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“A menos que modifiquemos a nossa
maneira de pensar, ndo seremos capazes
de resolver os problemas causados pela
forma como nos acostumamos a ver o

mundo”.

(Albert Einstein)



RESUMO

Atualmente as doengas cardiovasculares (DCV) estdo entre as maiores causas de mortes
no mundo. Grande parte dos individuos portadores de doengas como Diabetes Mellitus,
Doenga renal cronica ou Hipertensao podem desencadear problemas relacionados as
DCVs. Uma condigdo que pode se associar aos processos patoldgicos citados
anteriormente ¢ a Calcificagdo Vascular (CV). A CV se caracteriza pela deposi¢do de
calcio e fosfato no tecido muscular de vasos e artérias levando a mudanca fenotipica da
célula. Antes considerada uma doencga de desenvolvimento passivo, esta causa ganhou
grande atenc¢ado, ja que diversos autores destacam que este processo recapitula eventos
morfogénicos de osteogénese. Apesar da atengdo, pouco se compreende sobre os
processos moleculares envolvidos nesta patologia, evidenciando assim a necessidade de
maiores investigacdes, sobretudo trazendo uma compreensdo epigenética. Entre os
principais mecanismos epigenéticos destacamos a regulacdo via miRNAs. Diversos
estudos demonstram a grande importancia dos miRNAs em mecanismos reguladores do
processo de CV envolvendo fatores de inibi¢do e/ou de promogao da doenca. A partir
destas informagdes, este trabalho buscou identificar miRNAs envolvidos no processo de
mudanca fenotipica de células do musculo liso vascular durante o processo de CV. Por
meio de ensaios in silico e in vitro, analisamos possiveis reguladores relacionados tanto
ao estimulo quanto a inibicao de proteinas envolvidas na CV. Nossos dados sugerem que
uma gama de miRNAs, apds serem analisados e enriquecidos, podem estar diretamente
associados a diversos fatores indutores de CV, através de vias de sinalizagdo celular,
agoes enzimaticas ¢ atividades inflamatérias. Concomitante as analises in silico e aliados
ao uso de banco de dados, as andlises in vitro revelaram que alguns miRNAs modulam
positiva ou negativamente o processo de calcificacdo e que esses mesmos miRNAs
apresentam variadas relacdes com outros processos bioldgicos que resultam na

calcificagao.

Palavras chaves: Calcificagdo vascular, Regulagdo Epigenética, Regulacdo via miRNA,
Enriquecimento funcional.



Abstract

Cardiovascular diseases (CVD) are currently among the biggest causes of death in the
world. Many people with diseases such as diabetes mellitus, chronic kidney disease or
hypertension can develop CVD-related problems. One condition that can be associated
with the pathological processes mentioned above is Vascular Calcification (VC). VC is
characterized by the deposition of calcium and phosphate in the muscle tissue of vessels
and arteries, leading to phenotypic changes in the cell. Previously considered a disease of
passive development, this cause has now gained a great deal of attention, as several
authors point out that this process recapitulates the morphogenic events of osteogenesis.
Despite the attention, little is understood about the molecular processes involved in this
pathology, thus highlighting the need for further research, especially into epigenetics.
Among the main epigenetic mechanisms is regulation via miRNAs. Several studies have
shown the great importance of miRNAs in regulatory mechanisms of the CV process,
involving factors that inhibit and/or promote the disease. Based on this information, this
study sought to identify miRNAs involved in the process of phenotypic change in vascular
smooth muscle cells during the VC process. Using in silico and in vitro assays, we
analyzed possible regulators related to both the stimulation and inhibition of proteins
involved in VC. Our data suggest that a range of miRNAs, after being analyzed and
enriched, may be directly associated with various VC-inducing factors, through cell
signaling pathways, enzymatic actions and inflammatory activities. Concomitant with the
in silico analyses and allied to the use of databases, the in vitro analyses revealed that
some miRNAs positively or negatively modulate the calcification process and that these
same miRNAs have varied relationships with other biological processes that result in

calcification.

Keywords: Vascular calcification, Epigenetic regulation, miRNA regulation, Functional
enrichment.
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1. INTRODUCAO

CELULAS MUSCULARES LISAS VASCULARES

As células musculares lisas vasculares (do inglés: vascular smooth muscle cells -
VSMCs) sdo células contrateis altamente especializadas que possuem notavel
plasticidade, despontando ser um dos principais elementos da biologia vascular. Estdo
presentes no interior de vasos sanguineos € podem ser definidas com base na localiza¢ao
anatomica e sua funcionalidade. Em artérias saudaveis, as VSMCs apresentam formato
fusiforme e estdo localizadas na camada média. Possuem papéis importantes na
complacéncia e na retracao elastica da artéria em resposta a mudancas nas condigdes
hemodindmicas. Para tal, este tipo celular desenvolveu um repertério de proteinas
contrateis apropriadas (incluindo alfa-actina muscular lisa, do inglés: alpha smooth
muscle Actin - a-SMA), receptores agonistas, canais i6nicos, moléculas transdutoras de
sinais e ainda apresentam a capacidade de expressar proteinas como elastinas, colagenos
e proteoglicanos (BASATEMUR et al., 2019).

Em condicdes patoldgicas, as VSMCs se diferenciam em um fendtipo sintético e
migratério — com reducao da expressao de proteinas contrateis, aumento da proliferacao,
migracao ¢ producdo de matrix extracelular (MEC) (DAVIS-DUSENBERY; WU;
HATA, 2011). Avangos no campo do desenvolvimento de multidmicas aumentaram o
entendimento da complexidade desse processo e revelaram que durante o aparecimento
de alguns tipos de doengas, como diabetes melitus, aterosclerose e doenca renal cronica
(do inglés Chronic Kidney Desease - CDK), as VSMCs podem assumir fenotipos
multiplos, podendo apresentar semelhangas a macrofagos, células-tronco mesenquimais,
condrocitos, miofibroblastos e até osteoblastos (CHAKRABORTY et al., 2021). Embora
ja tenham sido identificados muitos fatores que desempenham um papel na regulagao do
crescimento de VSMC, como fatores de crescimento (EGF, FGF, PDGF), interleucinas,
angiotensina II e trombina, pouco ¢ conhecido sobre os mecanismos que regulam as
alteragdes no estado diferenciado das VSMCs, principalmente durante o desenvolvimento
de doengas cardiovasculares (TRION; VAN DER LAARSE, 2004), como ¢ o caso da

calcificagdo vascular.
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CALCIFICACAO VASCULAR

Uma patologia que vem se destacando dentre os individuos com problemas
cardiovasculares ¢ a calcificacdo vascular (CV). Este processo normalmente ocorre a
partir da deposi¢do de fosfatos de calcio na parede arterial, sendo regulado
biologicamente por processos celulares, e ocasionando uma mudanga fenotipica das
VSMCs. As células mais afetadas se encontram, principalmente, na tinica média e esta
condicdo é conhecida como esclerose de Monckeberg (CANCELA, 2011; OLIVEIRA et
al., 2013).

