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Resumo

MicroRNAs (miRNAs) sdo os produtos génicos ndo-codantes (~19-22 nucleotideos) com um
papel chave no regulamento pds-transcricional inibindo a expressdo génica através da unido
seletiva a sequéncias complementares de RNA mensageiro. Nossos resultados indicam que o0s
miRNAs isolados com métodos atualmente usados para preparacdo de RNA sdo instaveis assim
como também seus cDNAs correspondentes. Estas observacdes tém grande importancia em
estudos de analise de expressdo de miRNAs. Além, nosso laboratério é pioneiro em determinar
perfis especificos de miRNA em ilhotas pancreaticas humanas e de roedores normais assim
como em ilhotas expostas a acdo de citocinas diabetogénicas pré-inflamatorias. O miR-7 resultou
ser o miRNA mais abundante da por¢do enddcrina das ilhota e 0 miR-375 o mais abundante no
pancreas. Ambos os miRNAs aumentaram sua expressao durante o desenvolvimento pancreatico,
assim como também, em ilhotas tratadas com citocinas pro-inflamatérias por 6 horas. Estas
observacdes sugerem que 0 miR-7 e 0 miR-375 desempenham um papel importante ndo apenas
durante o processo de desenvolvimento e de manutencdo do fenétipo das ilhotas mas também
nos sinais de sobrevivéncia nos primeiros estdgios da resposta inflamatoria. A pesquisa dos
miRNAs e de seus mMRNAs alvos pode tornar-se uma ferramenta valiosa para o diagnostico e

tratamento de doencas tais como o diabetes.
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Summary

MicroRNAs (miRNAs) are non-coding gene products (~19-22 nucleotides) that play a key role
in post-transcriptional regulation by inhibiting gene expression through selective binding to
complementary messenger RNA sequences. Our early results indicated that miRNAs isolated
with currently used methods for RNA preparation are unstable and so are their corresponding
cDNAs. These observations should be of great interest to all researches that outsource RNA
samples for miRNA gene array analysis. We are first to determine specific miRNA signatures in
normal pancreatic islets as well as in islets exposed to pro-inflammatory (diabetogenic)
cytokines. MiR-7 emerged as the most abundant endocrine islet miRNA and miR-375 as the
most abundant intra-islet miRNA. Both miRNAs increased their expression during pancreatic
development as well as in islets treated with pro-inflammatory cytokines for 6 hours. This
suggests that miR-7 and miR-375 play an important role not only in development and islet
phenotype maintenance but also in the survival signaling at the early inflammatory response. The
research of miRNAs and their target mMRNAs could be a valuable tool in diagnostics by
indicating the early onset of diseases such as diabetes and by finding new therapeutic targets to

treat them.
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Introducéo

0Os microRNAs

Os microRNAs (miRNAs) tém sido descritos tanto em células de plantas quanto de animais, eles
sdo moléculas pequenas de RNA néo codificadores de 19-22 nucleotideos (1-4). Os miRNAs tém
um papel fundamental na regulacdo da expressdao génica em eventos bioldgicos chaves tais como
a proliferacdo celular, a diferenciagdo, a transformacdo maligna e a morte. Eles reconhecem e
ligam-se as sequéncias parcialmente complementares do RNA mensageiro (MRNA) alvo,
afetando a expressdo génica e regulando a traducdo do mRNA. Seiscentos e noventa e cinco
miRNAs tém sido identificados em humanos até hoje. Eles estdo alistados na base de dados de
miRNAS disponivel na rede através do Instituto Sanger

(http://microrna.sanger.ac.uk/index.shtml) (5-7). E esperado que nos proximos anos o nimero de

miRNAs aumente possivelmente até 1000 (4). Dos 695 genes codificadores para miRNAs
humanos conhecidos, 131 tém sido experimentalmente (8)validados.

De acordo com dois estudos bio-computacionais (9,10), entre 20% e 25% dos genes de
mamiferos poderiam ser regulados por miRNAs (9). A maioria dessas moléculas encontradas em
humanos age como inibidores da expressdo génica (11). As combinacbes particulares de
mMiRNAS expressos em varios tipos celulares podem regular genes alvos especificos. Os miRNAs
podem ligar-se a diversos mMRNAs, individualmente ou em combinacdo com outros, e controlar
de essa forma redes regulatdrias altamente complexas (12). Recentemente, tem sido mostrado
que alguns miRNAs tém dupla funcdo; sendo reguladores chaves do desenvolvimento

pancreatico embrionario, assim como da funcdo enddcrina em adultos (13,14).


http://microrna.sanger.ac.uk/index.shtml�

Valia Bravo-Egana

A biogénese dos miRNAs

Os genes codificadores para miRNASs séo transcritos pela RNA polymerase 11 (Pol-11). A geracdo
de miRNAs comeca com a clivagem de seus precursores no nucleo pela endonuclease Drosha
que € uma RNAse tipo Il (4.15). A Drosha age como um grande complexo. Neste complexo, ela
interage com a proteina da regido cromossomal da sindrome de Di George (DGCR8). A DGCRS8
tem um modulo de unido ao RNA que serve como um componente essencial do complexo de
processamento dos pri-miRNAs, junto com a Drosha. O processo de clivagem libera uma alcga de
~60-70 nucleotideos, que se denomina pré-miRNA. Este € transportado ativamente ao
citoplasma pelo receptor exportador exportin-5 (16,17). O pré-miRNA € processado no
citoplasma pela enzima Dicer (15), um outro membro da familia das proteinas ribonucleases il
que também desempenha um papel no RNA de interferéncia, segundo tem sido recentemente
mostrado (18). O produto da clivagem do RNA de dupla fita de ~21 nucleotideos é desnaturado
subseqlientemente pela acdo de helicases no miRNA ativo de fita simples. Este junto com a
proteina de resposta trans-ativadora (TAR) e a proteina de unido ao RNA (TRBP) formam o
complexo de ribonucleoproteinas conhecido como RISC pelas siglas em inglés (complexo de
inducdo de silenciamento do RNA) (18-20). O RISC guia ao miRNA especifico a seu RNA
mensageiro alvo. Perante a unido com o0 mRNA alvo, 0 miRNA unido ao RISC clivard 0 mRNA
ou suprimiré sua traducdo, dependendo do grau de homologia existente entre as sequéncias do
miRNA e 0 mRNA alvo. Se as sequéncias tém 100% de homologia 0 MRNA sera clivado; se ha
algumas discrepancias, ocorrera a inibicdo da traducao.

O componente critico do complexo RISC € a proteina Argonauta 2 (Ago2), um membro da
familia das proteinas Argonautas (21). Estas proteinas sdo 0os componentes cataliticos do RISC.

Ago2 € a Unica Argonauta humana com atividade endonuclease intrinseca, codificada por seu


http://en.wikipedia.org/wiki/Catalytic�
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dominio PIWI, que se assemelha estruturalmente ao dominio do RNase H (22). Este dominio € o
Unico componente exigido para a atividade do RISC (23-26).

A unido do miRNA ao mRNA alvo ocorre geralmente na regido 3'UTR do mRNA, e envolve os
nucleotideos do 2 ao 8 do extremo 5° do miRNA, esta seqiiéncia é conhecida como sequiéncia
“semente” (27).

Estudos recentes tém mostrado que os transcritos de mRNA unidos ao RISC podem ser
suprimidos ao nivel de tradugdo da proteina, desestabilizados por deadenilagdo ou degradados
pela Ago2 (23,24,28-30). Estes processos ocorrem nos corpos de processamento (corpos-P). A

biogénese do miRNA é descrita na figura 1.
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Figura 1. A biogénese dos miRNAs. Obtido de Plasterk, R. (31).
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As metodologias usadas para estudar os miRNAs

Os métodos que tém sido usados para estudar os miRNAs enfrentam vérias dificuldades
relacionadas com as caracteristicas especificas destas moléculas, tais como seu tamanho pequeno
e o fato de ndo ter uma &ncora comum, ao contrario dos mMRNA, que tém uma cauda de poliA.
Estas caracteristicas fazem da deteccdo e quantificacio dos miRNAs um procedimento
desafiante. Assim, os diferentes métodos precisam da extensdo da extremidade 3'.

O envolvimento destas moléculas em uma vasta quantidade de processos bioldgicos, normais e
anormais, indica a importancia de desenvolver tecnologias confiaveis para os estudos de
expressdo dos mesmos. Entre os diversos métodos usados para estudar perfis de expressdo de
miRNAs estdo o northern blotting com marcas radioativas e sondas contendo acidos nucléicos
“fechados” (LNA) (32,33), a clonagem (34), o PCR quantitativo de precursores ou de miRNAs
maduros (35,36), as técnicas baseadas na analise seriada da expressdo génica (SAGE) (37), os
métodos baseados no uso de esferas (38,39) e os microarranjos de oligonucleotidios (40-42). O
uso de microarranjos tem sido a aproximagdo mais popular. Esta técnica possibilita a analise dos
niveis de expressao de centenas de genes de miRNAs num mesmo ensaio.

Os arranjos de miRNAs estdo sendo desenvolvidos na atualidade para explorar sua biogénese,
sua distribuicdo nos tecidos, sua expressdo diferencial entre os estados normal e anormal, na
caracterizagdo de doencgas, no desenvolvimento embrionario, e nos mecanismos de ac¢do e da
tumorigénese (43-45). Além disso, os cientistas estdo também conduzindo estudos para
determinar os perfis de expressdo de miRNAs que possam levar ao uso dos mesmospara 0
diagnostico molecular de doencas e para a avaliacdo da eficacia e a toxicidade de drogas. Porém,
0 estabelecimento de perfis de expressdo de miRNAs é um campo relativamente novo. Os

parametros acima mencionados, fazem a adaptacéo da tecnologia de microarranjos para a analise
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da expressdo de miRNAs muito desafiadora (41). Todas essas metodologias dependem do
desenvolvimento de protocolos especificos para a preparacdo de RNA que preservem moléculas
pequenas.

A estabilidade dos miRNAs em preparacGes de RNA é um fator importante a ser considerado
durante o trabalho com miRNAs em geral e para estudos especificos de expressdo. Em nossos
experimentos iniciais observou-se uma falta de reprodutibilidade em relacdo ao tempo de
estocagem apos o isolamento do RNA. Outros laboratérios tém feito observacdes similares. Até
0 momento, a instabilidade dos miRNA ndo foi rigorosamente estudada. Este é um aspecto
crucial para a analise de expressdo génica destas moléculas. Conseqlientemente nosso primeiro

ponto de interesse neste trabalho é estudar este fendmeno.

Os padrdes de expressdo de miRNA em tecidos e linhagens celulares

Em varios estudos feitos em células de mamiferos observou-se que os miRNAs sdo regulados
durante o desenvolvimento embrionario e tém padrbes especificos em células e tecidos. Por
exemplo, miR-181 tem um papel critico na modulacdo da diferenciacdo da linhagem
hematopoiética. A expressdo ectopica do miR-181 em células tronco progenitoras de células
hematopoiéticas conduz a um aumento da proporcao de células B, in vitro e in vivo, porque este
mMiRNA é expresso preferencialmente em células B (46,47); O miR-1 e 0 miR-133 tém papéis
criticos na proliferacdo e diferenciacdo do musculo esquelético (48). O miR-221 inibe o
crescimento normal das células eritropoiéticas, enquanto o miR-143 regula a diferenciacdo dos
adipocitos (49). O miR-122 tem sido descrito como um miRNA especifico do figado. A inibicdo
deste miRNA em camundongos normais resultou na diminuicdo dos niveis do colesterol no

plasma, no aumento da oxidagdo dos &cidos graxos do figado e na diminuigcdo das taxas de
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sintese dos acidos graxos e do colesterol do figado. Estes resultados implicam que 0 miR-122 é
um regulador chave do metabolismo do colesterol e dos acidos graxos no figado adulto de
camundongos (50). O miR-208 ¢é expresso especificamente no coracdo e em niveis muito baixos
no pulmdo. Sua expressdo ou interacdo com seus MRNA-alvos poderiam aumentar
potencialmente a funcdo cardiaca mediante a supressdo da expressdo da cadeia pesada da B-
miosina (BMHC) (51).

Além dos dados que existem a respeito da funcdo dos mMIRNAs individuais, estd sendo
demonstrado que os diferentes tipos de células de mamiferos apresentam perfis de expressdo de
mIiRNA Unicos. Por exemplo, no cérebro o perfil de miRNAs difere nos varios estagios do
desenvolvimento (52). Foram encontrados perfis Unicos de miRNAs em células tronco
embrionarias humanas (53) e durante o megacariocitopoiese (54). Também tem sido mostrada a
existéncia de padrdes especificos de expressio de miRNAs no coracdo e no figado (55).
Monticelli e seus colaboradores (56) utilizaram microarranjos de oligonucleotidios para analisar
sistematicamente perfis de miRNAs em células hematopoiéticas de camundongos. Eles
observaram padrdes de expressao muito diferentes entre células hematopoiéticas e ndo-
hematopoiéticas, com diferencas sutis entre as varias linhagens hematopoiéticas.

Um estudo recente desenvolvido por Landgraf e seu grupo, é muito relevante para este topico. O
grupo obteve a seqliéncia de mais de 250 “bibliotecas” pequenas de RNA provenientes de 26
orgdos e tipos celulares diferentes de humanos e roedores. Eles apresentaram perfis de expressao
derivados dos dados da contagem de clones, e mostraram que um grupo relativamente pequeno
de miRNAs foi ubiquitariamente expresso, reforgando o conceito de que linhagens celulares e
tecidos diferentes tém perfis especificos de miRNAs. Além disso, este vasto estudo fornece

detalhes e informagdes muito valiosas sobre as seqiiéncias maduras, 0s precursores, as
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localizagBes no genoma, 0s processos de maturacdo, as unidades transcricionais e os padrdes de

conservagédo destas moléculas (57).

