein RAD 0.66 0.97 1.12 0.92 -1.03 -0.84 -0.96 -0.90
Msin Mesothelin 0.11 0.18 0.16 0.15 -0.09 -0.77 -1.03 -0.90
Ube2I6 Ubiquitin/ISG15-conjugating enzyme E2 L6 0.86 0.60 0.89 0.78 -0.36 -0.79 -0.99 -0.89
Dapk?2 Death-associated protein kinase 2 0.14 0.16 0.46 0.25 -0.55 -0.84 -0.92 -0.88
Fdps Farnesyl pyrophosphate synthase 0.11 -0.21 0.12 0.00 -0.01 -1.00 -0.77 -0.88
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Controle (log2 FC) TNF-a (log2 FC)
Genes Gene Name 6d 8d 10d  Soma | 4h 12h  24h  Soma
Nsdhl j;i;or'ng";‘/'gt‘ﬁ] garboxy'ate -dehydrogenase, 554 923 022 007 | 005  -105 071  -0.88
Spatal3 Spermatogenesis-associated protein 13 -0.12 -0.19 -0.02 -0.11 -0.68 -0.83 -0.90 -0.87
Abliml Actin-binding LIM protein 1 0.44 0.48 0.48 0.47 -0.13 -0.77 -0.97 -0.87
Cd34 Hematopoietic progenitor cell antigen CD34 -0.11 -0.20 0.01 -0.10 -0.14 -0.88 -0.84 -0.86
Mvp Major vault protein -0.11 0.13 0.02 0.01 -0.46 -0.86 -0.86 -0.86
Ifngr2 Ifngr2 protein -0.05 0.12 -0.36 -0.10 -0.85 -0.81 -0.87 -0.84
Mvk Mevalonate kinase 0.02 -0.02 -0.21 -0.07 0.09 -0.84 -0.74 -0.79
Acpp Prostatic acid phosphatase 0.37 -0.45 0.46 0.13 -0.28 -0.80 -0.77 -0.78
Msmol Methylsterol monooxygenase 1 0.32 -0.02 0.00 0.10 -0.22 -0.90 -0.66 -0.78
Zebl Zinc finger E-box-binding homeobox 1 0.02 0.04 0.36 0.14 -0.37 -0.73 -0.82 -0.78
Mfap5 Microfibrillar-associated protein 5 0.10 0.29 0.42 0.27 0.00 -0.61 -0.91 -0.76
Spg21 Maspardin -0.10 0.09 -0.11 -0.04 -0.06 -0.61 -0.87 -0.74
Mettiog ~ Clectron transfer flavoprotein beta subunit 009 047 028 028 | -015 075 071  -0.73
lysine methyltransferase
Unc93bl Protein unc-93 homolog B1 0.27 0.57 0.21 0.35 0.05 -0.64 -0.81 -0.72
Adoral Adenosine receptor Al 0.48 0.75 1.71 0.98 -0.07 -0.64 -0.76 -0.70
1110rb Interleukin-10 receptor subunit beta 0.18 -0.37 -0.02 -0.07 -0.75 -0.62 -0.76 -0.69
Col8al Collagen alpha-1(VIII) chain 0.43 0.26 0.41 0.37 -0.26 -0.60 -0.75 -0.67
Slcl2a2 Solute carrier family 12 member 2 0.35 0.56 0.30 0.40 -0.31 -0.64 -0.70 -0.67
Fdftl Squalene synthase 0.13 -0.25 -0.11 -0.08 0.14 -0.74 -0.60 -0.67
psmdlo 205 proteasome non-ATPase regulatory 030 019 023 024 | -034 065 -067  -0.66
subunit 10
Statl iignal transducer and activator of transcription 019 055 041 -0.38 018 -0.69 061 L0.65
Mvd Diphosphomevalonate decarboxylase 0.16 -0.03 -0.08 0.02 -0.09 -0.69 -0.60 -0.64




Controle (log2 FC)

Genes Gene Name TNF-a (log2 FC)
6d &d 10d Soma 4h 12h 24h Soma
Fah Fumarylacetoacetase -0.10 -0.42 -0.24 -0.25 0.18 -0.59 -0.64 -0.62
i H-2 class | histocompatibility antigen, D-P
H2-D1 alpha chain -0.07 -0.15 -0.11 -0.11 -0.33 -0.59 -0.59 -0.59

obs: FC = Fold Change
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Tabela suplementar 5 - Alvos preditos por 3 > algoritmos que estdo down-regulados em miotubos

miRNA UP

Genes Down Nome do Gene

mmu-miR-30b-5p
mmu-miR-146a-5p
mmu-miR-30b-5p
mmu-miR-146a-5p
mmu-miR-30b-5p
mmu-miR-365-3p
mmu-miR-30b-5p
mmu-miR-146a-5p
mmu-miR-365-3p
mmu-miR-30b-5p
mmu-miR-146a-5p
mmu-miR-30b-5p
mmu-miR-146a-5p
mmu-miR-146a-5p
mmu-miR-365-3p
mmu-miR-146a-5p
mmu-miR-146a-5p
mmu-miR-146a-5p
mmu-miR-30b-5p
mmu-miR-365-3p
mmu-miR-30b-5p
mmu-miR-146a-5p
mmu-miR-30b-5p
mmu-miR-30b-5p
mmu-miR-30b-5p
mmu-miR-146a-5p
mmu-miR-365-3p
mmu-miR-30b-5p