Através de recentes descobertas, foram identificados alguns fatores que podem
desencadear a calcificagao vascular, como representado na figura 1. O avanco da idade e
o estresse oxidativo, que pode danificar as células na parede dos vasos sanguineos e
desencadear a liberacao de fatores pro-calcificantes, (LEE; LEE; JEON, 2020) estao entre
eles. Outro fator de risco associado ¢ a dislipidemia, que pode contribuir para o
desenvolvimento da doenca a partir dos altos niveis de colesterol de lipoproteina de baixa
densidade (LDL). Neste caso, as particulas de LDL podem oxidar e desencadear
respostas inflamatorias, levando a deposi¢ao de calcio na parede dos vasos (TRION; VAN
DER LAARSE, 2004; TOWLER, 2008). Doencas como diabetes mellitus, hipertensao e

doenga renal cronica também estdo entre as causas.

Figura 1. Tipos de calcificacdes biolégicas: Fatores atribuidos a possiveis causas da calcificagdo vascular.
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Fonte: Adaptado de (LANZER et al., 2014).
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Se diagnosticada previamente, ¢ possivel controlar o processo de CV por meio da
pratica de exercicios fisicos e alimentacao planejada, a fim de prever os niveis de ingestao
de calcio e fosfatos. Através do aprofundamento de estudos genéticos e bioquimicos,
sabe-se que podem ocorrer interagdes proteicas que acarretam tanto na ativacdo quanto
na inibicdo de genes e proteinas que atuam na calcificagdo das células (SONG et al.,
2020). Otsuka et al. mostraram vérias linhas de evidéncias, sugerindo que a calcificagao
arterial compartilha caracteristicas com a formagao e calcificacdo do osso esquelético,
como diferenciagao de condrocitos e osteoblastos, mineralizagdo, deposicao de matriz
Ossea ¢ reabsorcao ossea (OTSUKA et al., 2014). Proteinas relacionadas ao 0sso,
incluindo a proteina morfogénica 6ssea 2 e 4 (BMP-2, BMP-4), osteocalcina (BGLAP),
osteonectina (ON), entre outras, foram relatadas estar presente em artérias calcificadas
(OTSUKA et al., 2014; DA SILVA et al., 2020). Outros estudos compararam a CV a
remodelagdo 6ssea, onde a transdiferenciacdo de VSMCs em células semelhantes a
osteoblastos ¢ considerada o fator fisiopatolégico mais essencial na CV (DURHAM et
al., 2018; JAMINON et al., 2019). Entretanto, todos esses fatores anteriormente citados
responsaveis por influenciar a CV dependem de mecanismos nao-convencionais de
controle de regulagdo génica. Dentre estes principais mecanismos, destacam-se 0s

epigenéticos.
EPIGENETICA

A epigenética ¢ a area da ciéncia que investiga mecanismos bioldgicos relacionados
as mudancas fenotipicas transmitidas através da divisao celular, mas ndo correspondente
a mudanca na sequéncia do DNA. Os mecanismos epigenéticos regulam todos os
processos biologicos desde a concepcao até a morte (DEANS; MAGGERT, 2015).
Algumas alteragdes quimicas na molécula de DNA e nas histonas podem atuar
modificando a arquitetura da cromatina e alterando a acessibilidade de fatores de
transcri¢do a elementos reguladores de genes. Portanto, essas modificagdes sdo essenciais
para manter as células em um estado indiferenciado ou direcioné-las para a especificacao
do destino celular (RODRIGUES; SHVEDUNOVA; AKHTAR, 2021). Os mecanismos
epigenéticos sao divididos em metilagdo (5-metilcitosina) e hidroximetilacdo (5-
hidoriximetilcitosina) do DNA, modificagdes de histonas, referindo-se ao estudo
estrutural da cromatina na regulagdo do genoma, composta por quatro proteinas histonas
centrais (H2A, H2B, H3 e H4) enroladas em torno de um segmento de DNA de 147 pares
de base e por fim, os miRNAs, significativos elementos de controle pos-transcricionais
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na maquinaria epigenética, reconhecidos como importantes reguladores da expressao
génica (BACCARELLI; BOLLATI, 2009; POTACZEK et al., 2017).

Sendo o sistema vascular altamente regulado por mecanismos epigenéticos,
evidéncias crescentes tém mostrado que os marcadores epigenéticos exercem um papel
crucial no desenvolvimento vascular, na diferenciag¢ao e fungao das células endoteliais e
musculares lisas e permitem uma alta flexibilidade em resposta a mudangas fisiologicas

ou patologicas repentinas (WU et al., 2015).
Metilacao de DNA

A metilacdo do DNA ¢ um processo epigenético bastante relevante que regula a
expressdo génica, a estabilidade do genoma e imprinting parental (MULLER; PRADO,
2008). Sendo dividido em dois fatores, a hipometilacdo refere-se a uma perda de
metilacao do DNA, levando a regulacao positiva da expressao génica, e a hipermetilacao
sendo o aumento da metilacdo no DNA, resultando no silenciamento transcricional
estavel e expressdo génica reduzida (PILETIC; KUNEJ, 2016). Durante a hipermetilagio,
ocorre a adicao covalente de um grupo metil no quinto carbono dos residuos de citosina
presentes em dinucleotideos CpG, que sdao comumente encontrados em regides com alta
concentracao de CpG, também conhecidas como ilhas CpG (CGI). Ilhas CpG sdo regides
com mais de 50% de GC e uma razdo observada/esperada de CG maior que 60%. A adi¢do
do grupo metil ¢ catalisada por enzimas chamadas DNA metiltransferases (DNMTs)
(PILETIC; KUNETJ, 2016).

As enzimas da familia DNMT estdo implicadas no mecanismo de metilagao do
DNA. Hé evidéncias de que a DNMT1 atua como uma metiltransferase de manutengao,
operando nas forquilhas de replicacdo. As enzimas DNMT3A e DNMT3B estdo
envolvidas na aquisi¢do de novo do status de metilacao do DNA, introduzindo a metilagao
da citosina em locais CpG ndo metilados anteriormente. Por outro lado, a oxidacao de
metilcitosina a hidroximetilcitosina tem demonstrado ser a base do mecanismo ativo de
desmetilagdo do DNA, sendo as enzimas Ten-Eleven Translocation (TET) responsaveis
por catalisar esta reacdo. Geralmente, o DNA nao-metilado ¢ associado a abertura e
permissividade da cromatina, enquanto a presenca de nucleossomos e cromatina
condensada esta relacionada ao DNA metilado nos promotores de genes (ASSIS et al.,

2018).
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Modificacio das histonas

O genoma humano ¢ composto por 24 cromossomos diferentes, que incluem 22
autossomos, além dos cromossomos X e Y. Cada cromossomo ¢ constituido por uma
unica e extensa molécula de DNA que se encontra ligada a grupos de proteinas histonas,
formando estruturas denominadas nucleossomos. Cada nucleossomo € composto por um
octamero de proteinas que consiste em duas copias de cada tipo de proteina histona (H1,
H2A, H2B, H3 e H4), os quais estdo associados a uma sequéncia de DNA de
aproximadamente 147 pares de base, que se encontra enrolada ao redor do octdmero
(FERNANDES, 2020).