Os padroées de expressdo de miRNAs em doencas

Varios estudos recentes mostram a conexdo entre miRNAs e doencas humanas. Um dos
primeiros vinculos estabelecidos foi encontrado na sindrome da X fragil, uma doenca genética
causada pelo silenciamento transcricional da proteina de atraso mental X fragil (FMRP) (58).
Num outro estudo (59), os autores examinaram os perfis de expressdo de certos miRNAs
hematopoiéticos tais como 0 miR-142, o miR-155, o miR-181 e 0 miR-223 em 17 linhagens
celulares hematopoiéticas malignas e compararam eles com perfis de miRNAs de linhagens
celulares humanas altamente purificadas de células B, T, mondcitos e granuldcitos. Eles
encontraram padrfes de expressdo de mMIRNAs similares entre estas e as linhagens
hematopoiéticas humanas normais. Contudo, os niveis de expressao entre eles foram diferentes,
sugerindo que a expressao de miRNAs pode ser diferente entre os estados saudavel e doente.
Outros estudos mostram a correlacdo de varios canceres com mutacdes de miRNAs assim como
com perfis especificos de expressdo de miRNAs (38,60-63), indicando que estas moléculas
podem funcionar como supressores ou indutores de tumores (60). Por exemplo, quantidades mais
baixas de miR-145 e de miR-143 sdo encontradas no cancer coloretal (64). O miIRNA-372 e 0
miRNA-373 tém sido implicados como estimuladores de oncogenes em tumores de células
germinais testiculares (65,66). O miR-15 e 0 miR-16 estdo significativamente diminuidos ou
mesmo ausentes em 68% dos pacientes com leucemia cronica dos linfécitos (CLL), sugerindo
que estes dois miRNAs inibem o desenvolvimento do tumor promovendo apoptose através de

seu alvo experimental confirmado o Bcl-2 (67). Assim, os perfis de miRNAs poderiam ter valor
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para 0 prognostico e progressdo da doenca nos pacientes com CLL (68). O miR-17-5p, 0 miR-
20a e 0 miR-106a inibem a diferenciacdo e a maturacdo dos monacitos ligando-se e inibindo a
expressdo da proteina mieldide da leucemia-1 aguda (AMLL1, igualmente conhecidas como
RUNX1) e diminuindo subseqliente a expressdo do receptor de estimulacdo do fator da colonia
do macréfago (M-CSFR) (69). O mesmo estudo mostrou que a AMLL1 se une a promotores dos
agrupamentos de miRNAs: miR-17-5p-92 e miR-106a-92 e inibe transcricionalmente a
expressdo do miR-17-5p, do miR-20a e do miR-106a, indicando a existéncia de uma retroacéo
negativa.

Determinados perfis de miRNAs sdo associados com certos tumores solidos, incluindo os do
peito, do pancreas, do estdbmago, do reto, da préstata e do pulmdo (61). Também tém sido
encontrados perfis de miRNAs diferenciados para as células de pulméao normais e cancerigenas.
A anélise estatistica confirmou estas diferencas significativas; mostrando-se que estes perfis tém
um valor crucial como marcadores de prognéstico em cancer pulmonar (70) e em pacientes com

hepatocarcinomas (71).

Os miRNAs relacionados com o processo inflamatorio

Existem evidéncias substanciais que confirmam o papel dos mIRNAs em processos
inflamatorios. A complexidade do sistema imune requer o uso de diferentes mecanismos bem
coordenados para controlar sua iniciacdo e término. Os miRNAs tém o potencial de mediar a
regulacdo complexa da expressdo génica associada com a resposta imune. A associagdo da
inflamacdo com estas pequenas moléculas sugere duas perguntas obvias: a inflamacdo causa a
expressdo de miRNAs especificos? e/ou 0s miRNAs associados com a inflamacdo regulam a

expressdo dos genes que sao expressos durante uma resposta inflamatoria? As respostas a estas
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perguntas podem identificar novas conexdes entre a inflamagdo e o cancer. Os resultados de
estudos que tentam responder estas perguntas comecam emergir. Existem evidéncias de que os
mMIRNAs sdo importantes reguladores da resposta imune inata (72). A associacdo dos miRNAs

com inflamacg&o e cancer esta esquematizada na figura 2.
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Figura 2. Alguns exemplos das interacdes citocinas-miRNAs no processo inflamatorio (73).

A ativacdo inflamatéria dos monadcitos conduz a inducdo de miR-146dependente de NF-kB, que,
por sua vez, inibe o fator 6 associado ao receptor do TNF (TRAF6) e aos genes da quinase 1
associada ao receptor da IL-1 (IRAK1), duas moléculas chaves "downstream™ aos mecanismos
de sinalizacdo do receptor similar a Toll das citocinas (74). O miR-155 é um outro miRNA cuja
expressao € substancialmente diminuida nos macréfagos de camundongo ativados com o acido
poliriboinosinico, o &cido poliribocitidilico ou o IFN-B (75). Muito interessante é o fato de que
esta inducao envolve as vias do TNF-a e da JNK, e pode ser considerada como um alvo comum
e critico dos mediadores inflamatorios. Ratos deficientes em miR-155 sdo imunodeficientes e
tém uma resposta defeituosa do centro germinal (76,77). A IL-6 induz o miR-let-7a e contribui

para seu efeito de sobrevivéncia aumentando os transdutores e ativadores de sinais para a
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fosforilacdo do fator de transcricdo-3 (STAT3) por um mecanismo que envolve o gene da
neurofibromatose 2 (NF2) nos colangiécitos humanos (78). Além disso, outros dados sugerem
que determinados miRNAs poderiam influenciar a apoptose. Por exemplo, a expressdo do miR-
146a foi aumentada por lipopolisacarideos e/ou por o TNF-a na linhagem celular THP-1 da
leucemia monocitica aguda humana (74). O miR-21 pode funcionar como antiapoptético ou
antiproliferativo dependendo do tipo de tecido onde é expresso (79). A inibicdo de sete miRNAs
(0o miR-1d, 0 miR-7, 0 miR-148, 0 miR-204, o miR-210, 0 miR-216 e 0 MiR-296) conduz ao
aumento da atividade da caspase-3. O miR-214 conduz a diminui¢do da atividade da caspase-3
(80). Estes estudos fornecem evidéncias da conexao entre os miRNAS, 0 processo inflamatorio e

0 cancer.

Os miRNAs relacionados com hipoxia

Os mecanismos moleculares de resposta a hipoxia sdo extremamente complexos. O papel chave
é desempenhado pelo regulador transcricional, do fator indutor da hipdxia, que controla a
expressdo de uma grande variedade de genes provavelmente criticos para a adaptacdo a
condi¢Oes de baixo oxigénio (81-86). Em estudos recentes sugere-se que 0os miRNASs poderiam
ser parte deste processo. Assim, tem sido identificado um grupo de miRNAs regulados pela
hipoxia (os HRMs, do inglés) (87), fornecendo uma ligagdo adicional entre o fator de estresse
especifico de tumor e o controle da expressdo génica. O grupo dos HRMs inclui: 0 miR-21, o
miR-23a, 0 miR-23b, 0 miR-24, 0 miR-26a, 0 miR-26b, 0 miR-27a, 0 miR-30b, 0 miR-93, o
miR-103, o0 miR-106a, o miR-107, o miR-125b, 0 miR-181a, 0 miR-181b, o miR-181c, 0 miR-
192, 0 miR-195, o miR-210 e 0 miR-213, os quais foram induzidos consistentemente em células

de cancer de peito e de reto sob circunstancias hipdxicas (88). Trés artigos adicionais mostram
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que os MiRNAs respondem a condicdes de baixo oxigénio com algumas notaveis similaridades,
incluindo a indugdo do miR-210, 0 miR-30b, 0 miR-93 e 0 miR-181b (89-91). Um outro grupo
de miRNAs foi identificado com expressao diminuida em células hipdxicas; entre eles estdo: o
miR-15b, 0 miR-16, 0 miR-19a, 0 miR-20a, 0 miR-20b, 0 miR-29b, 0 miR-30b, 0 miR-30e-5p, 0
miR-101, 0 miR-141, o miR-122a, 0 miR-186, 0 miR-320 e 0 miR-197 (89-91). Uma resposta
muito interessante é a apresentada pelos membros da familia do let-7, que parecem exibir
padrGes de acdo contrastantes durante condi¢cBes de hipoxia. Isto tem sido mostrado por
diferentes grupos em varios tipos celulares. Assim, o let-7g, o let-7e e o let-7i foram
identificados como induzidos pela hipdxia enquanto que os niveis do let-7a, o let-7c, o let-7d, o
let-7¢, o let-7f e 0 let-7g diminuiram durante a exposicao a estas condi¢Ges (89,90). Isto sugere
que a familia do let-7 contém miRNAs que respondem a hipoxia em uma maneira especifica para
diferentes tipos celulares. Um sumario de todos os miRNAs encontrados como responsivos a

condicdes de hipoxia (seja por inducdo ou por repressao) é apresentado na tabela 1.
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MicroRMNAs upregulated MicroRMNASs downregulated
by hypoxia by hypoxia

Mir-7 3 Mir-15b 2
Mir-15a 3 Mir-16 2
mir-21 1 Mir-19a 3
mir-23a 1 Mir-20a 2
Mir-23b 1 Mir-20b 2
Mir-24 1 Mir-26b 2
Mir-26a 1 Mir-29b 3
Mir-26b 1 Mir-30b 2
Mir-27a 1 Mir-30e-5p 3
Mir-30b 1,3 Mir-101 3
Mir-30d 2 Mir-122a 3
Mir-93 1,4 Mir-141 3
Mir-98 3 Mir-186 3
Mir-103 1 Mir-195 3
Mir-106a 1 Mir-197 3
Mir-107 1 Mir-224 2
Mir-125b 1 Mir-320 3
Mir-148a 3 Mir-374 3
Mir-148b 3 Mir-4220 3
Mir-151 2 Mir-d24 3.4
Mir-155 2 Mir-565 3
Mir-181a 1 Let-7-a 2
Mir-181b 1,2 Let-7-c 2
Mir-181c 1 Let-7-d 2
Mir-188 2 Let-7-2 2
Mir-191 3 Let-7- 2
Mir-182 1 Let-7-q 2
Mir-195 1

Mir-200a 3

Mir-210 1.2,3

Mir-213 1

Mir-214 3

Mir-373 3

Mir-429 3

Mir-498 3

Mir-563 3

Mir-572 3

Mir-628 3

Mir-637 3

Let-7-e 3

Let-7-g 3

Let-7-i 3

Tabela 1. A compilacido dos miRNAs associados com a resposta a hipoxia segundo as
publicacdes recentes (87).

Adicionalmente, aproximadamente 6% dos mIiRNAs humanos exibem sequéncias
complementares ao fator indutor da hipoxia (HIF, do inglés) que sdo significativamente
conservadas atraves de 17 espécies, refletindo sua importancia funcional (92). Recentemente foi

mostrado que certos fatores de transcricdo que respondem a hipdxia/andxia sob determinadas
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condicdes, tais como a p53 e o NF-xB, afetam a expressdo de distintos miRNAs (93,94).
Também foram identificados outros sitios-alvo candidatos a unido de HRM em diferentes fatores
da transcricdo, alguns deles exibem um alto nivel de conservagdo evolucionaria, sugerindo um
papel bioldgico importante. Por exemplo, 0 miR-210 mostra diversos sitios complementares aos
genes alvos que poderiam potencialmente regular sua expressao como parte da resposta a hipoxia
(87).

E muito provavel que cada HRM regule mais de 10 genes, em alguns casos podendo chegar a
200. Entre os mais importantes genes-alvo estdo os reguladores da morte celular, devido a
importancia deste processo em um ambiente de estresse, tal como a hipoxia (87).

Diversos genes alvos potenciais dos HRMs sdo importantes na resposta apoptética, de acordo
com os programas para predi¢ao disponiveis. Por exemplo, para o PAR-4 (0 miR-26, o miR-30 e
0 miR-181), para o PCDC10 (0 miR-103/107 e o0 miR-181), para o BID (0o miR-23), para o0 BIM
(0 miR-24); para o0 CASP3 (0 miR-30), para 0 CASP 7 (0 miR-23), para o0 APAF1 (0 miR-27),
para 0 BAK1 (o miR-26) e para o Bnip3L (0 miR-23) entre outros como € visto na figura 3.

PAR-4: 181, 30,25
BAK1: 125
BMIP2L: 23
BID: 23,

i CASP3: 30

Hypoxia se— Hypoxia-requlated CASPT: 23

miRs APAF1: 27
BCL2-like 11: 24
BCL2L14: 107,125
PCDC10: 103107, 181

Figura 3. A selecdo de genes alvos dos HRM associados com apoptose (sdo usados 0s

simbolos oficiais dos genes) (87).

Em geral, existem cada vez mais evidéncias de que os miRNAs regulam a expressdo génica nos

estados de saude e de doenca. O conhecimento da expressdo dos miRNA pode fornecer
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importantes marcadores para o diagnostico de doengas humanas. Outras pesquisas adicionais

nesta area podem identificar os miRNAs ou os perfis de miRNAs que tém valor para diagnostico.

0Os miRNAs associados com o pancreas

E relevante para esta proposta o fato de que diferentes miRNAs tém sido associados com 0
desenvolvimento, a fisiologia e as doencas do pancreas. Por exemplo, o Foxa2 (“forkhead box
A2™) que é um fator da transcricdo crucial para o desenvolvimento do pancreas é regulado pelo
miR-124a. O miR-124a regula igualmente os alvos do Foxa2, tais como o pdx-1 (“pancreatic and
duodenal homeobox 17), o kir6.2 (a subunidade maior do “ATP-sensitive K* channel”) e o surl
(“sulfonylurea receptor 1), que sdo essenciais para o desenvolvimento normal do pancreas e tém
um papel importante no metabolismo da glicose e da secrecdo da insulina (95). Certos estudos
recentes indicam que o miR-15a, 0 miR-15b, 0 miR-16 e 0 miR-195 tém papéis importantes na
regulacdo da traducdo da neurogenina3 (ngn3). A ngn3 é um regulador fundamental do
desenvolvimento do pancreas enddcrino e € essencial para a expressdo da insulina em células de
figado de rato, no tecido acinar, no epitélio do intestino e nas células tronco (96-101). Tem sido
proposto que 0 miR-23b esta envolvido no regulamento da proteina hesl (“hairy and enhancer of
split 1), a qual controla o numero de células produtoras da ngn3 durante o desenvolvimento
pancredtico (102).