Adoral
Adoral
Spatal3
Spatal3
St8sia4
St8sia4
Tapbp
Tapbp
Zebl
Zebl
Ablim1
Acpp
Bcl3
Dapk?2
Dynclil
Fdftl
Fndcl
H2-D1
H2-K1
1irl1
Mfap5
Mycl
Psmd10
Rgs16
Rrad
Slc12a2
Statl
Unc93bl

Adenosine receptor Al
Adenosine receptor Al
Spermatogenesis-associated protein 13

Spermatogenesis-associated protein 13

CMP-N-acetylneuraminate-poly-alpha-2,8-sialyltransferase

CMP-N-acetylneuraminate-poly-alpha-2,8-sialyltransferase

Tapasin

Tapasin

Zinc finger E-box-binding homeobox 1

Zinc finger E-box-binding homeobox 1
Actin-binding LIM protein 1

Prostatic acid phosphatase

B-cell lymphoma 3 protein homolog
Death-associated protein kinase 2

Cytoplasmic dynein 1 intermediate chain 1
Squalene synthase

Protein Fndcl

H-2 class | histocompatibility antigen, D-P alpha chain
H-2 class | histocompatibility antigen, K-B alpha chain
Interleukin-1 receptor-like 1
Microfibrillar-associated protein 5

Protein L-Myc

26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 10
Regulator of G-protein signaling 16

GTP-binding protein RAD

Solute carrier family 12 member 2

Signal transducer and activator of transcription 1

Protein unc-93 homolog B1

Em negrito séo apresentados alvos que tiveram mais de um miRNAS predito
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Tabela suplementar 6 - Alvos preditos por 3 > algoritmos que estdo up-regulados em miotubos

mMiRNA Down AlvoUp  Nome do Gene

mmu-miR-214-3p Ly6a Lymphocyte antigen 6A-2/6E-1
mmu-miR-34c-3p Ly6a Lymphocyte antigen 6A-2/6E-1
mmu-miR-214-3p Myold  Unconventional myosin-ld

mmu-miR-484 Myold  Unconventional myosin-ld
mmu-miR-214-3p Npr3 Atrial natriuretic peptide receptor 3
mmu-miR-34c-3p Npr3 Atrial natriuretic peptide receptor 3
mmu-miR-214-3p Slclad  Neutral amino acid transporter A
mmu-miR-484 Slclad Neutral amino acid transporter A
mmu-miR-214-3p Acvr2a  Activin receptor type-2A

mmu-miR-484 Anxa8  Annexin A8

mmu-miR-214-3p BC023829 cDNA sequence BC023829
mmu-miR-214-3p Car8 Carbonic anhydrase-related protein
mmu-miR-214-3p Cd24a Signal transducer CD24

mmu-miR-214-3p Crifl Cytokine receptor-like factor 1
mmu-miR-484 Cxcr4 C-X-C chemokine receptor type 4
mmu-miR-484 Dhrs3 Short-chain dehydrogenase/reductase 3
mmu-miR-484 F3 Tissue factor

mmu-miR-214-3p Gclc Glutamate-cysteine ligase catalytic subunit
mmu-miR-214-3p Gclm Glutamate-cysteine ligase regulatory subunit
mmu-miR-484 1d3 DNA-binding protein inhibitor ID-3
mmu-miR-214-3p Maf Transcription factor Maf

mmu-miR-34¢-3p Pdka E)érzl;v;tee ﬁe:])i/gré)hgs:jrsii I(acetyl-transferring)] kinase
mmu-miR-484 Ptger4 Prostaglandin E2 receptor EP4 subtype
mmu-miR-214-3p Rapgef4  Rap guanine nucleotide exchange factor 4
mmu-miR-214-3p Ret Proto-oncogene tyrosine-protein kinase receptor Ret
mmu-miR-484 Srxnl Sulfiredoxin-1

mmu-miR-214-3p Tubb3 Tubulin beta-3 chain

mmu-miR-34c-3p Vcan Versican core protein

Em negrito séo apresentados alvos que tiveram mais de um miRNAS predito
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