A cromatina ¢ formada pela organizacdo da molécula de DNA em nucleossomos,
que ndo apresentam uma estrutura uniforme e podem conter segmentos altamente
condensados (heterocromatina) e outros menos compactados (eucromatina). A
conformagdo da cromatina ¢ dindmica e pode ser modificada em resposta a sinais internos
e externos. As histonas possuem caudas terminais de aminoacidos expostas, que contém
cerca de 20-35 aminodcidos e sofrem modificagdes bioquimicas capazes de afetar a
atividade transcricional dos genes associados (RIVAS; TEIXEIRA; KREPISCHI, 2019).

As diferentes modificagdes das histonas podem afrouxar ou estreitar a associagao
entre histonas e DNA, facilitando ou restringindo o acesso ao DNA dos fatores de
transcrigdo e da maquinaria transcricional. Metilacdo, acetilacio e fosforilacdo de
histonas sao algumas das modificagdes descritas como marcas ativadoras ou silenciadoras
da expressdo génica. Cada marca isoladamente ndo confere ao gene um estado de
transcri¢do ativo ou inativo; as modificagdes nas histonas compdem um painel de marcas
que ¢ lido em conjunto por enzimas especificas (readers) (VAN LEEUWEN; VAN
STEENSEL, 2005). A introdu¢do dessas modificag¢des ¢ efetuada por enzimas chamadas
de “‘escritoras” (writers), que incluem metiltransferases (HMTs) e acetiltransferases
(HATS), responsaveis pela metilagdo e acetilagdo de caudas de histonas, respectivamente.

Da mesma forma que a metilagdo de DNA, tais marcas epigenéticas de histonas sdo
estaveis, mas podem ser reversiveis, € sua remoc¢ao ¢ efetuada por enzimas também
especificas (erasers), como histona desmetiltransferases (HDMTs) e desacetilases
(HDACG:S) (QIN et al., 2020). Existem formas variantes de histonas que se distinguem das
histonas-padrao por um ou poucos aminoacidos, sio menos comuns na cromatina. No
entanto, em certas areas especificas da cromatina, as histonas regulares sdo substituidas

por essas variantes menos frequentes. Essas variagdes de histonas fornecem uma base
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mais fundamental para a diferenciagdo da cromatina, que ¢ essencial para os processos
epigenéticos, tais como a segregacdo dos cromossomos (RIVAS; TEIXEIRA;

KREPISCHI, 2019).
Regulacio via miRNA

Os microRNAs (miRNAs) sdo pequenas moléculas de 4cido ribonucleico (RNA)
que ndo codificam proteinas, e que t€ém ganhado destaque nos ltimos anos por seu papel
como reguladores da expressdo génica e envolvimento em doencas. Eles compreendem
uma classe de RNAs nao-codificantes curtos com 18 a 25 nucleotideos de comprimento
e estdo envolvidos na maquinaria de interferéncia de RNA (RNAi), responsaveis por
regular a expressdo génica poés-transcricional, colaborando para diversas fungdes
fisiologicas e fisiopatologicas, incluindo a regulacdo do tempo de desenvolvimento e
formacao de padrao, restri¢do do potencial de diferenciagdo, célula-sinalizagcao, doencgas
cardiovasculares e carcinogénese. (CORDES; SRIVASTAVA, 2009; SATO et al., 2011;
JORGE et al., 2021).

Os miRNAs sdo gerados a partir de transcritos primarios nascentes (pri-miRNA),
por meio de duas etapas de clivagem sequenciais. Primeiro, a enzima DROSHA processa
o pri-miRNA no nucleo, gerando um precursor em forma de grampo de cabelo (pré-
miRNA). Em seguida, o pré-miRNA ¢ transportado para o citoplasma pela proteina
exportina 5 (XPOS), onde ¢ clivado pela enzima DICER, como mostrado na Figura 2
(O’BRIEN et al., 2018). O resultado dessa clivagem ¢ um pequeno duplex de RNA, que
¢ entdo carregado na proteina Argonauta (AGO). Nesse processo, a proteina AGO prefere
manter apenas uma das fitas do miRNA maduro, removendo a outra (ALI SYEDA et al.,
2020). O AGO transportado com o miRNA associa-se a outros cofatores, como
complexos poli(A)-deadilagdo (O’BRIEN et al., 2018), que constituem o complexo efetor
chamado complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC). O miRISC (complexo
de silenciamento induzido por miRNA) induz o decaimento do RNA mensageiro
(mRNA) e a supressdo traducional por meio da interagdo com as sequéncias
complementares na regido 3' ndo traduzida (3'-UTR) do mRNA do gene alvo. Os miRNAs
visam a maioria dos mRNAs, permitindo que eles tenham importantes papéis reguladores
em diversos processos fisioldgicos e de desenvolvimento (ALI SYEDA et al., 2020). Na
maioria das vezes, os miRNAs podem regular redes de genes dinadmica e/ou

transitoriamente, como loops de feedback e feedforward, e a regulagdo do estado
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estacionario do gene, como a regulagdo positiva de um miRNA durante a diferenciagao
(O’BRIEN et al., 2018).

Figura 2. Processo de producio de um miRNA: Processo desde a transcricdo do pri-miRNA,

processamento e transporte para fora do citoplasma feito pelas enzimas DROSHA e XPOS,
respectivamente, até a clivagem pela DICER.
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Fonte: Proprio autor, 2023.

Sabe-se que o sistema vascular ¢ amplamente regulado por mecanismos
epigenéticos e pesquisas recentes sugerem que os marcadores epigenéticos desempenham
um papel crucial no desenvolvimento vascular, bem como na diferenciagdo e fungao das
células endoteliais e musculares lisas. Esses marcadores também permitem alta
flexibilidade em resposta a mudangas fisioldgicas ou patoldgicas repentinas, associando
a hiper e hipometilagdo de promotores e acdo de miRNA a muitos estados de doenga,
como doengas neurodegenerativas, cardiovasculares, autoimunes e o cancer (WU et al.,
2015; PILETIC; KUNEIJ, 2016).

Apesar de avangos significativos nos estudos na area, algumas questdes ainda
permanecem para serem trabalhadas com o intuito de um conhecimento mais profundo
acerca dos mecanismos moleculares envolvidos com a calcificagdo de células de
musculatura lisa. Com esta proposta, a regulacio da expressdo de miRNA e a

identificacao dos genes que sao alvos especificos de cada miRNA na CV, permanecem

em grande, parte obscuras.
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2. OBJETIVOS

Visando ampliar os conhecimentos relativos aos processos da calcificagdo vascular,
0 objetivo central deste projeto foi investigar o envolvimento dos miRNAs na regulagdo
do processo de calcificagdao da célula de musculatura lisa.
Os objetivos especificos foram:
a) Promover a cultura das células de musculatura lisa vascular e expd-las ao meio
com overload de célcio e fosfato;
b) Validar o modelo através da expressao de genes relacionados a diferenciacao
osteoblastica e inflamacao;
c) Verificar, com base em dados e experimentos disponibilizados em variados
bancos de dados, a correlagdo de aparecimento de miRNAs em células de
musculatura lisa vascular saudaveis e em células em processo de calcificagao.

d) Avaliar a expressao génica de alguns miRNAs encontrados no estudo in silico.

3. MATERIAIS E METODOLOGIAS

As andlises desse trabalho foram divididas em duas etapas, analises in silico e

analises in vitro, como mostradas pela figura 3.