Outras evidéncias recentes sugerem que os miRNAs podem ter um efeito no regulamento da
secrecdo de insulina; especificamente, foi mostrado que o aumento na expressdo do miR-375
suprime a secrecdo da insulina estimulada pela glicose e inversamente, a inibicdo do miR-375
enddgeno favorece a secrecdo da insulina (103). O miR-375 controla negativamente a secrecao

de insulina nas células B mediante a interacdo com seu gene alvo, a miotrofina (Mtpn). Este gene
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foi descrito originalmente atuando no transporte vesicular em neurdnios. Outro miRNA com
funcdo bioldgica em células produtoras de insulina € o miR-9. Tem sido mostrado que ele
reprime a expressao do fator da transcricdo onecut-2 (“one cut homeobox 2”), que afeta por sua
vez a secrecdo de insulina através da granufilina/slp4dda, uma GTPase efetora de Rab associado
com vesiculas secretoras da insulina (104). Também o miR-124a e o miR-96 tém sido
relacionados com a modulacdo da expressdo das proteinas envolvidas na exocitose da insulina e
que afetam a secre¢do das células B na linhagem celular MIN6B1. O aumento da expressdo do
miR-124a conduz a liberacdo exagerada de horménios sob condicfes basais e a reducdo da
secrecdo induzida pela glicose. O miR-96 aumenta os niveis de mMRNA e de proteina da
granufilina, que é um modulador negativo da exocitose da insulina, e diminui a expressdo do
Noc2. O Noc2 é um parceiro potencial das pequenas GTPases Rab3 e Rab27 que estdo
associados com o0s granulos secretores das células B pancredticas e regulam a exocitose da
insulina. A diminuicdo da expressdo de Noc2 resulta numa menor capacidade das células
MING6B1 para responder aos secretagogos (105).

Bloomston e colaboradores identificaram perfis especificos de miRNAs conectados com
patologias pancreéticas, tais como a pancreatite cronica e o cAncer pancreatico. Eles compararam
0os miRNAs diferencialmente expressos no cancer pancreatico e no tecido pancreatico benigno
adjacente, assim como no cancer pancreatico e na pancreatite cronica, e no tecido pancreatico
normal e na pancreatite cronica (106).

A despeito dos estudos acima mencionados, os perfis de expressdo dos miRNAs do pancreas

endécrino e do exdcrino ainda ndo foi identificado.
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O diabetes

O diabetes é uma doenca cronica caracterizada pelo aumento da glicose no sangue como
resultado dos defeitos na producdo ou na acdo da insulina. A Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) estima que mais de 180 milhdes de pessoas no mundo inteiro tém diabetes. Estima-se que
este nimero aumentard mais do que o dobro em 2030. Em 2005, 1.1 milhdo de pessoas
morreram como consequiéncia de complicacBes derivadas do diabetes. Quase 80% das mortes
relacionadas com diabetes ocorrem em paises com rendas baixas ou médias. Quase a metade das
mortes por diabetes ocorre em pessoas com menos de 70 anos de idade.

Os dois tipos principais da doenca séo o diabetes tipo 1 (T1D) e o diabetes tipo 2 (T2D) (107).
Ambos os tipos sdo caracterizados pela faléncia progressiva das células p pancreaticas. No T1D,
isto é causado tipicamente por uma desordem auto-imune em que as células p produtoras de
insulina sdo destruidas seletivamente. A patogénese do (T2D) é mais variavel, compreendendo
graus diferentes de faléncia das células B relativos aos diferentes graus de resisténcia a insulina.
A forma clinica mais agressiva e severa da doenca é o T1D. A predominancia de T1D nos
Estados Unidos é estimada em aproximadamente 120.000 individuos de idade menor ou igual a
19 anos de idade e em aproximadamente 500.000 individuos no total. A incidéncia desta doenca
é de aproximadamente 30.000 novos casos todos os anos (108), com a incidéncia maior do
comeco da doenca na juventude. O T1D é uma doenga multifatorial em que os fatores genéticos,
ambientais, e imunoldgicos conduzem a resposta auto-imune e finalmente a destruicdo das
células B pancreaticas (107). As ilhotas pancreaticas sdo infiltradas pelos linfocitos, em um
processo denominado de insulite, que representa a indicacao distintiva da doenga.

A insulite é caracterizada pela infiltracdo pelos macréfagos citotéxicos e pelas células T que

produzem citocinas tais como a interleucina-1p (IL-1B), o fator de necrose de tumores-a (TNF-
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a) e o interferon-y (INF-y) assim como dos radicais livres que danificam direta e indiretamente

as células g (107).

As citocinas relacionadas como T1D

Existem varios tipos de linfocitos T. Entre eles encontram-se os linfocitos T CD4 cuja funcgéo é
regular e amplificar os diferentes componentes do sistema imune. Os linfocitos CD4+ se
subdividem a sua vez em subpopula¢des Thl y Th2. As citocinas da subpopulacdo CD4 Thil; a
IL-1B, o IFN-y e 0 TNF-0, séo os efetores mais importantes da morte implicados na etiologia do
T1D. O vinculo entre estas citocinas e o T1D foi primeiramente estabelecido pela prova de que
seus mMRNAs estdo elevados em ilhotas inflamadas. Foi mostrado que estas citocinas sao
deletérias para as ilhotas pancreaticas tanto in vitro quanto in vivo (109,110) e acredita-se que
desempenham um papel importante durante o desenvolvimento da forma espontanea da doenca
(111).

A exposicdo das células § a IL-1p, ao IFN-y e ao TNF-a in vitro, causa mudangas funcionais
similares aquelas observadas nos pacientes antes que desenvolvam a doenca. Essas mudancas
sdo: os niveis da pro-insulina/insulina elevados e a perda preferencial da primeira fase da
secre¢do da insulina em resposta a glicose (112). Apos a exposicdo prolongada a combinacdo das
citocinas IL-1p, IFN-y e TNF-a, mas ndo a nenhuma delas sozinhas. Essa deficiéncia funcional
leva ao dano e & morte das células B (113).

A inducdo com o TNF-a, a IL-1p e o IFN-y causa aumento da sintase de Oxido nitrico e a
subseqliente formacdo do radical NO assim como de outros radicais livres que contribuem ao

dano das células 8 (114-116).
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Em conclusédo, tem sido observada uma correlagdo entre a insulite destrutiva das células g e a
expressdo de citocinas pro-inflamatdrias. Embora, esta observacgao ndo prove diretamente o papel
patogénico destas citocinas, observou-se que a combinacgao de IL-1f, TNF-a e IFN-y, induz dano
funcional e morfoldgico nas células B de ilhotas humanas e de roedores em uma forma

dependente do tempo e da dose (118).

As vias de sinalizacdo das citocinas. O papel critico do NF-kB

A IL-1pB une-se ao seu receptor o IL1R1 conhecido também como o CD121a (aglomerado de
diferenciagdo 121a) seguido pela ativagdo do fator de transcrigdo, o fator-kB nuclear (NF-«xB)
nas células das ilhotas humanas e de roedores (113) como é apresentado na figura 4. O NF-xB
regula a expressdo da sintase de Oxido nitrico induzivel (INOS) em células B (119), e
aproximadamente 50% dos genes modificados nas células B apds 12 horas de exposicdo as
citocinas sdo secundarios na formacdo do NO mediada pela iNOS. O NF-kB regula positiva e
provavelmente indiretamente a expressdo de outros fatores de transcricdo responsaveis pela
diferenciacdo da funcéo das células B via producao de 6xido nitrico (NO); exemplo desses genes
sd0: 0 pdx-1 e o Isl-1 (120).

Em resumo, a ativagdo do NF-«xB induzida pela IL-1p desempenha um papel crucial controlando
diferentes redes reguladores de genes, afetando o estado diferenciado das células B e a
homeostase de Ca2+ no reticulo endoplasmatico, atraindo e ativando as células imunes, e
contribuindo diretamente para a apoptose da célula .

Durante a resposta imune fisioldgica, 0 TNF-a une-se ao seu receptor TNFR1, induzindo sua
associacdo com a proteina adaptadora TRADD (proteina adaptadora R do TNF com um dominio

de morte) seguido pela unido a uma outra proteina adaptadora chamada TRAF2 (fator 2
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associado ao receptor do TNF), esta unido conduz a ativagdo do NF-xB que leva a via apoptodtica
através da ativacdo das procaspase-8 e procaspase-10. O sinal apoptotico resulta na
permeabilidade da membrana das mitocéndrias (121,122) e a liberagdo do citocromo c¢ das
mitocdndrias no citosol (121,123,124). O citocromo c citosolico medeia a ativacdo das caspases
que acarreta a protedlise de substratos e afragmentacdo do DNA.

Quando o TNF-a é usado in vitro sem nenhuma outra citocina, a ativacdo do TNFR1 pelo TNF-a.
pode levar tanto a morte celular programada quanto a sobrevivéncia através do NF-xB (125-
127). A ativacdo do NF-kB provoca uma resposta antiapoptotica atraves da inducdo de proteinas
tais como a A20 e a GADD45p (a qual para o crescimento e dana o0 DNA) que suprimem a
quinase pro-apoptoética do estresse 0 INK (quinase N-terminal JUN). Alids, quando o TNF-a €
usado em combinacdo com a IL-1p e o IFN-y o efeito de sobrevivéncia € eliminado (118).

O IFN-y liga-se aos receptores da superficie celular e ativa as tirosina-quinases JAK1 e JAK2.
Estas quinases fosforilam o fator de transcricdo STAT-1, que se dimeriza e se transloca ao
nacleo para ligar-se aos sitios y-ativados de diversos genes (113) como é mostrado na figura 4. A
atividade transcricional do STAT ¢é regulada por maltiplos mecanismos retroativos negativos.
Estes incluem a desfosforilacdo da JAK e dos receptores de citocinas pelas tirosina-fosfatases
(SHP) e a inibicdo das atividades enzimaticas da JAK pela familia dos supressores dos sinais das
citocinas.

N&o obstante, alguns estudos indicam que as citocinas pro-inflamatérias causam citotoxicidade
priméaria nas células p através de um mecanismo ndo apoptotico ligado a diminuicdo dos niveis
de ATP (128).

Um ndmero de vias envolvidas na destruicdo das células p pancreéticas ja foi descrito em

detalhe. Os dados disponiveis sugerem que o NF-kB desempenha um papel chave na morte ou na
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sobrevivéncia das células . Apesar disto, muitos detalhes das vias atraves das quais a morte das

células B ¢é induzida pelas citocinas pré-inflamatérias permanecem sem ser elucidados. Com base

nesta observacdo, os estudos para determinar a dependéncia do NF-kB na expressdo dos

miRNAs serdo essenciais para compreender a relagdo entre a expressao destas moléculas e a

resposta inflamatoria induzida por citocinas nas células f.
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Figura 4. Os fatores de transcricéo e as redes de genes possivelmente envolvidas na via que

leva @ morte das células p promovida pelas citocinas. Os fatores de transcricdo NF-xB e

STAT-1 sdo os reguladores principais das vias desencadeadas pela IL-18, TNF-a e IFN-y. A

figura foi modificada das referéncias (120,129-133).
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Hipotese e objetivos

Diversos estudos destacam o papel dos miRNAs no regulamento da expressdao génica numa
variedade de sistemas celulares, vias e condi¢des patoldgicas. Os estudos de expressdo dos
miRNAs sdo baseados nos protocolos especificos para o isolamento do RNA que preservam as
espécies pequenas tais como 0s miRNAs. Estas tecnologias foram adaptadas dos procedimentos
utilizados previamente para estudar o mRNA. Do ponto de vista molecular, 0s miRNAs posuim
caracteristicas Unicas e nds encontramos que 0s métodos que sdo comumente aplicados para seu
estudo ndo eram completamente adequados. A falta da reprodutibilidade nos resultados da
analise da expressdo dos miRNAs que nds e outros investigadores observamos, sugere que estas
moléculas ndo tém a mesma estabilidade das outras espécies de RNA. A estabilidade deles nas
preparacdes de RNA ndo tem sido estudada previamente. Estes estudos sdo essenciais para obter
resultados significativos e fidveis.

Os perfis de miRNAs especificos nos diferentes tipos de células sdo associados com a aquisi¢do
e a manutencdo de um fendtipo dado. Baseado neste fato a primeira hipétese deste trabalho é que
existe um grupo de miRNAs diferencialmente expressados nas ilhotas pancreaticas em condicdes
fisioldgicas. Tem sido descrito que na insulite que ocorre na T1D, as células do sistema imune
que infiltram as ilhotas segregam certas citocinas tais como o0 TNF-a, o IFN-y e a IL-1B, que
induzem a morte das células das ilhotas através da ativacdo das redes de expressdo conduzidas
pelo fator da transcricio NF-kB (133). As nossas observacdes preliminares indicam que a
expressdo dos miRNAs pode ser modulada por citocinas nas linhagens celulares de insulinoma.
Assim, nos sugerimos que a expressao destas moléculas nas ilhotas é afetada pelas citocinas proé-

inflamatorias presentes em condigdes in vitro e in vivo (111).
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Consequientemente, nos postulamos como a hipdtese geral deste trabalho que: as ilhotas
pancreaticas expressam um grupo especifico de miRNAs e que a expressao deles pdde ser
regulada pelas citocinas pro-inflamatdrias presentes na resposta imune na diabetes tipo 1.

Para validar as nossas hipdteses nds propomos 0s seguintes objetivos:

Objetivo 1. Investigar a estabilidade dos miRNAs, otimizando as condic¢bes para a isolacdo e a

analise deles.

Objetivo 2. Determinar o perfil de expressdo dos miRNAs nas ilhotas, testando a hipdtese de

que o tecido exdcrino pancreatico expressa um grupo de miRNAs diferente daquele expressado

pelas células das ilhotas enddcrinas.

a. Estudar a expressdo diferencial dos miRNAs nestas células usando a tecnologia do
microarranjo

b. Fazer a analise estatistica dos dados dos microarranjos para estabelecer o perfil especifico de
miRNAs nas ilhotas.

c. Validar os resultados usando a quantificacdo por RT-PCR.

Objetivo 3. Determinar o perfil de miRNAs envolvido no processo inflamatorio utilizando
modelos de inflamacao in vitro e in vivo nas células das ilhotas.

Objetive 3.1. Determinar o perfil de miRNAs envolvido no processo inflamatorio utilizando o
modelo de inflamag&o in vitro.

a. Fazer microarranjos de miRNAs nas ilhotas tratadas com as citocinas pro-inflamatérias (o

TNF-a, 0 IFN-y, a IL-1p).
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b. Estudar a cinética da expressdo dos miRNAs nas ilhotas tratadas com as citocinas pro-
inflamatdrias (0 TNF-a, o IFN-y, a IL-1).

c. Fazer a analise estatistica dos dados dos microarranjos para estabelecer o perfil especifico
dos miRNAs nas ilhotas tratadas com as citocinas pré-inflamatorias.

d. Validar os resultados usando a quantificacédo por RT-PCR.

e. Investigar se a expressdo dos miRNAs mediada pela citocinas € dependente da ativacdo da
via do NF-«xB.

Objetive 3.2. Determinar o perfil de miRNAs envolvido no processo inflamatorio utilizando o

modelo de inflamacéo in vivo.

a. Fazer microarranjos de miRNAs de ilhotas transplantadas singénicamente na capsula renal de
camundongos.

b. Fazer a analise estatistica dos dados dos microarranjos para estabelecer o perfil especifico
dos miRNAs nas ilhotas transplantadas na capsula renal de camundongos.

c. Validar os resultados usando a quantificacdo por RT-PCR das ilhotas de camundongos que

foram induzidos para ser diabéticos com o uso da streptozotocina.
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Materiais e métodos

Os animais

Foram usados ratos Lewis e camundongos C57BL/6. Os animais foram obtidos da companhia
Tacomic Farms. Todos os animais foram mantidos nos laboratérios destinados a esse proposito
na Universidade de Miami e usados em conformidade com os regulamentos do Departamento de
Agricultura dos Estados Unidos e do Instituto Nacional de Saude. Os animais foram colocados
em quartos livres de virus em caixas microisoladas com acesso livre ao alimento e a agua
esterilizada. As comprovac0es periodicas indicaram que 0s animais estavam livres de microbios
patogénicos mais comuns apresentados por animais de laboratério. Todas as manipulacfes dos
animais foram conduzidas e monitoradas sob os protocolos revisados e aprovados pelo Comité

para o Cuidado dos Animais da nossa instituico.

A obtencao dos tecidos

O isolamento das ilhotas de rato

As ilhotas de rato foram isoladas pelo Laboratério encarregado de fazer isolamento de ilhotas de
roedores do Instituto para a Pesquisa de Diabetes. Este laboratério é dirigido pelo Dr. Pileggi.
(134,135). Brevemente, uma solucdo de colagenase (type V; Sigma, St.Louis, MO) foi preparada
numa concentragdo final de 0.8 mg/ml em solucdo salina balanceada de Hanks (HBSS;
Mediatech, Herndon, VA) e injetada gradualmente através do conduto biliar principal até
conseguir a distensdo completa do pancreas. A seguir o tecido pancreatico foi removido por
cirurgia e submergido numa solucdo de colagenase. A digestdo foi executada por 14 minutos em
37°C, com uma agitacdo ligeira, depois da qual a atividade da enzima foi parada bruscamente

pela adicdo de meio de cultura RPMI frio (Mediatech) suplementado com 10% de soro fetal
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bovino inativado com calor (HI-FCS; Hyclone, Logan, UT), 2 mM de L-glutamina, 100 U/ml de
penicilina, 100 g/ml de estreptomicina, e 25 mM do tampdo HEPES (Mediatech). O rompimento
mecanico do tecido pancreatico digerido foi conseguido passando este através de uma agulha de
calibre 14 repetidamente até que foram observadas as ilhotas livres sob o microscépio. A
purificacdo das ilhotas foi obtida por centrifugacdo em 900g por 15 minutos em gradientes
descontinuos de Euro-Ficoll (Mediatech), fornecendo rotineiramente preparacgdes de ilhotas com
uma pureza maior do que 90% (comprovada usando o marcador ditizona). As ilhotas foram
contadas, levando-se em conta o tamanho; com o auxilio de um algoritmo foi realizado o calculo
da ilhota equivalente (IEQ ~150 um de diametro). Antes do tratamento, as ilhotas foram
cultivadas durante a noite em 37°C, numa atmosfera com 5% de didxido de carbono, no meio de
cultura CMRL-1066 (Gibco, Long Island, NY) suplementado com 10% do HI-FCS, 2 mM de L-
glutamina, 100 U/ml de penicilina, 100 g/ml de estreptomicina, e 25 mM do tampdo HEPES.

A obtencéo do figado de camundongo

A obtencdo do figado de camundongo foi feita usando técnicas de microcirurgia padronizadas.
Brevemente, os animais foram anestesiados com uma mistura de cetamine (90mg/Kg de peso do
animal) e de xilazina (10mg/Kg), a cavidade peritoneal foi aberta por uma incisdo abdominal
transversal e o figado foi removido dos seus ligamentos com manipulagdo minima.

A obtencéo dos corpos embrionarios pancreaticos de camundongos (microdissecacéo)

Os corpos embrionarios pancreaticos dos camundongos foram obtidos removendo o Gtero das
fémeas gravidas sob circunstancias estéreis e colocados numa placa de Petri estéril contendo o
meio de Leibovitz suplementado com L-glutamina (meio L-15). Os uteros foram cortados e
abertos nos pontos entre cada uma das protuberancias uterinas (cada protuberancia representa um

embrido individual). Os embrides foram extraidos dos uteros e transferidos a uma outra placa de
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Petri contendo meio L-15 estéril. A microdissecagdo foi executada sob o microscopio de
dissecagdo Zeiss. O pancreas encontra-se aderido as superficies posterior e inferior do estbmago
e observa-se como um corpo ligeiramente translucido rodeado por um tecido mesenquimal mais
opaco. O pancreas foi removido com a menor quantidade do tecido mesenquimal possivel (136).
Depois deste procedimento foi feito o isolamento do RNA total contendo a fragdo dos miRNAs
usando o produto comercial mirVana miRNA isolation kit como sera descrito posteriormente
nesta secéo.

O islolamento das ilhotas humanas e do tecido acinar humano

Os isolamentos das ilhotas foram executados usando um método automatizado modificado. O
pancreas foi preservado com a solucdo da Universidade de Wisconsin (UW) sozinho ou com o
perfluorocarbono pré-oxigenado no Laboratério de processamento de células humanas Do
Instituto para a Pesquisa de Diabetes da Universidade de Miami. As ilhotas foram purificadas
usando um processador semi-automatico de células (Cobe 2991; COBE Laboratérios Inc.,
Lakewood, CO, EU) em um camara refrigerada a 4°C. O procedimento de purificacdo consistiu
na utilizagcdo de um gradiente continuo desde 1.10 g/ml (osmolality 320-373 mOsm/kg/H20) até
1.06 g/ml (285-327 mOsm/kg/H20). Os gradientes de densidade baseados no uso de Ficoll
utilizam um dispositivo para fazer gradientes, seguido da digestdo pancreatica na solucdo de
UW. Apds 5 minutos de centrifugacdo em 2400 rpm, foram coletadas aproximadamente 15
fracdes. As fracGes que contém as ilhotas foram combinadas baseado-se na pureza avaliada
usando o corante ditizona. Em geral, as fragdes onde as ilhotas estavam mais puras foram
coletadas das fracdes de baixa densidade (densidades entre 1.06 e 1.08 g/ml). Todas as fracGes
com densidades maiores de 1.1 g/ml corresponderam ao tecido acinar com uma pureza na fracdo

das ilhotas menor do que 1%.
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A obtencdo dos pancreas fetais humanos

Os péancreas fetais humanos de idade gestacional (wga) entre 8 e 22 semanas foram coletados
imediatamente apos a terminacdo eletiva da gravidez de um grupo de mulheres saudaveis que
deram seu consentimento apropriado para usar tecidos fetais para a pesquisa. O estudo foi
desenvolvido em conformidade com a legislagdo dos EU e as diretrizes da Universidade de
Miami. A idade gestacional foi determinada baseada no ultimo periodo menstrual, e nas medidas

do didmetro cefalico (CRL) e biparietal (BPD) obtidos por ecografia.

A cultura de células

A linhagem celular NIT-1 (uma linhagem de insulinoma de células B pancredticas de
camundongos) foram cultivadas segundo os protocolos indicados pela Colecdo de Cultura de
células dos E.U usando o meio de cultura F-12K modificado pelo Kaighn (1X) e suplementado
com soro fetal bovino dializado (10%). As células NIT-1 foram incubadas em 37°C numa

atmosfera com 5% de CO..

O tratamento com as citocinas

Para cada ensaio foram usadas duas garrafas de cultura, uma delas foi tratada com TNF-a (2000
U/ml) para cultura de linhagens celulares e com TNF-a (2000 U/ml), IL-18 (50 U/ml) e IFN-y
(100 U/ml) para cultura de ilhotas de roedores. A outra garrafa permaneceu sem nenhum
tratamento e foi usada como controle. Para os estudos cinéticos os periodos de incubacdo foram
de 6 e 18 horas. As células foram coletadas e mantidas em 10 volumes de RNA later (Ambion,

Foster City, CA) para preservar o RNA.
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Para os ensaios da dependéncia do NF-xB foram usadas duas garrafas de cultura, uma delas foi
pré-tratada com Bay 11-7082, um inibidor da via do NF-xB (5 umol/l) por 2 horas e depois
foram adicionados o0 TNF-a (2000 U/ml), a IL-1p (50 U/ml) e o IFN-y (100 U/ml). A segunda
garrafa permaneceu sem nenhum tratamento e foi usada como controle. Ambas as garrafas foram
cultivadas por 6 horas. As ilhotas foram coletadas e acondicionadas em 10 volumes de RNA later

para preservar o RNA.

A obtencao dos miRNAs

A obtencdo dos miRNAs foi feita usando o produto comercial “mirVana miRNA isolation kit
(Ambiom, Austin, TX), de acordo com o protocolo da companhia para a obtencdo do RNA total.
Este produto emprega uma extracdo organica seguida pela imobilizacdo do RNA em filtros de
fibra de vidro para a purificacdo do RNA total, ou da fracdo do RNA enriquecida com RNA
pequenos. Apds, a pureza e a concentracdo das amostras foram verificadas usando o

espectrofotometro NanoDrop ND-1000.

0Os microarranjos de miRNAs

Para fazer os microarranjos de miRNAs foram usados os arranjos microparaflo microfluidicos e
0 miIRCURY LNA (acidos nucléicos fechados). As amostras para estudar o perfil de miRNAs
em ilhotas do rato foram processadas pela companhia LC Sciences (Houston, TX). Foram
empregadas de 2 a 5 ug de RNA total que foram fracionadas segundo o tamanho das espécies do
RNA usando o YM-100 Microcon (Millipore, Billerica, MA) para obter a fracdo enriquecida
com miRNAs. As moléculas do RNA foram estendidas com uma cauda de poli (A) de 30

nucleotideos seguida de um oligonucleotidio marcado que foi ligado a ela com o objetivo de
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permitir a subsequente marcacédo fluorescente. Foram usadas marcacdes diferentes para cada uma
das amostras do RNA, ilhotas e tecido acinar. A hibridacdo foi feita durante a noite em
microarranjos microfluidicos usando uma bomba do microcirculacdo. O arranjo conteve sondas
para 312 miRNAs maduros (Sanger v. 8.1) mais multiplos controles que incluiam genes de
RNASs pequenos com expressao basal na maioria dos tecidos e sondas de miRNAs com mutacoes
em um Unico nucleotideo (controles negativos dos acoplamentos incorretos). A hibridacdo foi
realizada com 100 pL do tampédo 6X SSPE (0.90M de NaCl, 60 mM de Na2HPO4, e 6 mM de
EDTA, pH 6.8) contendo 25% de formamida a 34°C. Apds a hibridacdo, as marcacdes
fluorescentes com Cy3 e Cy5 forneceram a deteccdo. Para cada par de amostras de ilhotas e
tecido acinar foram analisados dois microarranjos: num deles as ilhotas foram marcadas com
Cy5 e o tecido acinar com Cy3 e no outro as marcagOes foram invertidas. As imagens obtidas
foram coletadas com o scanner a laser GenePix 4000B (Molecular Devices, Sunnyvale, CA) e
digitalizadas usando o programa para a analise de imagens Array-Pro (Media Cynernetics, Silver
Spring, MD). Os dados foram analisados primeiramente subtraindo o ruido e normalizando os
sinais usando um filtro LOWESS (regressdo local pesada) (137). Foram feitos trés ensaios em
total. Também foram feitas repeticdes da hibridacdo para as mesmas amostras de ilhotas e de
tecido acinar usando o método de inversdo das duas cores dos marcadores (Cy3/Cy5) (obtendo-
se um total de seis hibridacGes). Nestes ensaios foram calculados a relacdo dos sinais detectados
(transformados em log2) e os valores de p do teste t. Os sinais detectados diferencialmente foram
aqueles com p<0.01.