Figura 3. Fluxograma experimental: Fluxograma da metodologia utilizada neste trabalho para as
analises in silico e in vitro.
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Fonte: Proprio autor, 2023.
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EXPERIMENTO IN VITRO
Cultivo de células:

Células de musculatura lisa provenientes de aorta humana (AoSMC, do inglés
Aortic Smooth Muscle Cells), foram obtidas da empresa Lonza (Walkersville, MD) e
mantidas em meio de cultura especifico com os kits de suplementos: SmBM Meio Basal
(Lonza, CC-3181), suplementado com SmGM-2 SingleQuots [0,5 mg / mL de hEGF, 5
mg / mL de insulina, 1 mg / mL de hFGF, 50 mg / mL de gentamicina / anfotericina-B e
5% de soro fetal bovino (Lonza, CC-4149)]. A linhagem foi plaqueada e mantida
rigorosamente sob as condi¢des indicadas pelo fabricante, até que atingissem 80% de

confluéncia, a 37 ° C em atmosfera imida contendo 5% de COx.
Grupos experimentais:

Os grupos foram divididos em (a) Controle - células mantidas sem nenhuma
suplementagao adicional e (b) Calcifica¢dao — células mantidas em meio com overload de

Ca*?/ P (2,7 mM de célcio e 2,6 mM de fosfato) por 72h (KAPUSTIN et al., 2015).
Extracao de RNA total:

Apos a inducao das células a calcificagdo, os grupos experimentais foram coletados,
homegeinizados em TRIzol®. Para isolar o RNA total foi utilizado o método
TRIzol®/Cloroféormio/Isopropanol, de acordo com as especificagdes do fabricante. A
quantidade e pureza do RNA extraido foram estimadas em aparelho de
espectrofotometria, utilizando as razdoes OD 260/280 (> 1,8) e OD 260/230 (> 1,5)
(NanoDrop 2000, Thermo Scientific, Uniscience). As amostras foram armazenadas em

biofreezer a -80 °C.
Sintese de cDNA e RT-qPCR:

Para a sintese de cDNA utilizou-se o kit High Capacity cDNA Reverse
Transcription (Applied Biosystems, Foster City, CA) de acordo com as instrugdes do
fabricante. O qPCR foi realizado em um total de 10 pL, contendo PowerUp™ SYBR™
Green Master Mix 2x (5 pL) (Promega Corporation, Madson, Wisconsin, USA), 0,4 uM
de cada primer (Tabela 1), 50 ng de cDNA e H>O livre de nuclease, no equipamento

QuantStudio® 3 Real-Time PCR (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
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USA). Para o calculo da quantidade relativa utilizamos o método limiar critico
comparativo AACT (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001), sendo os resultados expressos
como média + desvio padrao de 3 experimentos independentes, realizados em triplicata e
como os controles internos, os genes GAPDH, B-ACTINA, 18S e para os miRNAs,

utilizado o RNU 6 para normalizacao dos dados.

Tabela 1: Primers utilizados na analise da expressao génica.

Genes e A A~
miRNAs Gene ID SEQUENCIA F SEQUENCIA R
(?jé?,?\]) 6876 AGCGTGGCTATTCCTTCGT CTCATTTTCAAAGTCCAGAGCTACA
RUNX2 860 CTGTGGTTACTGTCATGGCG AGGTAGCTACTTGGGGAGGA
OTX (SP7) 121340 CCA GGC AAC ACT CCT ACT CC GCC TTG CCA TAC ACCTTGC
FETUIN 26998 CGT GGA AAT CGC AGT CTC CT GAA TTC CGC TCA TCC TGT TCT
TNAP (ALPL) 249 CTATCCTGGCTCCGTGCTCCC TTGTGGTGGAGCTGACCCTT
ENPP1 5167 TTT GCC GAT TGA GGA TTT TC CCA CTG ACG ACA TTG ACA CC
DROSHA 29102 CGG CGA CGA CCC ATT CGA AC GAA TCG AAC CCT GAT TCC CCG TC
XPO5 57510 AAG AGA TGC TGG AGG AGC AA TGC CCA GGT CTG TAA GCT CT
DICER 23405 GAACGCTTTTGTGCTGCTGA GCCTCCCCAGTCCTTTACAC
HSA-MIR-30B 407030 CCA AGT TTC AGT TCA TGT AAA GTC AGC TGA AGT /XEA CAT CCA CCT CCC
HSA-MIR-103B 100302238 TAC TGC CCT CGG CTT CTT TAC AG CAA TGC CTT CAT AGC CCT GTACAAT
HSA-MIR-125A 406910 TCT AGG TCC CTG AGA CCCTT CGC CAG GCT CCC AAG AACCTC A
HSA-MIR-143 406935 CGC AGCGCCCTGTCTC GCT GCA GAA CAA C("}F TCTCTCT TCC TGA
AAC CAT GAC CTC AAG AAC AGT
HSA-MIR-145 406937 ATT TCC AGG ACCTTG TCC TCA CGG TCC AGTTTT C
GAPDH 2597 AGG CCG GTG CTG AGT ATG TC TGC CTG CTT CAC CACCTTCT
B-ACTINA 60 TCT TGG GTA TGG AAT CCT GTG AGG TCT TTA CGG ATG TCA ACG
18S 106632259 TAG TTG GAT CTT GGG AGC GG TAG AAC CGC GGT CCT ATT CC
RNU 6 26827 CTCGCTTCGGCAGCACA AACGCTTCACGAATTTGCGT

Fonte: Autoria propria, 2023.
Experimento in silico

Os dados para experimentag¢ao foram obtidos através do The Bio Studies database/
ArrayExpress do experimento catalogado como E-GEOD-68913, intitulado como
“Differential miRNA expression in Cells and Matrix Vesicles in Vascular Smooth Muscle
Cells from Rats with Kidney Disease” onde foi coletado os arquivos de dados para analise
(CHEN; MOE, 2015).

Todos os passos seguintes foram processados utilizando a linguagem R. Os pacotes
de fungdes de maior relevancia foram Tidyverse (WICKHAM et al., 2019), que fornece
ferramentas de programagao funcional para manipulacdo de métodos e listas produzidos
em uma estrutura especifica; Limma (RITCHIE et al., 2015), para andlise de expressao

génica (miRNAs); além dos pacotes: Biobase (FALCON; MORGAN; GENTLEMAN,

19



2007), miRNAtap (PAJAK; SIMPSON, 2016) e miRNAtap.db (PAJAK; SIMPSON,
2015), utilizados para a predi¢do de alvos; e, por fim, ClusterProfiler (WU et al., 2021) e
org.Rn.eg.db (CARLSON, 2019) para a realiza¢ao de enriquecimento funcional.

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

RESULTADOS IN SILICO
Parametros de filtragem

No inicio da analise, foram utilizados parametros de filtragem para melhor
identificar miRNAs em comum nos fatores de estudo do experimento E-GEOD-68913
(CHEN; MOE, 2015), em que foram utilizadas cé¢lulas de musculo liso vasculares
(VSMCs) e Vesiculas de Matriz (VM), ambas nas situacdes saudaveis e de recorréncia

de calcificacdo. A Tabela 2 descreve como foram dispostos tais parametros.