Os demais perfis de miRNAs foram determinados com o uso de arranjos com miRCURY LNA.
Esta técnica foi revisada no laboratério do Dr. Pastori. Os arranjos com miRCURY LNA contém

sondas complementares aos miRNAs maduros registrados na versdo 9.2 da base de dados para
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miRNAs (miRBase) atualizada em Maio de 2007. Neste tipo de arranjo cada molécula de RNA é
marcada com fluorescéncia usando as moléculas marcadoras Hy3 ou Hy5. Depois ocorre a
hibridacdo dessas moléculas marcadas com as sondas que estdo no microarranjo. O protocolo
segue duas rapidas e simples etapas. Na primeira, um marcador fluorescente é unido mediante
uma reacdo enzimatica ao extremo 3' dos miRNAs na amostra de RNA total. Isto € seguido pela
inativacdo da enzima depois do qual a amostra esta pronta para a hibridacdo. A seguir, 0s
microarranjos estdo prontos para a aquisi¢do e a quantificacdo das imagens. Com esta finalidade
foi usado o scanner Axon modelo 4100A (Molecular Devices) e os dados foram analisados
usando o programa de analise de imagens 6.0 de GenePix da mesma companhia. O equipamento
e 0 software necessarios estdo disponiveis no nosso laboratério. Para cada par de amostras foram
feitos dois ensaios invertendo as marcagfes fluorescentes. Este tipo de analise aumenta a
veracidade e significancia dos dados obtidos. Estes ensaios foram repetidos pelo menos 3 vezes

com o objetivo de obter dados estatisticamente significativos (138).

A andlise estatistica dos dados dos microarranjos de miRNAs e a selecdo do perfil

especifico de miRNAs

A anélise estatistica dos dados dos microarranjos de miRNAs foi feita usando o programa para a
analise da significancia de microarranjos (SAM) criado pela Universidade de Stanford

(http://otl.stanford.edu).

O SAM é uma técnica estatistica para encontrar genes significativos em um conjunto de
experimentos com microarranjos. Esta técnica foi proposta por Tusher, Tibshirani e Chu (139). O

programa foi desenvolvido por B. Narasimhan e R. Tibshirani.
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O SAM atribui um valor a cada gene i baseado na mudanca na expressdo génica relativa a o
desvio padrdo de medicdes repetidas, este parametro é nomeado diferenca relativa (di). A
significancia é determinada tomando-se em conta o valor de um pardmetro de ajustamento
chamado delta, que pode ser escolhido pelo usuério baseado nos valores dos falsos positivos.
Para genes com valores i maiores do que os valores basais ajustaveis, 0 SAM usa permutacdes
das medidas repetidas para estimar a porcentagem dos genes identificados atraves das alteracGes
observadas nos mesmos. Esse parametro é chamado taxa de descoberta falsa (FDR). Os usuarios
também podem escolher um pardmetro chamado nimero de mudancas para fazer um estudo mais

estrito.

A quantificacdo usando PCR em tempo real

A quantificacdo dos miRNAs usando PCR em tempo real foi feita usando-se um método
denominado “primer completo al¢a” particularmente apropriado para a deteccdo exata e sensivel
dos miRNAs assim como de outras moléculas de RNA néo codificadores (35). Foi seguido o
protocolo usando-se o instrumento modelo 7500 descrito pela companhia (Applied Biosystem,
Foster City, CA).

A quantificacdo é feita em duas etapas: Primeiramente na etapa da transcricdo reversa, 0 cCDNA é
reverso transcrito a partir das amostras do RNA total usando primers TagMan especificos para 0s
diferentes miIRNAs e os reagentes do kit cDNA High-Capacity. Na segunda etapa, os produtos do
PCR séo sintetizados a partir das amostras de cDNA usando o0s primers da mistura de reagentes
TagMan Universal PCR Master Mix. A quantificacdo de genes usando PCR em tempo real foi
feita seguindo o protocolo e os reagentes de acordo com o ensaio “TagMan gene expression

assay” (Applied Biosystem).
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A microdissecacdo com laser

O laboratdrio especializado em imagens do nosso instituto fornece o acesso a um microscépio
Leica que permite fazer a microdissecacdo com laser. Ele é capaz de dissecar areas de tecido
selecionadas usando lasers ajustaveis para diferentes intensidades. NOs revisamos as condi¢des
desta técnica para dissecar ilhotas inteiras assim como células o e células B. Para fazer estes
experimentos foram utilizadas ilhotas de rato aproveitando-se a distribuicdo de suas células a. e
que permite uma maior eficiéncia na dissecacdo das celulas como é mostrado na figura 5.

O sucesso desta técnica exige a otimizacdo dos protocolos de processamento do tecido, de
coloracdo da secgo do tecido, da microdissecagdo propria e, finalmente, da extracdo e a analise
do RNA (140). Os aspectos mais criticos sdo: 1) a habilidade de dissecar eficientemente as
células 2) a habilidade de preservar o RNA durante todo o procedimento de tingido e dissecacdo
e 3) a habilidade de extrair o RNA com o maximo rendimento, sendo que se comeca com uma
amostra muito pequena. NOs otimizamos o kit miRVana (Ambion) usado para extrair o0 RNA
total que contém a fracdo dos miRNAs das células dissecadas, trabalhando com seis vezes menos
volume dos reagentes o que aumenta o rendimento de RNA. A lente usada foi 20X e o0s
parametros para a calibracdo dos lasers foram: a abertura 14, a intensidade 32, a velocidade de
corte 5 e a compensagdo 39. Este Ultimo parametro € usado para ajustar as lentes integradas

movendo o foco do laser no plano da imagem.

A hibridacdo in situ

Para a hibridacéo in situ foi utilizada uma sonda anti-miR-7 humana marcada com fluoresceina

que contém nucleotideos LNA (Exigon, Dinamarca). A técnica foi feita essencialmente como é
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descrita (141). Um pmol da sonda LNA marcada com a fluoresceina foi diluido em 150 pl do
tampéo de hibridacédo, aplicado nas slides e deixou-se no processo de hibridacdo durante toda a
noite a 60°C ou 70°C respectivamente. Apos, as porta-objetivas foram lavadas por 1 hora numa
solucéo de 0.2 x do SSC (Ambion-Applied Biosystem, CA) e incubadas com o anticorpo anti-
fluoresceina conjugado com a fosfatase alcalina de ovelha (1/1500) (Roche) ou com o anticorpo
anti-DIG conjugado com a fosfatase alcalina de ovelha (1/2500) (Roche) a 4°C durante toda a
noite. A reagdo com a fosfatase alcalina foi feita em PVA com 200ul de MgCl, 1M e 140ul de
NBT/BCIP (Roche) por 1 a 3 dias. ApOs as porta-objetivas foram analisadas através de
microscopia confocal. O tecidos fetais humanos de baco e de intestino foram usados como

controles negativos para 0 miR-7.

O modelo de transplante de ilhotas

As ilhotas foram divididas em aliquotas de 1000 IEQ antes da transplante. Os animais foram
anestesiados usando o metoxifluorano (Metofane, Schering Plough Animal Health, Atlanta, GA).
A seguir foi realizada uma lombotomia esquerda e o rim esquerdo foi exposto. Depois foi feita
uma abertura na capsula do rim e através dela foi introduzido um cateter de polietileno
avancando pelo espaco subcapsular até chegar ao pélo oposto do rim. Através do cateter foram
injetadas lentamente mil IEQ permitindo o espalhamento delas no pdlo. Finalmente o cateter foi
removido, a abertura cauterizada e o rim foi reposicionado, seguido pela sutura do musculo e da

pele (142).
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O tratamento com a streptozotocina

Os ratos Lewis receberam doses intraperitoneais baixas de 20mg/kg/day de streptozotocina
(STZ) (Sigma, St Louis, MO) dissolvidos em tampdo de citrato durante 5 dias (143). Os valores
da glicemia no sangue periférico foram monitorados diariamente usando glucémetros portateis

(OneTouch Ultra, LifeScan).

A imuno-coloracao

As secOes dos rins transplantados foram congeladas instantaneamente com OCT (Sakura
Fineteck, Torrance, CA) e depois imuno-marcados com o anticorpo primario antiinsulina de
cobaia (Biogenex, San Ramon, CA) e com o anticorpo secundario anti-cobaia Alexa Fluor 568
de coelho (Invitrogen, OU). Também foram feitas imuno-coloragdes com um anticorpo anti-

fluoreseina de cabra, o Alexa Fluor 488 (Invitrogen, OR).
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Resultados

1) A optimizacdo de preparacdes de RNA.

Durante o trabalho com preparacfes de miRNAs nds observamos que essas moléculas uma vez
isoladas sdo altamente instaveis independentemente do método escolhido para preparar o RNA.
Com base nesta observacdo nds comecamos nosso trabalho estudando a estabilidade dos
miRNAs a fim de otimizar as condi¢fes para 0s microarranjos.

Utilizando a quantificacdo por qRT-PCR noés investigamos a influéncia do tempo de estocagem
do RNA na estabilidade dos miRNAs let-7d, miR-32, miR-335, e miR-451, quatro miRNAs que
pertencem a familias diferentes destas moléculas e usamos 0 miR-16 como controle endégeno. O
miR-16 foi recomendado para esta funcdo pela companhia (Applied Biosystem) porque
geralmente exibe uma expressdo elevada numa grande quantidade de tecidos. Com esta
finalidade, nds preparamos o RNA total a partir de células murinas de insulinoma NIT-1,
enriquecido com moléculas pequenas de RNA, incluindo os miRNAs. Este método de extracéo
tem sido usado especificamente para a clonagem e para estabelecer os perfis de expressdo de
miRNAs (144,145). O RNA foi mantido em aliquotas em -80°C. N6s determinamos a quantidade
de cada miRNA usando um método denominado “primer completo al¢a”, que é particularmente
usado para a deteccdo exata e sensivel dos miRNAs assim como de outras moléculas de RNA
ndo-codificadores (ncRNA) (35). Os resultados sdo expressos como a quantificacdo relativa
(RQ) igual a quantidade de um miRNA especifico em uma amostra de RNA preparada a partir de
células NIT-1 estocadas em -80°C por periodos de tempo diferentes comparada com a
quantidade desse miRNA em uma amostra de RNA de tecido acinar pancreatico de camundongo,
processada em fresco para cada periodo de tempo. O tecido acinar foi mantido em RNAlater

(Ambion) e estocado em -80°C até o isolamento do RNA. N6s determinamos previamente que o
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tecido acinar tratado com RNAlater preserva os miRNAs pelo menos por cinco meses e €
consequentemente um material de controle apropriado.

NOs encontramos que a quantidade dos miRNAs diminui rapidamente nas preparacfes do RNA
estocadas em -80°C e que a taxa de degradacdo é particular para cada miRNA (Figura 5). No
painel A sdo mostradas as RQs para 0s miRNAs selecionados no tempo T=0 (fresco), no tempo
T=3 (3 dias de estocagem em -80°C) e no tempo T=6 (6 dias de estocagem em -80°C). Para o let-
7d as RQs sdo: (T=0) 6.95 £ 1.00, (T=3) 2.19 £ 0.50, e (T=6) 1.33 £ 0.80, para 0 miR-32: (T=0)
2.84 +0.86, (T=3) 1.39 + 0.90, e (T=6) 1.08 + 0.59; para 0 miR-335: (T=0) 1.17 + 0.06, (T=3)
0.66 + 0.05 e (T=6) 0.67 + 0.09, e para 0 miR-451: (T=0) 0.47 + 0.15, (T=3) 0.01 + 0.01, e (T=6)
ndo detectado.

Tomando T=0 como 100%, as porcentagens das RQs para os quatro miRNAs em T=3 e T=6
foram calculados e se mostram no painel B. O let-7d, 0 miR-32, o0 miR-335, e 0 miR-451
diminuiram desde o 100% em T=0 até 39.0 + 7.6%, 54.0 0 + 11.1%, 63.4 + 13.1%, e 59 0
3.9% respectivamente no tempo de estocagem T=3. No tempo de estocagem T=6 as
porcentagens restantes dos mMiRNAs diminuiram até + 18.6 £ 9.7%, 36.2 +9.1%, 57.3+2.0% e

nédo detectado, respectivamente.
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Figura 5. A degradacdo dos miRNAs em preparacdes de RNA. Foi calculada a quantificacdo
relativa (RQ) de quatro miRNAs de rato em células de insulinoma NIT-1 usando a técnica de
RT-PCR. A RQ determina a mudanca na expressdo dos miRNAs em uma amostra (aliquotas de
RNA estocadas em -80°C por T=3 e T=6 dias), relativa a uma amostra usada como calibrador
(RNA fresco isolado do tecido acinar mantido em RNAlater, T=0). (A) Os valores sdo
apresentados como as médias das RQs + o desvio padrdo, para n=3. Foram considerados
estatisticamente significativos os valores de p < 0.05. Os valores de p foram calculados entre as
amostras T=0 e T=3 e entre as amostras T=0 e T=6. (B) Se mostram as porcentagens calculadas

das RQs nos tempos de estocagem T=3 e T=6 comparadas com a RQ para T=0.