Tabela 2: Contraste de pardmetros para avaliacao de predi¢cdo de alvos de miRNAs.

Parametro Contraste de Parametros de Filtragem
B1 (VM + VSMC (Calcificadas)) — (VM+ VSMC (Saudaveis))
B2 VM (Calcificadas + Saudaveis) - VSMC (Calcificadas + Saudaveis)
B3 VM Sauddvel — VSMC Saudavel
B4 VSMC Sauddvel — VSMC Calcificada
B5 VM Sauddvel — VM Calcificada
B6 VM Calcificada — VSMC Calcificada

Fonte: Autoria propria, 2023.

Os parametros contrastados por B1, B2, B3, B4, B5, B6 foram utilizados para
nomear cada indice de filtragem. Estes, por sua vez, foram separados em grupos para
analise de fontes (VSMC ou VM) saudaveis vs. Calcificadas, apenas as fontes

(englobando saudaveis e doentes).
Predicao de Alvos

Os parametros designados anteriormente permitiram a obtencdo de listas de
predicao de miRNAs. Avaliados através de codigo de linguagem R e utilizando pacotes

de banco de dados, como BioBase (FALCON; MORGAN; GENTLEMAN, 2007),
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miRNAtap (PAJAK; SIMPSON, 2016) e miRNAtap.db (PAJAK; SIMPSON, 2015),

foram obtidos os dados apresentados na Figura 4.

Figura 4. Perfil de expressio diferencial de miRNAs Up e Down regulados: Graficos de Volcano dos

parametros Bl (A), B2 (B), B3 (C), B4 (D), B5 (E) ¢ B6 (F), onde os miRNAs significativos foram
definidos por —log,o(adj.P.Val) > 2 ¢ |log (FC)| > 1.
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Conforme observado na Figura 4, alguns miRNAs se destacaram por estarem
superexpressos (Up), em vermelho, ou subexpressos (Down), em azul. Foi utilizado o
—log,9(adj.P.Val) > 2 para miRNAs significantes e |log (FC)| > 1, onde valores

negativos sao considerados Down regulados e valores positivos sdo considerados Up

regulados.

Dentre todos os parametros obtidos na Tabela 2 € analisados junto a Figura 4, apenas
B4 nao apresentou resultados significativos. Entretanto, com os resultados obtidos de B1

até B6 (Fig.4 A-E), foi possivel prosseguir para a proxima etapa de analise.

Enriquecimento Funcional

Com a ideia de empregar o enriquecimento funcional nos miRNAs significativos,
foram aplicados pacotes de fungdes no R. O pacote org.Rn.eg.db foi utilizado para

enriquecimento utilizando o banco de dados GO (Gene Ontology) (CARBON;
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MUNGALL, 2018), enquanto o pacote ClusterProfiler (WU et al., 2021) foi utilizado
para enriquecimento utilizando KEGG PATHWAYS (Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes) (KANEHISA et al., 2023).

Enriquecimento Funcional utilizando Gene Ontology

Utilizando o banco de dados Gene Ontology (GO), foi realizado o enriquecimento
funcional dos dados obtidos no teste anterior. Para este passo do experimento, foi
utilizado apenas os parametros B2, B3 ¢ B6, em que os resultados se apresentaram mais
significativos e relevantes para a analise. Tal analise consiste em encontrar os miRNAs
significativos durante os experimentos de predi¢do e associa-los a parametros de
ontologias bioldgicas, com relagdo a 3 aspectos de acordo com o banco de dados, descrito
pelos autores:

e Funciao molecular: “Atividades de nivel molecular realizadas por produtos
génicos. Os termos de funcao molecular descrevem atividades que ocorrem no
nivel molecular, como “catalise” ou “transporte”. Os termos de fun¢ao molecular
GO representam atividades em vez de entidades (moléculas ou complexos) que
realizam as ac¢des e ndo especificam onde, quando ou em que contexto a agdo
ocorre[...](CARBON; MUNGALL, 2018);

e Componente celular: “As localizacoes relativas as estruturas celulares nas quais
um produto génico desempenha uma fung¢ao, sejam compartimentos celulares (por
exemplo, mitocondria) ou complexos macromoleculares estaveis dos quais fazem
parte (por exemplo, o ribossomol...](CARBON; MUNGALL, 2018);

e Processo Bioldgico: “Os processos maiores, ou 'programas biologicos' realizados
por multiplas atividades moleculares. Exemplos de termos amplos de processos
biologicos sdo reparo do DNA ou transdugdo de sinal[...]’(CARBON;
MUNGALL, 2018).

Com base nestes aspectos e os dados obtidos da predi¢do, foram gerados dot plots

de enriquecimento para os parametros, mostrados nas Figuras 5,6 e 7.
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Figura 5. Enriquecimento Funcional do parimetro B2 baseado em aspectos do GO: A classificago

dos aspectos foi feita de acordo com a contagem dos alvos de miRNAs (Count) e a taxa de descoberta de

falsos positivos (FDR). Para o eixo vertical foi utilizado as ontologias do GO com parametros das 3

categorias pré-definidas e para o eixo horizontal usado a porcentagem de genes presentes nas ontologias

(Gene Ratio).
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Para o enriquecimento funcional do parametro B2 baseados nos aspectos do Gene
Ontology, foram utilizados 4 pardmetros para a constru¢do do grafico, o primeiro deles,
o Count, desempenhou um papel crucial na contagem dos alvos de miRNAs. Aqui, a
quantidade de alvos se correlacionou diretamente com o didmetro dos pontos. No que diz
respeito ao eixo horizontal, utilizamos o Gene Ratio. Esse parametro abrange intervalos
de porcentagem de genes presentes entre todas as ontologias do banco de dados GO. Ja
para o eixo vertical, usamos os aspectos mais relacionados das ontologias descritas no

GO.

Dentre os resultados obtidos, o grafico da Figura 6 mostra as 50 ontologias com
maior destaque dentre todas pertencentes ao banco de dados, como regulation of
membrane potential (GO:0042391), axonogenesis (GO:0007409). Junto com estes
resultados, foi encontrado algumas ontologias de interesse do estudo, como ossification
(GO:0001503), negative regulation of phosphorus metabolic process (GO:0010563) e
regulation of BMP signaling pathway (GO:0030510).
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Figura 6. Enriquecimento Funcional do parimetro B3 baseado em aspectos do GO: A classificago
dos aspectos foi feita de acordo com a contagem dos alvos de miRNAs (Count) e a taxa de descoberta de
falsos positivos (FDR). Para o eixo vertical foi utilizado as ontologias do GO com parametros das 3
categorias pré-definidas e para o eixo horizontal usado a porcentagem de genes presentes nas ontologias

(Gene Ratio).
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Para o enriquecimento funcional do parametro B3 também baseados nos aspectos
do Gene Ontology, foram utilizados os mesmos parametros utilizados anteriormente em
B2. As ontologias em destaque ao estudo foram: regulation of BMP signaling pathway
(GO:0030510) e negative regulation of phosphorus metabolic process (GO:0010563).
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Figura 7. Enriquecimento Funcional do parimetro B6 baseado em aspectos do GO: A classificagdo

dos aspectos foi feita de acordo com a contagem dos alvos de miRNAs (Count) e a taxa de descoberta de

falsos positivos (FDR). Para o eixo vertical foi utilizado as ontologias do GO com parametros das 3

categorias pré-definidas e para o eixo horizontal usado a porcentagem de genes presentes nas ontologias

(Gene Ratio).
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Por fim, o enriquecimento funcional para o parametro B6 baseado em ontologias
do GO, utilizando os mesmos pardmetros definidos anteriormente, mostram que, para
ontologias de interesse ao estudo, as que se destacaram foram negative regulation of
Phosphorus metabolic process (GO:0010563), ossification (GO:0001503) e Osteoblast
differenciation (GO:0001649).