Na&o foi encontrada nenhuma ligacao aparente entre as taxas de degradacdo e a abundancia para
0s miRNAs estudados. Por exemplo, o let-7d, que foi o miRNA mais abundante nestas células
degradou-se mais rapidamente do que o miR-32 e 0 miR-335 (Figura 5A), enquanto que 0 miR-
451, o miRNA menos expressado dos estudados, foi o que degradou mais rapidamente.
Adicionalmente, foi investigada a estabilidade dos cDNAs derivados desses miRNAS
encontrando que a estabilidade e as taxas de degradacdo dos cDNAs foram similares as dos

miRNAs (Figura 6). As porcentagens de cDNAs restantes do let-7d, do miR-32, do miR-335, e
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do miR-451 em T=3 comparada com as quantidades medidas originalmente em T=0 foram: 52.3
+ 34.1%, 51.5 £ 10.9%, 67.0 £ 9.3%, e 19.2 + 24.0%, respectivamente. Para o tempo T=6 as

porcentagens foram: 30.9 + 9.8, 40.3 £ 13.7, 55.0 £ 7.6, e ndo detectada, respectivamente.
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Figura 6. A degradacdo dos cDNAs derivados dos miRNAs. A estabilidade dos cDNAs
sintetizados a partir de let-7d, de miR-32, de miR-335, e de miR-451 foi avaliada. Os cDNAs
foram mantidos em aliquotas em -80 °C. As RQs foram calculadas por quantificacdo com RT-
PCR como foi descrito para 0s miRNAs. A RQ representa a mudanca na expressao do miRNA
em uma amostra (uma aliquota de cDNA estocada em -80°C) relativo a uma amostra usada como
calibrador (RNA fresco isolado do tecido acinar mantido em RNAIlater). (A) As RQs calculadas.
Os valores de p foram calculados entre as amostras T=0 e T=3 e entre as amostras T=0 e T=6. Os
dados representam as médias das RQs * desvio padrdo, para n=3, sendo considerados
estatisticamente significativos os valores de p < 0.05. (B) Se mostram as porcentagens calculadas

das RQs nos tempos de estocagem T=3 e T=6 comparadas com a RQ para T=0.

Além disso, foi encontrado que a estabilidade dos miRNAs e de seus cDNAs respectivos foi
baixa também nas amostras onde o RNA foi preparado usando o reagente Trizol. Este é o

método padrdo usado para a clonagem dos miRNAs e para a analise de perfis de expressdo destas
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moléculas (146). Ap6s 9 dias de estocagem em -80°C as amostras de RNA preparadas com
Trizol, contém 51.3%, 26.9%, 24.0% e 24.3% de let-7d, de miR-32, de miR-335, e de miR-451
respectivamente. Os cDNAs de let-7d, de miR-32, de miR-335, e de miR-451 mostraram uma
diminuicdo similar de 37.8%, 35.7%, 22.3%, e ndo detectavel, respectivamente. Assim, a
degradacdo rapida dos miRNAs e dos cDNAs parece ser independente do método de isolamento.
Alias, um oligdbmero sintético de DNA que corresponde a sequéncia de cDNA que deve ser
obtida a partir do let-7d, foi avaliado e quantificado mediante eletroforese usando um
Bioanalisador 2100 (Agilent Technologies), comprovando que o mesmo foi estavel apds 6 dias
em -80°C. As concentracées calculadas usando o Bioanalisador foram de 3.7 + 0.2 e de 3.8 +
0.2 ng/ul, n=3 para as amostras que correspondiam aos tempos T=0 e T=6, respectivamente.
Enquanto que o contetdo de cDNA do let-7d nas preparacGes de RNA foi s6 de 18% ap0s o
mesmo tempo de estocagem (Figura 7). Este resultado sugere que a instabilidade observada nos
cDNAs, e talvez dos miRNAS, ndo é devida a uma caracteristica molecular intrinseca se ndo que

esta relacionado com o método de isolamento de RNA.
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Figura 7. A estabilidade do oligbmero sintético de DNA cuja sequéncia corresponde ao
cDNA de let-7d. (A) A eletroforese usando o Bioanalisador 2100. O 1 corresponde a amostra
fresca e 0 2 & mesma amostra estocada em -80°C por 6 dias. (B) Os electroferogramas das
amostras dos oligonucleotidios correspondentes a let-7d fresco e estocado por 6 dias em -80°C.
O MW representa o pico correspondente ao marcador de peso molecular e SO representa o pico
do oligonucleotidio sintético. FU (unidades fluorescentes, do inglés) e bp (pares de base, do

inglés).

A instabilidade foi observada também em tecidos primarios. Foram analisados 4 miRNAs em
preparacdes de RNA de figado de camundongo mantidas em -80°C por 6 dias usando como
calibrador uma amostra de RNA de figado fresco de camundongo. Os resultados sdo

apresentados na Figura 8como as RQs para os quatro miRNAs para os tempos de estocagem T=0
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(fresco) e T=6 (6 dias de estocagem em -80°C) (n=1). Em T=0 (fresco), as RQs iguais a 1 foram
ajustadas para todos os miRNAs analisados. Para T=6 (6 dias de estocagem em -80°C) as RQs
para o let-7d foi de 0.589; para 0 miR-32 de 0.827; para 0 miR-335 de 0.757 e para 0 miR-150

de 0.016.
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Figura 8. A degradacao dos miRNAs em preparagdes de RNA de figado de camundongo.
Foram calculadas as RQs de 4 miRNAs de figado de camundongo usando RT-PCR. A RQ
determina a mudanca na expressdo de uma amostra de RNA estocada por 6 dias (T=6) em -80°C
relativa a uma amostra calibrador (RNA isolado em fresco de amostras de figado mantidas em

RNAlater, T=0).

Foi analisada também a estabilidade de certos miRNAs em ilhotas pancreaticas humanas
estocadas por 26 e 42 dias em -80°C comparadas com preparacdes frescas de ilhotas pancreaticas
humanas. A Figura 9 apresenta as RQs para 0 miR-7, 0 miR-375, o0 miR-127 e o miR-382 para
T=0 (fresco), T=26 (estocagem de 26 dias em -80°C) e T=42 (estocagem de 42 dias em -80°C)
para n=1. Em T=0 (fresco), as RQs foram ajustadas iguais a 1 para todos os miRNAs analisados.
Para o tempo de estocagem T=26 as RQs para 0 miR-7, o0 miR-375, 0 miR-127 e 0 miR-382
foram de 0.762, de 0.459, de 0.702 e de 0.558 respectivamente e para T=42 foram de 0.114, de

0.45, de 0.424 e de 0.427 respectivamente. Ambos os resultados indicam que a instabilidade dos
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miRNAs ndo é uma caracteristica unicamente de preparacdes de RNA da linhagem celular de
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insulinoma.

Figura 9. A degradacdo dos miRNA em preparagdes de RNA de ilhotas pancreaticas
humanas. Foram calculadas as RQs de 4 miRNAs em ilhotas pancreaticas humanas usando RT-
PCR. A RQ determina a mudanga na expressao de uma amostra de RNA estocada por 26 (T=26)
ou 42 dias (T=42) em -80°C relativa a uma amostra calibrador (RNA isolado em fresco de tecido

acinar humano mantido em RNAIlater, T=0).

Com o objetivo de compreender melhor este fenbmeno, foi decidido expandir e complementar
estes estudos fazendo microarranjos de miRNAs usando o miRCURY LNA (acidos nucleicos
fechados). Esta técnica foi posta em marcha em nosso laboratdério com este fim. Foi investigada a
estabilidade dos miRNAs em preparacdes de RNA total obtidas de tecido acinar humano
fornecido pelo laboratério de processamento de células de ilhotas humanas do nosso instituto,
assim como em preparaces de RNA total de bago de camundongo. Foram comparadas amostras
estocadas por 30 dias e amostras processadas em fresco. Foram analisados quinhentos e
cinguenta e sete miRNAs. Dos 130 miRNAs expressos neste tecido, 84 mostraram diminuicéo na
expressdo entre 3 e 27 vezes depois de 30 dias de estocagem em -80°C. Trinta e oito miRNAs

exibiram uma reducgdo na expressdo de entre 1.5 e 3 vezes e somente 8 miRNAs tiveram a
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expressdo similar aos da amostra de RNA preparada em fresco (Tabela 2). Desta lista, foram
selecionados dois miRNAs para ser validados por PCR quantitativo em tempo real. Os resultados
foram expressos como a RQ, que representa a quantidade de um miRNA especifico em amostras
de RNA preparadas com tecido pancreatico humano estocadas por 30 dias em -80°C contra a
quantidade de miRNA em amostras de RNA do mesmo tecido processado em fresco. As
porcentagens dos miRNAsS restantes para o let-7d e 0 miR-16 no RNA estocado foram de

40.3+24.1% e de 44.9+£15.6% respectivamente para n=3.
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miRNA Fold Change miRNA Fold Change miRNA Fold Change
hsa-miR-768-3p 26.125 hsa-miR-24 5.740 hsa-miR-148b 2,777
hsa-miR-886-3p 18.679 hsa-miR-194 5.733 hsa-miR-887 2.645
hsa-miR-301a 18.255 hsa-miR-802 5.704 hsa-miR-214 2.644
hsa-miR-542-3p 16.916 hsa-miR-30d 5.497 hsa-miR-22 2.611
hsa-miR-199a-5p 13.974 hsa-miR-19a 5.492 hsa-miR-24-1*/24-2* 2.608
hsa-miR-195 13.590 hsa-let-7¢ 5.242 hsa-miR-130a 2.599
hsa-miR-338-3p 11.572 hsa-miR-335 5.237 hsa-miR-375 2.586
hsa-miR-377 11.242 hsa-miR-216a 5.207 hsa-miR-650 2.493
hsa-miR-200c 11.220 hsa-miR-153 5.038 hsa-miR-100 2.470
hsa-miR-429 10.912 hsa-miR-154 4.999 hsa-miR-34a 2.402
hsa-miR-216b 10.525 hsa-miR-26a 4.975 hsa-miR-365 2.389
hsa-miR-30e* 10.017 hsa-let-7a 4.914 hsa-miR-575 2.324
hsa-miR-148a 9.814 hsa-miR-96 4.907 hsa-miR-376a 2.286
hsa-miR-200b 9.714 hsa-miR-101 4.776 hsa-miR-409-5p 2.278
hsa-miR-193a-3p 9.275 hsa-miR-29a 4.760 hsa-miR-212 2.178
hsa-miR-25 9.264 hsa-miR-34c-5p 4.715 hsa-miR-330-3p 2174
hsa-miR-15b 9.242 hsa-miR-127-3p 4.714 hsa-miR-32* 2171
hsa-miR-19b 9.187 hsa-let-7b 4.603 hsa-miR-502-5p 2.137
hsa-miR-181a 9.144 hsa-miR-98 4,522 hsa-miR-302b 2114
hsa-let-7f 9.125 hsa-let-7d 4.439 hsa-let-7g* 1.994
hsa-miR-30c 8.662 hsa-miR-10a 4.377 hsa-miR-346 1.966
hsa-miR-768-5p 8.570 hsa-miR-491-3p 4.293 hsa-miR-30a* 1.944
hsa-miR-30e 8.004 hsa-miR-29b 4.287 hsa-miR-576-3p 1.869
hsa-miR-15a 7.793 hsa-miR-23a 4.253 hsa-miR-92a 1.834
hsa-miR-30b 7.776 hsa-miR-106b 4.221 hsa-miR-20b* 1.832
hsa-miR-191 7.709 hsa-miR-151-3p 4.220 hsa-miR-331-5p 1.803
hsa-miR-151-5p 7.417 hsa-let-7i 4.192 hsa-miR-519d 1.797
hsa-miR-200a 7.236 hsa-miR-143 4.154 hsa-miR-124 1.792
hsa-miR-374b 6.875 hsa-miR-138 4.113 hsa-miR-197 1.769
hsa-miR-141 6.842 hsa-miR-182 4.016 hsa-miR-215 1.737
hsa-miR-17 6.809 hsa-miR-23b 3.944 hsa-miR-500* 1.638
hsa-miR-192 6.774 hsa-miR-425 3.851 hsa-miR-320 1.631
hsa-miR-16 6.768 hsa-miR-222* 3.749 hsa-miR-206 1.587
hsa-miR-30a 6.742 hsa-miR-574-5p 3.688 hsa-miR-499-3p 1.537
hsa-miR-148a* 6.449 hsa-miR-126 3.449 hsa-miR-204 1.519
hsa-miR-29c 6.401 hsa-miR-222 3.443 hsa-miR-381 1.476
hsa-miR-152 6.325 hsa-miR-193b 3.385 hsa-miR-7 1.446
hsa-miR-27b 6.235 hsa-miR-491-5p 3.314 hsa-miR-328 1.350
hsa-miR-106a 6.162 hsa-miR-217 3.084 hsa-miR-502-3p 1.323
hsa-miR-27a 5.931 hsa-miR-369-3p 3.083 hsa-miR-361-5p 1.228
hsa-miR-146b-5p 5.787 hsa-miR-668 2.983 hsa-miR-125a-3p 1.213
hsa-miR-125b 5.780 hsa-miR-297 2.873 hsa-miR-183 1.180
hsa-miR-21 5.780 hsa-miR-424 2.853 hsa-miR-186 1.079

Tabela 2. A expressdo diferencial dos miRNAs entre preparacdes de RNA de tecido acinar

humano estocado por 30 dias e preparagdes de RNA do mesmo tecido isoladas em fresco.
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Em resumo, os miRNAs obtidos com os métodos de preparacdo de RNA usados atualmente séo
instaveis. Assim, ao trabalhar com miRNAs, o tempo de estocagem do RNA e do cDNA é critico
e tém que ser tomados em conta para permitir comparacfes validas entre as amostras. Isto é
particular importante para analises de expressdo dos miRNA usando microarranjos. NOs
sugerimos manter os tecidos e amostras em general em RNAlater até que sejam processados.

Além disso, uma vez que o0 RNA total é isolado, a analise deve ser feita imediatamente.

O perfil de expressdo de miRNAs das ilhotas pancreaticas.