Enriquecimento Funcional utilizando KEGG Pathways

Para o enriquecimento funcional por vias de sinalizagdo, utilizamos o banco de
dados KEGG Pathways (KEGG). Também para este passo do experimento, foi utilizado
apenas os parametros B2, B3 e B6, em que houve resultados mais significativos e
relevantes para a andlise. Nesta andlise, consistiu-se em encontrar os miRNAs
significativos durante os experimentos de predi¢do de alvos e associd-los a parametros de
vias de sinalizacdo, com relagdo aos aspectos definidos de acordo com o banco de dados,
sendo estes:

e Metabolismo;
e Processamento de informacao genética;
e Processamento de informagdo ambiental;
e Processos celulares;
e Sistemas organicos;
e Doencas humanas;
e Desenvolvimento de drogas.
E com base nestes aspectos e os dados obtidos da predi¢cdo de alvos, foram gerados

dot plots de enriquecimento funcional para os dados parametros.
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Figura 8. Enriquecimento Funcional do parimetro B2 baseado em aspectos do KEGG PATHWAYS:

A classificagdo dos aspectos foi feita de acordo com a contagem dos alvos de miRNAs (Count) e a taxa de

descoberta de falsos positivos (FDR). Para o eixo vertical foi utilizado as vias de sinaliza¢do definidas pelo

KEGG Pathways ¢ para o eixo horizontal usado a porcentagem de genes presentes nas vias de sinalizagdo

(Gene Ratio).
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Para o enriquecimento funcional do parametro B2 utilizando a base de dados do
KEGG Pathways, foram utilizados 4 parametros para a construcdo do grafico, estes
foram: Count, para a contagem dos alvos de miRNAs, em que a quantidade de alvos esta
diretamente proporcional ao didametro dos pontos; FDR, que relaciona a taxa de falsos
positivos a intensidade de cor; Para o eixo horizontal, foi utilizado o Gene Ratio, para
intervalos de porcentagem de genes presentes dentre todas as vias de sinalizagdo da base
de dados KEGG Pathways e para o eixo vertical, os aspectos mais relacionados a vias de

sinalizagdo descritas no KEGG Pathways.

Apos estabelecidos todos os parametros, foi obtido as top 50 vias de sinalizagdes
relacionadas aos miRNAs identificados no experimento. Algumas vias de sinalizagdo de
potencial interesse ao estudo pdde ser identificadas nesta lista, com por exemplo PI3k-
Akt signaling pathway (no04151) e Calcium signaling pathway (ro04020), MAPK
signaling pathway (rno04010), regulation actin of cytosketeleton (rno04810), TNF
signaling pathway (1no04668).
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Figura 9. Enriquecimento Funcional do parimetro B3 baseado em aspectos do KEGG PATHWAYS:
A classificagdo dos aspectos foi feita de acordo com a contagem dos alvos de miRNAs (Count) e a taxa de
descoberta de falsos positivos (FDR). Para o eixo vertical foi utilizado as vias de sinaliza¢do definidas pelo
KEGG Pathways ¢ para o eixo horizontal usado a porcentagem de genes presentes nas vias de sinalizagdo

(Gene Ratio).

KEGG PATHWAY - B3

Pathways in cancer &}
| PI3K-kt signaing pathwap]] [ ]
Human papillomavirus infection e
| MAPK signaling pathwak ®
LEndocytosis a
Ras signaling pathway [ ]
| Calcium signaling pathwarh [ ]
Salmonella infection L ]
Focal adhesion

Regulation of actin cytoskeleton
Rap! signaling pathway
Proteoglycans in cancer €]

L]
Axon guidance ]
®
®

cAMP signaling pathway o
Wat signaling pathway ®
Phospholipase D signaling pathway °
Breast cancer L]
Hepatocellular carcinoma
Hippo signaling pathway hd
Oxytocin signafing pathway L]
Cushing syndrome L
Signaling pathways regulating pluripotency of stem cells L]
Gastric cancer °
mTOR signaling pathway ®
Dopaminergic synapse ®
Yersinia infection L]
Glutamatergic synapse L
| FoxO signaling pathwali
Neurotrophin signaling pathway
Parathyroid hormone synthesis, secretion and action °

Cholinergic synapse °
Insufin resistance e
Choline metabolism in cancer °
Glycerophospholipid metabolism °
Small cell lung cancer e
Prostate cancer
Melanogenesis

Endocrine resisiance U
Morphine addiction °
Bacterial invasion of epithelial cells °

| TGF-beta signaiing pathway
Phosphatidylinositol signaling system

GABAergic synapse
ErbB signaling pathway .
PD-L1I expression and PD-1 checkpoint pathway in cancer
Glioma °
Non-small cell lung cancer *
p33 signaling pathway .
Amphetamine addiction .
Basal cell carcinomay — +

0.02 0.04 0.06 0.08
Gene Ratio

Fonte: Autoria prépria, 2023.

31

FDR
6004
de04

204

count
® 5N
®
®
[ R



Para o enriquecimento funcional do parametro B3 utilizando a base de dados do
KEGG Pathways, foram utilizados os mesmos fatores usados no pardmetro anterior.
Alguns resultados de potencial importancia apareceram, como PI3k-Akt signaling
pathway (1o04151), FoxO signaling pathway (rno04068) e Calcium signaling pathway
(ro04020), MAPK signaling pathway (1mo04010), regulation of actin cytoskeleton
(rno04810) e TGF-p signaling pathway (1no04350).
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Figura 10. Enriquecimento Funcional do parimetro B6 baseado em aspectos do KEGG

PATHWAYS: A classificagdo dos aspectos foi feita de acordo com a contagem dos alvos de miRNAs

(Count) e a taxa de descoberta de falsos positivos (FDR). Para o eixo vertical foi utilizado as vias de

sinalizagdo definidas pelo KEGG Pathways e para o eixo horizontal usado a porcentagem de genes

presentes nas vias de sinalizacdo (Gene Ratio).
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E por fim, para o enriquecimento funcional do parametro B6 utilizando a base de
dados do KEGG Pathways, foram utilizados os mesmos fatores para obtencao do grafico.
As vias de sinalizagdo que possivelmente podem estar relacionadas ao estudo sdo: PI3k-
Akt signaling pathway (mo04151), Calcium signaling pathway (rno04020), FoxO
signaling pathway (o04068) e TGF-f signaling pathway (rno04350), regulation of

actin cytosketeleton (rno04810).
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Através do enriquecimento funcional, utilizando dos parametros do KEGG e GO,
onde hd o envolvimento de vias de sinalizacdo, processos bioldgicos, componentes
celulares e fung¢do morfoldgica relativos aos miRNAs encontrados como hiper e
hiporegulados, foram identificados alguns fatores de grande importancia na CV. Dentre
esses fatores, destaca-se a sinalizagdo de Ca** (KEGG: rmo04020), em que sua presenga
em células normais se dd ao processo de desencadeamento da contragdo. Entretanto, a
presenca de Ca®" em vasos sanguineos doentes, pode indicar a possibilidade das VSMCs
estarem perdendo suas propriedades contrateis e adotando um fendtipo de “reparo” ou
“sintético”, que pode ser acompanhado da conversdo para um tipo de célula que expressa

varias proteinas reguladoras 6sseas (PROUDFOQT, 2019).

A regulagao de processos metabolicos de Fosforo (GO: 0010563) também tem sua
participacdo direta associada a CV. Uma vez que a regulagdo da homeostase de P ¢
controlada pela mudanga das taxas de remodelagdo dssea, ha a influéncia deste fator nos
niveis de reabsorc¢do de fosfato inorganico (Pi). Além disso, em VSMCs ateroscleroticas,
pode-se observar que ha expressdao de fatores osteogénicos nas células, como Cbfal e
RUNZX. Ademais, com um maior aumento da concentragao de P no meio, também ha o
estimulo de OSTERIX, outro importante fator do ciclo de diferenciagdo osteoblastico

(HRUSKA et al., 2007).

Outros processos identificados nos enriquecimentos, incluindo principalmente duas
ontologias diretamente ligadas a calcificacio e formagdo Ossea, sdo a ossificagdo
(GO:0001503), definida como “formagdo de osso ou de uma substancia éssea, ou a
conversao de tecido fibroso ou de cartilagem em osso ou substancia 6ssea” (CARBON;
MUNGALL, 2018), e a diferenciacao de osteoblastos (GO:0001649), que também
corresponde a presenca de variados fatores de indugdo a calcificacdo de células arteriais.
O processo de osteogénese ocorre através de muitos reguladores-chave da formagao dssea
e proteinas estruturais Osseas, que sao expressos nas camadas arteriais mediais
calcificadas (MIZOBUCHI; TOWLER; SLATOPOLSKY, 2009). Altos niveis de fosfato
extracelular podem induzir VSMCs a diferenciar-se em células semelhantes a
osteoblastos, induzindo também a expressdo de Cbfal/Runx2; e aumento de expressdo de
genes associados ao processo de diferenciagdo Ossea, como Osteocalcina (BGLAP),
Osteopontina (OPN) e fosfatase alcalina (ALP) (ENGELSE et al., 2001;
SLATOPOLSKY, 2009; MIZOBUCHI; TOWLER).
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Um outro fator importante e que merece destaque ¢ a sinalizacdao/regulacao de
algumas moléculas dentro do metabolismo celular, como a a sinalizacdo de TGF-j3

(rno04350), FoxO, PI3k-Akt e a regulagdo de BMP (GO:0030510).

O TGF-B ¢ uma familia de moléculas de sinalizagdo, onde sdo pertencentes
moléculas ligantes que interagem com receptores especificos, co-receptores e proteinas
moduladoras. Esta familia de ligantes tem como subfamilias os fatores de diferenciacao
de crescimento (GDFs), ativinas e inibinas, fatores de determinacdo nodais, sendo
comumente envolvidos na homeostase e fisiopatologia do sistema cardiovascular. As
proteinas de TGF-beta ¢ BMP modulam e interagem com respostas inflamatorias,
recrutando células semelhantes a osteoblastos e condroblastos para promocdo do
remodelamento calcificado e ossificagdo tipo endocondral (YANG et al., 2020). As
proteinas BMPs também sao uma das subfamilias de ligantes que fazem parte da familia
de moléculas de sinalizagdo TGF-B. Essas proteinas sdo superexpressas em regides
ossificadas, por miofibroblastos e pré-osteosblastos, em especifico as BMP4 ¢ BMP2,
sendo esta ultima um participante como indutora a ativagao pré-osteogénica de células

intersticiais (YANG et al., 2020).

A Fox Head Box ¢ uma familia de proteinas composta por 39 membros, com 19
subgrupos, sendo definidas por letras que vao de A a S. Em especifico a FoxO (rno04068),
sinalizada pelo enriquecimento funcional, ¢ uma proteina responsavel por ativar fatores
de transcrigdo e crescimento (LALMANSINGH et al., 2012; TIA et al., 2018). Estudos
recentes apontam que FoxO1 e FoxO3 se relacionam ao processo de calcificagdo quando
estas sao induzidas com meio osteogénico ou reguladas por vias de Akt-FoxO no processo
regulador de expressao do mir-155 (LI et al., 2021; SAMANTA et al., 2021). Ambas
proteinas agem na supressao da ativagdo de Akt, seja pré-reguladas ou poés-reguladas, e
em especifico FoxO3, facilita o processo de calcificagdo ativando a produg¢ao de proteinas

apoptoticas (LALMANSINGH et al., 2012; L1 et al., 2021).

A sinalizagdo de PI3k-Akt (rno04151), que ¢ uma sinalizacdo onipresente
reconhecida como via fundamental para regular a proliferagdo, diferenciacao, apoptose e
regulacao do ciclo celular, tem seu envolvimento na CV relacionado a estimulagdo de
PI3K, quando ativada promove a fosforilagdio de Akt. A Akt desempenha um papel
importante na ativacdo do NF-«kB, que por sua vez, também participa da patogénese da
CV, desencadeando processos inflamatorios que podem levar a transformagao
osteogénica das VSMCs (HE et al., 2019).
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Complementarmente, a sinalizagdo de MAPK (rmo04010), que sdo proteinas-
quinase especificas de serina/treonina, ativadas dentro de cascatas que regulam a
proliferacdo, diferenciacao e morte celular (SUN et al., 2015a). A presenca da sinalizacao
de MAPK na CV pode estar relacionada a regulacdo da enzima ERK1/2, que quando
inibida, promove aumento da sintese de elastina no conteudo adrtico e quando ativada
participa do processo de fosforilagdo de RUNX2, proteina participante no processo de

diferenciagdo osteoblastica (ZENG et al., 2021, p. 2).