Para testar a hipotese que as células do tecido acinar e das ilhotas pancreaticas expressam um
conjunto diferente de miRNAs, foi estudada a expressdo diferencial dos mesmos nestas células
utilizando as técnicas do microarranjo microfluidico (LC sciences)e do qRT-PCR. (Tabela 3 e
Figura 10). Utilizando o programa ‘“‘analise estatistica de microarranjos” (SAM, do inglés)
foram encontrados 17 miRNAs preferencialmente expressos em ilhotas e 28 preferencialmente
expressos em tecido acinar (Tabela 3). Cinco miRNAs do grupo diferencialmente expressos em
ilhotas (o miR-7, 0 miR-183, 0 miR-382, 0 miR-127 e o miR-29c) foram identificados com O
probabilidades de ser um valor falso positivo (g=0). O miR-7 mostrou a maior diferenca na
expressdo entre estes dois grupos de células (Tabela 3). O miR-9 nao foi detectado. O miR-375
ndo esteve integrado na versdo 8.1 da lista de miRNAs da base de dados mirBase de Sanger

usada para este microarranjo.
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Gene ID
rno-miR-7
rno-miR-183
rno-miR-382
rno-miR-127
rno-miR-29¢
rno-miR-99b
rno-miR-29b
rno-miR-335
rno-miR-132
rno-miR-148b
rno-miR-107
rno-miR-30c
rno-miR-30b
rno-miR-98
rno-miR-103
rno-miR-125a
rno-miR-96

Score(d) g-value(%) Fold increase

21.852
11.191
6.865
6.502
5.785
5.248
5.242
5.127
5.041
4.969
4.689
4.524
4.115
3.880
3.667
3.601
3.572

0

0

0

0

0
0.605
0.605
0.605
0.605
0.605
0.605
0.605
0.953
0.953
0.953
0.953
0.953

55.002
6.943
8.611

26.264

13.695
3.882
6.584

14.768
9.976
2.044
2.452
1.550
2.305
3.118
2.419
3.209
3.233

que um miRNA tenha valor positivo falso.

Gene ID
rno-miR-25
rno-let-7c
rno-miR-222
rno-miR-365
rno-miR-320
rno-miR-34a
rno-miR-20a
rno-miR-497
rno-miR-199a
rno-miR-327
rno-miR-345
rno-miR-203
rno-miR-19b
rno-miR-181a
rno-miR-221
rno-miR-92
rno-miR-216
rno-miR-223
rno-miR-152
rno-miR-181c
rno-miR-489
rno-miR-187
rno-miR-341

rno-miR-292-5p

rno-miR-181b
rno-miR-296

rno-miR-422b
rno-miR-217

Valia Bravo-Egana

Score(d) g-value(%) Fold increase

-3.804
-3.815
-4.121
-4.164
-4.177
-4.886
-4.988
-5.063
-5.245
-5.402
-5.639
-5.899
-5.975
-6.499
-6.512
-6.616
-6.634
-6.830
-7.314
-7.351
-7.534
-8.393
-8.440
-8.703
-9.381
-10.747
-17.996
-20.648

0.670
0.670
0.670
0.670
0.670

o

[oNeoNeolNeloloelNolNolNolNolNoelloellolololloelNolNollolNollolNol

1.978
1.637
1.653
5.225
1.733
13.119
4.089
3.642
2.442
43.599
3.501
6.474
9.819
6.094
2.152
5.613
104.696
7.049
2.103
4.692
13.293
9.907
17.005
26.758
8.583
3.688
6.936
147.834

Tabela 3. Os miRNAs selecionados das ilhotas e do tecido acinar de rato usando a técnica
do microarranjo e o programa “analise significativa de microarranjos” (SAM). A expressao
dos miRNAs foi estudada usando microarranjos que contém a versdo 8.1 da lista da base de
dados mirBase de Sanger, foram feitos 3 experimentos (n=3). A pontuacdo dada para cada
miRNA (d) representa o valor da T-estatistica. Uma pontuacdo elevada significa uma diferenca
maior entre os dois grupos celulares. Os valores positivos da d representam 0s miRNAs
expressados diferencialmente nas ilhotas (A). Os valores negativos da d representam os miRNAs
expressados diferencialmente no tecido acinar (B). Os valores da g representam os valores da p

adaptados a analise de um grande nimero de genes. Este valor € uma avaliacdo da possibilidade
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Figura 10. A expressao diferencial de miRNAs pancreaticos. O mapa de expressdo foi obtido

com o programa “Treeview” usando os dados apresentados na Tabela 3. Com a cor vermelha

representam-se 0s MIRNAs diferencialmente expressos nas ilhotas. Com a cor verde

representam-se 0s MiRNAs diferencialmente expressos no tecido acinar. A gradacdo das cores

descreve a expressdo dos miRNAs desde a expressao elevada (vermelho ou verde brilhante) até

expressdo baixa (preto) e ndo expressao (cinza).
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Para confirmar os resultados obtidos com os microarranjos, certos miRNAs diferencialmente
expressos nas ilhotas foram analisados usando o qRT-PCR. O miR-16 foi usado como controle
enddgeno. O miR-375 foi incluido nesta analise. NOs encontramos que o0 miR-7, 0 miR-127, e o
miR-382 foram os miRNAs mais diferencialmente expressos nas ilhotas de rato comparadas com
0 tecido acinar. Os mesmos mostraram 0S seguintes valores respectivos: 152, 108, e 153;
seguidos por 0 miR-183 e 0 miR-99b com 12.9 e 7.1, respectivamente (Figura 11A). A razao
ilhota/tecido acinar para o miR-375 foi de 6.2 0 = 0.3, significativamente menor que para 0 miR-
7 (Figura 11B). Os valores da hibridagdo do microarranjo e os obtidos com o gRT-PCR foram

comparados na Tabela 4.
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Figura 11. Os miRNAs pancreaticos expressos diferencialmente em ilhotas. Anélise
quantitativa usando o qRT-PCR. Os valores sdo apresentados como quantificacdo relativa
(RQ). A RQ determina a mudanga na expressao dos miRNAs nas ilhotas de rato relativo ao
tecido acinar (A) ou relativo ao miR-7 para a comparacéo intra-ilhota (B). Os dados representam
as médias das RQs * desvio padrdo, para n=3. A partir da analise dos microarranjos foram
selecionados 10 miRNAs para validar usando o gqRT-PCR. O miR-7, 0 miR-127 e 0 miR-382
constituem o conjunto de miRNAs mais diferencialmente expressos nas ilhotas. O miR-7 ¢
expressado mais de 150 vezes em ilhotas comparando sua expressdo em tecido acinar. O mesmo
€ 9 vezes mais abundante nas ilhotas do que 0 miR-382 e 0 miR-127. O miR-375 é 0 miRNA

mais abundantemente expresso nas ilhotas (B).

54



MiRNA

miR-7
miR-183
miR-382
miR-127
miR-29c¢
miR-99b
miR-375

miR-98

miR-96
miR-141

Normalized array
values
55
6.9
8.6
26.3
13.7
3.9
NA
4.7
4.8
3

Valia Bravo-Egana

Average RQ values

152
13
153.3
108.6
2.3
7.2
6.2
15
10.3
3

Tabela 4. A comparacéo entre os valores da hibridagdo do microarranjo e os obtidos com o

gRT-PCR.

ApOs de determinar que 0 miR-7 € o miRNA enddcrino mais abundante (147), o préximo passo

racional seria determinar em que tipo de células pancreéticas o miR-7 é mais expresso: em a, [

ou em ambos o0s tipos. Com esta finalidade as amostras foram analisadas através de

microdissecacdo por laser (LCM, do inglés). Foram dissecadas células o e B de secdes

pancreaticas de rato em parafina fixadas em formalina (FFPE, do inglés) marcadas com 0s

anticorpos monoclonais imunofluorescentes anti-glucagdo e anti-insulina (Figura 12). A

expressdo do miR-7 e do miR-375 nas células dissecadas foi medida usando 0 gqRT-PCR. O miR-

16 foi usado como controle endogeno.
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Paraffin section— Insulin +LCM—RNA—RT/PCR

a-cells

B-cells

Insulin

Figura 12. A imuno-coloragéo anti-insulina e anti-glucagéo das secdes dissecadas por LCM.

Os resultados destes ensaios sao mostrados na Tabela 5 e na Figura 13, indicando que o miR-7 e
0 mMIiR-375 estdo expressos 2.3 e 3.1 vezes mais nas ceélulas B do que nas células a,

respectivamente.

MiRNA RQ(B-ce!ls/a-ceIIs) RQ(B-ce!ls/a-ceIIs) Average
Experiment 1 Experiment 2
mir7 2.39 2.31 2.35
mir375 3.05 3.297 3.17

Tabela 5. A quantificagdo do miR-7 e do miR-375 nas células a e B isoladas por LCM.

Apresentam-se os resultados de dois ensaios independentes (n=2).
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Rn vs Cycle

RQ

Cycle number

Figura 13. As graficas de amplificagdo do miR-7 (em azul e verde) e do miR-375 (em
laranja e vermelho). Cada réplica do ensaio é mostrada em cores diferentes. As linhas

horizontais correspondem aos controles sem molde e sem transcritasa reversa (RT, do inglés).

2.1) A expressdo do miR-7 e do miR-375 no desenvolvimento de pancreas de camundongo.

Tem sido mostrado que a expressdo dos miRNAs é necesséria para o desenvolvimento de todas
as linhagens pancreaticas e especificamente para as células f (14). E possivel que a acio
sincronizada de dois ou mais miRNAs, tais como 0 miR-7, 0 miR-375, ou outros identificados
neste estudo, possa ser necessario para o desenvolvimento e/ou a manutencdo do fenétipo das
células 3 e/ou de outros tipos celulares da ilhota.

Considerando esta possibilidade, exploramos a expressdo dos miRNAs mais relevantes nas
ilhotas adultas em diferentes estagios do desenvolvimento pancreatico.

O camundongo € um modelo 6timo para o estudo do desenvolvimento pancreatico de mamiferos.
Entre os dias de vida embriondria €9.5 e e11.5, aparecem as primeiras células enddcrinas que
expressam glucagdo, seguidas pelas primeiras células B entre os dias e11.5 e €12.5. Em torno dos

dias e13.5 e el4.5, o pancreas em desenvolvimento comega um processo conhecido como
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transicdo secundaria, caracterizado por uma grande expansao de células produtoras de insulina.
No dia e18.5, a biogénese das células B declina enquanto que a expansdo por replicacdo das
mesmas continua. Foi estudada a expressdo do miR-7 e do miR-375 em pancreas embrionarios
de camundongos para investigar se esses miRNAS sdo expressos no estagio pré-natal e mantidos
durante a auto-duplicacdo ou se sua expressdo origina-se durante a diferenciacdo das células
dos precursores pancreaticos. Os pancreas embrionarios de camundongos no dia e11.5 do estagio
de desenvolvimento pancreatico foram usados como amostras calibradores em trés ensaios
separados. Nestes ensaios foram medidos os niveis de expressdao dos miRNAs selecionados
usando gRT-PCR. O miR-16 foi usado como controle endogeno. Os niveis de expressao do miR-
7 foram de 6.31£0.9, 18.6+2.2, 22.5+1.9 e 15.8+0.3 para 0s estagios €13.5, e14.5, €18.5 e neonato
respectivamente enquanto que 0s niveis de expressao para 0 miR-375 foram de 7.6+2.2, 8.8+0.6,

25.3+2.3 e 13.9+1.8 para 0s mesmos estagios (Figura 14).

30
25 -

20 -

< 15 - = MiR-7
10 l ® miR-375
il
0 - ; . :

el3.5 el1l45 185 neonate

Figura 14. A comparag8o entre a expressdo do miR-7 e do miR-375 nos dias €13.5, el4.5 e
e18.5 do estdgio embrionario pancreatico e no estagio de neonato. Os valores sdo
apresentados como as quantificagdes relativas (RQ) da expressdo do miR-7 e do miR-375. Os

dados representam as médias das RQs + desvio padréo, para n=3.
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2.2) A expressdo do miR-7 no desenvolvimento do pancreas humano.

Também foi feita a analise espacial quantitativa da expressio do miR-7 durante o
desenvolvimento pancreatico humano. Com esta finalidade foram feitos estudos de expressao do
miR-7 em pancreas fetais desde 8 até 22 semanas de idade gestacional (wga, do inglés) assim
como em pancreas adulto usando o qRT-PCR (Figura 15). A expressao do miR-7 foi muito baixa
entre as 8 e as 12 wga. Na semana 13 a expressao do mesmo comegou aumentar e na semana 14
a sua expressdao aumentou 45 vezes comparada com seus niveis na semana 8. Além disso, o
aumento na expressdo do miR-7 coincidiu com o periodo no qual a expressdo de genes
codificadores de horménios comecou aumentar dramaticamente (Figura 15A). Os niveis do miR-
7 permaneceram elevados até a semana 18 e depois comecaram diminuir. Foi interessante o fato
de que o periodo onde a expressdo do miR-7 foi mais elevada (wga 14-18) correspondeu com 0s
niveis maximos da expressdo do marcador pro-endocrino neurogenina-3 (NGN3), embora este
altimo apresentou um perfil de expressdo ligeiramente atrasado respeito aquele do miR-7 (Figura
15B).

A sequir, foi analisada a expressdo do miR-7 durante o desenvolvimento humano do pancreas e
no tecido pancreatica humano adulto normal utilizando a técnica de hibridagdo in situ com uma
sonda LNA anti-miR-7 (Figura 15C). As sondas LNA sdo analogos biciclicos do RNA que
permitem aumentar a sinal até conseguir a intensidade necessaria para a deteccdo de sondas
curtas de miRNAs (148,149). Com esta técnica a expressaio do miR-7 foi observada
primeiramente no epitélio do pancreas fetal de 9 wga. A quantidade de células que expressaram o
miR-7 foi muito baixa entre as 9 e as 11 semanas e aumentou posteriormente formando
conglomerados de células epiteliais que expressavam o miR-7 intensamente marcadas a partir da

semana 14.
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Figura 15. O perfil de expressdo do miR-7 no pancreas fetal humano e adulto. As gréficas
mostram as expressdes em pancreas fetais humanos desde as 8 até as 22 wga (A) do miR-7
(preto), da insulina (azul), do glucagdo (verde) e da somatostatina (vermelho), e (B) do miR-7
(preto) e da NGN3 (vermelho) usando o gRT-PCR. Os valores sdo apresentados como as
quantificaces relativas (RQ) da expressdo do miR-7. Os dados representam as médias das RQs
+ desvio padrdo. O nimero de pancreas fetais usados em cada estagio é mostrado na Tabela 6.
(C) A hibridacéo in situ do tecido pancreatico fetal humano nas semanas 9, 10, 11, 12,14 e 17 e
adulto usando uma sonda LNA marcada com fluoresceina para o miR-7 (azul escuro).
Ampliacdo: 10X. As regides a’ e ¢’ sdo mostradas com maior ampliacdo (20X) nos quadrados

inferiores da figura. As barras escala correspondem a 50um.
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Gestationalage (8 |9 |10 |11 |12 (13|14 |15 |16 (17 |18 |19 |20 21|22 | total
(wga)

# of cases for 4 14 [4 |4 4 4 4 3 1 3 4 2 2 3 46

mENA analysis

# of cases for 212 12 2 1 3 5 1] 1 2 3 0 0 3 1 28

miR-7 analysis

Tabela 6. As amostras de pancreas fetal humano utilizadas para este estudo.