E por fim, e ndo menos importante, a sinalizacdo do citoesqueleto de actina
(rno04810), que ¢ regulada por multiplas vias de sinalizacdo, ativadas por ambos os
receptores tirosina quinase (RTKs) e receptores acoplados a proteina G (GPCRs). Os
principais componentes de sinalizagdo incluem proteinas G triméricas, proteinas G
pequenas, lipidios quinases, proteinas quinases dependentes de Ca**, ROCK e MAPKs
(GERTHOFFER, 2007). Sua relacdo a CV pode se dar através da inativagdo de PKCa e
PKC9, através da ruptura de citoesqueletos de actina/microtibulos, uma vez que varias
proteinas relacionadas aos citoesqueletos de actina e microtubulos, incluindo talina,
vinculina, troponina, proteinas associada a microtubulos 2 e a-tubulina, foram relatadas
como substratos de proteinas quinase C (PKC) e que a inibi¢do das atividades de PKCa
e PKC3d leva a um aumento na ruptura induzida por Pi de microtiibulos e actina, além da
estimulagdo da sinalizacdo osteogénica (LEE; KIM; JEONG, 2014). Todos esses
processos de sinalizagdo selecionados dentro das ontologias participam em alguma etapa
da CV, sendo necessarios mais estudos para a identificacdo dos miRNAs especificos

envolvidos nesses processos.
RESULTADOS IN VITRO
Analise de expressao génica

Pensando em validar os dados encontrados na andlise in silico, seguimos o
protocolo previamente ja descrito pelo nosso grupo (DA SILVA et al., 2020), onde as
células de musculatura lisa vascular foram expostas ao meio com overload de célcio e
fosfato. Durante a evolucdo do processo de calcificacdo, a expressdo de alguns
marcadores contrateis, como o musculo liso 22 alfa (SM22a), foi diminuida, enquanto a
expressdo de fatores relacionados a osteogé€nese, como proteinas morfogenéticas 0sseas
(BMPs), RUNX2, OTX, TNAP e NPP1 sdo regulados positivamente (BOSTROM et al.,
1993; ZHANG et al., 2014; KROHN et al., 2016). Para validar o modelo proposto neste
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estudo, realizamos varias andlises com foco em biomarcadores ja conhecidos na
osteogénese e foi possivel validar mais uma vez o modelo, como mostrado na figura 11,
onde observamos o aumento significativo da expressdo génica de OTX, FETUINA-a,
TNAP e NPP1 (fig. 11 C-F). Como discutido anteriormente, as VSMC tém a capacidade
de expressar proteinas envolvidas exclusivamente na contragdo muscular, como a-SMA,
e nossos dados apontam diminui¢do da expressdo génica deste marcador (Fig. 11 A),
sugerindo a perda de fun¢do contratil destas células, como ja demonstrado pelo nosso

grupo em trabalhos anteriores (STEITZ et al., 2001; DA SILVA et al., 2020;).

Figura 11. Fenétipo osteogénico de VSMC em sobrecarga de Ca*? e P: Representagdo grafica da
expressdo génica relativa de a-SMA (A), RUNX2 (B), OTX (C) FETUINA (D), TNAP (E) e NPP1 (F)
normalizados pelo nivel de expressdo dos genes 18S, B-ACTINA e GAPDH. Os niveis foram determinados
usando o método limiar critico comparativo AACT e mostrados em um formato grafico com valores
normalizados em fun¢@o do valor atribuido ao controle 1. Os resultados analisados por teste T foram
representados como a média + desvio padrao de trés experimentos independentes. *p < 0,05, **p < 0,01,
*¥**p < 0,001 e ****p < 0,0001 em relagdo ao seu respectivo controle.
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Recentemente, os miRNAs despertaram o interesse dos biogeneticistas por atuarem
como reguladores da patogénese das doengas vasculares, biomarcadores diagnosticos e
alvos terapéuticos (HAYES; PERUZZI; LAWLER, 2014; TUFEKCI et al., 2014).
Estudos in vivo e in vitro apontaram papéis estimuladores ou inibitorios no
desenvolvimento do prolapso da valvula mitral, fusdo do folheto aortico e vias de
calcificagdo, especificamente diferenciagdo osteoblastica e modulagdo de fatores de

transcricdo das VSMC (NAPPI et al., 2021). Buscando investigar a participagdo dos
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miRNAs no processo da CV, realizamos a quantificacdo da expressdo de genes que
codificam enzimas envolvidas na biogénese e maturagdo de miRNAs. Na figura 12
observamos uma diminui¢do na expressao de DROSHA (fig. 12 A) e um aumento
significativo dos transcritos de XPOS5 e DICER (fig. 12 B e C). Esta diminui¢ao nos niveis
de DROSHA pode indicar que no periodo escolhido (72h de tratamento), os miRs ja
podem ter sofrido a primeira clivagem e estdo seguindo para o citoplasma, onde sofrerdo

a maturacdo final e entdo poderdo entrar em agao.

Figura 12. Analise da expressido génica da maquinaria de processamento de miRs: A expressdo génica
das trés enzimas envolvidas na biogénese e maturagdo dos miRs foram realizadas através da analise
quantitativa em tempo real (q-PCR) e corrigida pelos trés controles endogenos (GAPDH, B-ACTINA e
18S). Em (A) Drosha, em (B) XPOS5 e em (C) Dicer. Os resultados analisados por teste T representam a
média + desvio padrdo de trés experimentos independentes expressos em relagdo ao grupo controle *p <
0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 e ****p <0,0001.
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Os miRNAs selecionados para analise de transcritos génicos foram baseados nos
dados da pesquisa literaria e pesquisa in silico realizada nos bancos de dados. A figura 13
traz a expressdo dos principais miRs envolvidos no processo de CV e aqui damos
destaque para o miR 103a (fig. 13 B), onde pode-se notar um aumento da expressdo. Lei
He, et. al. (2021) mostrou que o miR 103a ¢ capaz de regular o processo de CV atuando
na regulacao do gene RUNX2, um dos principais envolvidos na osteogénese. Seus dados
constataram que a expressao de RUNX2 diminuiu significativamente apos a regulaco
positiva da expressao do miR 103a. Demonstraram também que os niveis dos miRs 30b
e 125a foram significativamente reduzidos no modelo de calcificacdo e como foi notado
em nossos resultados, os niveis desses transcritos também estdo downregulados (Fig. 13
A eC) (HE etal.,2021; SUN et al., 2015b). Outro autor mostrou ainda que em condigdes
elevadas de Pi, VSMC sofrem um aumento no processo de calcificacdo, diminui¢do na

proliferacdo e na taxa de migragdo quando os niveis dos miR 143-145 estdo
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negativamente regulados (RANGREZ et al., 2012), o que evidenciamos também em
nossos dados (Fig. 13 D e E).
Nossos dados corroboram com estes achados e nos levam a apontar o miR 103a

como um possivel alvo no tratamento e diagnéstico da doenga.

Figura 13. Analise da expressido génica dos miRNAs envolvidos na calcificacio vascular: A analise quantitativa
por tempo real (q-PCR) dos miRNA’s foi corrigida pelo controle endégeno RNUG6 e obtidas pelo programa
PRISMS. (A) miR 30b, (B) miR 103a, (C) miR 125a, (D) miR 143 ¢ (E) miR 145. Os resultados analisados
por teste T representam a média + desvio padrdo de trés experimentos independentes expressos em relagiao
ao grupo controle *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 e ****p < 0,0001.
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5. CONCLUSAO

Levando em consideragdo as analises realizadas, evidenciamos que alguns miRNAs
estavam sendo super ou subexpressos durante a calcificacdo, tendo estes ainda
participacao direta (inibi¢ao ou promogao da producao de proteinas e enzimas) ou indireta
(regulacdes e sinalizagdes de vias relacionadas a inflamagdo e proteinas ligadas a
diferenciag@o osteoblastica) no surgimento da patologia. No entanto, futuras andlise para
identificar os miRNA envolvidos na CV devem ser aprofundados, uma vez que isso pode

ser de grande importancia na terapéutica da doenga.
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