Em resumo, foi encontrado um perfil especifico de miRNAs para as células das ilhotas. O miR-7
foi 0 miRNA mais expresso no pancreas enddcrino, seguido por o0 miR-382, 0 miR-127, o miR-
98, 0 miR-183, 0 miR-96, 0 miR-29c e 0 miR-141. A expressdo do miR-7 no desenvolvimento
do pancreas segue um padrdo que é correlacionado entre o camundongo e o humano. A
expressdo do miR-7 no camundongo comeca aos 13.5 dias de idade gestacional alcangando seu
nivel maximo aos 14.5 dias; enquanto que no humano comega na semana 13 de idade gestacional
e alcanga 0 maximo em torno da semana 14. Em ambas as espécies 0s niveis de expressao
diminuem depois de alcancar o maximo. Contudo, permanecem com niveis de expressdes

importantes no estagio adulto.

3) O perfil de miRNAs relacionado com 0 processo de inflamacao.

3.1) O perfil de miRNAs relacionado com o processo de inflamagéo em modelos in vitro.

O efeito do TNF-a na expressdo dos miRNAs na linhagem celular de insulinoma NIT-1.

Foi investigado o papel dos miRNAs na morte celular de ilhotas de rato mediada por citocinas
pro-inflamatorias; com a seguinte hip6tese de trabalho: O TNF-a em combinagdo com a IL-1p e
0 INF-y induzem um padrao de expressao de miRNAs especifico que mediam a morte das ilhotas
pancreaticas. Com a finalidade de estabelecer as condi¢fes para estes ensaios decidimos comecar

o0 estudo utilizando um modelo simplificado tal como a linhagem celular de insulinoma NIT-1.
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Estas células tém um defeito na ativacdo do NF-«kB. Esta caracteristica faz com que as mesmas
sejam mais vulneraveis aos efeitos das citocinas, permitindo induzir a morte celular usando s6
TNF-a (150).

As células NIT-1 foram cultivadas durante toda a noite com 0 TNF-a (2000 U/ml de meio de
cultura). Também foram cultivadas, em paralelo, células sem tratamento para ser usadas como
controle. Apds a purificacdo do RNA total que contém a fragdo dos miRNAs, foram feitos
microarranjos usando os servigos da companhia LC Sciences (Houston, TX).

Com os resultados obtidos dos microarranjos para n=3, foi feita a andlise estatistica de
microarranjos (SAM) (Tabela 7). Foram identificados 15 miRNAs com mudangas nos niveis de
expressdo (aumento ou diminuicdo maior do que 2.0). Nove deles aumentaram a sua expressao
(Tabela 7A) e seis diminuiram-na (Tabela 7B). Os niveis de expressdo para o miR-150, 0 miR-
335, 0 miR-451, o0 miR-210 e 0 miR-546 foram confirmados usando o gRT-PCR (35). Seus

valores sdo expressos como as RQs (Tabela 8). O miR-16 foi usado como controle enddgeno.

A B
Gene ID Score(d) g-value(%) Fold increase Gene ID Score(d) g-value(%) Fold increase

mmu-miR-290 4.030 0 11.240 mmu-miR-140*  -1.934 0 1.691

mmu-miR-292-5p  3.476 0 5.531 mmu-miR-409 -2.031 0 2.298
mmu-miR-214 3.047 0 3.214 mmu-miR-96 -2.092 0 1.894
mmu-miR-467 3.044 0 3.260 mmu-miR-376b  -2.219 0 2.390
mmu-miR-223 2.885 0 1.838 mmu-miR-129-3p  -2.438 0 1.791
mmu-miR-546 2.617 0 9.248 mmu-miR-28 -2.590 0 2.593
mmu-miR-335 2.205 0 2.071
mmu-miR-298 1.921 0 1.404
mmu-miR-346 1.905 0 0.829

Tabela 7. Os miRNAs que mudaram as suas expressdes em presencia de TNF- a. Estes
resultados foram obtidos aplicando a analise significativa de microarranjos (SAM) nas
células NIT-1 tratadas com o TNF-a comparadas com as usadas como controle sem

tratamento.
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Relevant Log, Fold RQ (qRT PCR
mMiRNA (TNFa/Control) | Change confirmation)
miR-150 6.68 102.54 4.19
miR-335 3.27 9.65 3.32
miR-451 1.93 3.81 1.28
miR-210 -3.53 -11.55 0.17
miR-546 4.57 23.75 5.28
miR-467 1.34 2.53 N/A
miR-290 4.63 24.76 N/A
miR-292-5p 4.06 16.68 N/A
miR-214 2.96 7.78 N/A

Tabela 8. Os miRNAs que tém mudanca nos niveis de expressdao maior do que 2.0, em um

ou outro sentido nas células NIT-1, identificados através da analise de microarranjos. Os

dados sdo apresentados como a razao entre as células tratadas com o TNF-a e as células

controles. Os niveis de expressdo de cinco destes miRNAs foram confirmados usando o qRT-

PCR.

Tomando em consideracéo a falta de informacédo respeito das variages no perfil de miRNAs

devido ao tempo de incuba¢do com TNF-a, estudamos a cinética de expressao dos mesmos apos

0 tratamento com esta citocina. Foram estudados 3 miRNAs e encontramos padroes de expresséo

diferentes para 6 e 18 horas de tratamento: 0 miR-150, 0 miR-335 e 0 miR-451 (p<0.05, n=3). O
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miR-335 e 0 miR-451 mostraram 0 aumento maior na expressdo depois de 18 horas de
tratamento (com mais de 3 vezes de aumento), enquanto que nenhum aumento relevante foi
observado depois de 6 horas de tratamento. Contrariamente, o miR-150 mostrou o valor de
expressao mais elevado apos 6 horas de incubacédo (7 vezes) e diminuiu depois de 18 horas (com
um aumento de s6 4 vezes). Tanto o miR-150 como o miR-335 e 0 miR-451apresentaram o
mesmo nivel de expressdo em 18 horas de tratamento. E interessante o fato que o miR-150

mostrou a resposta mais imediata e seus niveis de expressdo foram os mais elevados (Figura 16).

mMiRNA Kinetic

RQ
OI—‘I\)OO-I?O‘I@\IG’)@
S
J—"
—_

m Ave 6 hours
Ave 18 hours

mir-150 mir-335 mir-451

Figura 16. A cinética de expressdao dos miRNAs nas células NIT-1 ap6s o tratamento com
TNF-a. Foi determinada a expressdo dos miRNA as 6 e 18 horas ap0s o tratamento com TNF-a.
As RQs representam a mudanca na expressdo dos miRNAs em uma amostra tratada comparada

com uma amostra ndo tratada usada como calibrador.

O efeito do TNF-a, a IL-15 e o INF-y no perfil de expressdo dos miRNAs em ilhotas de rato.
Foram feitos microarranjos utilizando sondas miRCURY LNA (acidos nucleicos fechados). Para
estudar as variacOes no perfil de miRNAs apds o tratamento com as citocinas pré-inflamatorias.

foram usados 2000 U/ml de TNF-a, 100 U/ml de INF-y e 50 U/ml de IL-1B. Tem sido descrito
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previamente que estas concentragdes induzem a morte das celulas p (151). Foi estudada a
cinética de expressaio dos mMIRNAs ap6s o tratamento com estas citocinas utilizando
microarranjos com amostras tratadas por 6 e 18 horas (n=3). As 18 horas a expressio dos
miRNAs foi muito baixa enquanto que as 6 horas foram obtidos os resultados contrarios (Tabela
9A e B). Consequientemente, a conclusdo é que o efeito maximo das citocinas sobre o perfil de
mMIiRNAs em ilhotas de rato ocorre durante as primeiras horas do tratamento. Baseado nestes
fatos, os estudos de microarranjos realizados posteriormente foram feitos apds 6 horas do
tratamento.

Com os resultados obtidos dos microarranjos (n=3), foi aplicada a analise estatistica de
microarranjos (SAM). Foram identificados 64 miRNAs que tém valor zero de probabilidade de
ser um positivo falso (q=0). Dos mesmos 59 aumentaram sua expressao e 5 diminuiram-na. Na
andlise estatistica foram consideradas as mudancas nos niveis de expressdo maiores ou menores
de 2.0 vezes. O resultado obtido é mostrado na Tabela 9A. Estes dados sdo apresentados também
usando os programas “Cluster” e “TreeView”, que ajudam a andlise e a visualizacdo dos

resultados obtidos através dos microarranjos (152) (Figura 17).
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A Gene ID Score(d) g-value(%) Fold increase Gene ID Score(d) g-value(%) Fold increase
rno-miR-143 6.662 0 7.473 rno-miR-27a 4.453 0 6.167
rno-miR-30e 6.040 0 15.349 rno-let-7a 4.419 0 8.402
rno-miR-182 5.990 0 9.062 rno-miR-375 4.379 0 7.780
rno-miR-96 5.978 0 13.585 rno-miR-30a 4.372 0 5.279
rno-miR-141 5.853 0 13.191 rno-miR-19b 4.308 0 6.583
rno-miR-24 5.668 0 9.217 rno-let-7f 4.308 0 19.780
rno-miR-29b 5.532 0 12.710 rno-miR-16 4.100 0 4.691
rno-miR-212 5.491 0 9.764 rno-miR-29c¢ 4.088 0 10.565
rno-miR-7a 5.247 0 10.679 rno-miR-103 4.076 0 2.986
rno-miR-19a 5.236 0 3.899 rno-miR-148b-3p  4.040 0 7.123
rno-let-7i 5.159 0 13.737 rno-miR-30d 3.933 0 4,087
rno-miR-153 5.099 0 25.010 rno-miR-301a 3.888 0 22.265
rno-miR-22 5.067 0 4714 rno-let-7c 3.854 0 5.110
rno-miR-27b 5.044 0 8.113 rno-miR-23b 3.812 0 4.339
rno-miR-21 5.019 0 10.216 rno-miR-29a 3.679 0 5.784

rno-miR-30b-5p  4.988 0 6.612 rno-miR-23a 3.622 0 4.262
rno-let-7d 4,942 0 9.571 rno-miR-204 3.558 0 7.446
rno-miR-30c 4,822 0 6.475 rno-miR-541 2.946 0 13.082
rno-miR-200a 4,791 0 12.957 rno-miR-99b 2.918 0 13.082
rno-miR-207 4,767 0 4.647 rno-let-7b 2.807 0 3.582
rno-miR-183 4,764 0 4,700 rno-miR-125b-5p  2.740 0 2.998
rno-miR-127 4.760 0 7.632 rno-miR-17/17-5p  2.675 0 9.948
rno-miR-107 4,735 0 5.980 rno-miR-194 2.537 0 2.875
rno-miR-335 4,715 0 2.846 rno-miR-200c 2.432 0 2.609
rno-miR-101a 4.702 0 3.922 rno-miR-125a-5p  2.428 0 2.642
rno-miR-26a 4.699 0 6.544 rno-miR-200b 2.340 0 2.675
rno-miR-98 4,594 0 9.321 rno-miR-340-5p 2.195 0 2.266
rno-miR-7b 4575 0 13.965 rno-let-7e 2.032 0 2.292
rno-miR-126 4,542 0 4,510 rno-miR-337 1.973 0 2.002
rno-miR-106b 4524 0 4.030
Gene ID Score(d) g-value(%o) Fold increase
rno-miR-185 -2.806 0 2.685
rno-miR-129 -2.962 0 2.370
rno-miR-503 -3.247 0 2.988
rno-miR-370 -3.362 0 2.833
rno-miR-206 -4.301 0 2.529

B GenelD Score(d) g-value(%) Fold increase
rno-miR-877 -2.581 0 1.789
rno-miR-99b* -2.671 0 3.103

Tabela 9. (A) A lista dos miRNAs obtida aplicando a analise significativa de microarranjos
(SAM) nas ilhotas de rato tratadas com TNF-a, IL-1p e INF-y por 6 horas comparadas com
aquelas ndo tratadas usadas como controles. (B) A lista dos miRNAs obtida aplicando a
analise significativa de microarranjos (SAM) nas ilhotas de rato tratadas com TNF-a, IL-

1p e INF-y por 18 horas comparadas com as néo tratadas usadas como controles.
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Figura 17. A expressdo diferencial dos miRNAs em ilhotas de rato apds 6 horas de
tratamento com as citocinas pré-inflamatérias comparadas com as controles ndo tratadas.
O mapa de expressao foi obtido com o programa “Treeview” usando os dados apresentados na
Tabela 9. Com a cor vermelha representam-se 0os miRNAs diferencialmente expressos nas
ilhotas. Com a cor verde representam-se 0s miRNAs diferencialmente expressos no tecido
acinar. A gradacdo das cores descreve a expressdo dos miRNAs desde a expressdo elevada

(vermelho ou verde brilhante) até expressdo baixa (preto) e ndo expressao (cinza).

67



Valia Bravo-Egana

Os niveis de expressdo para 0 miR-7, 0 miR-375, 0 miR-96, 0 miR-141, o miR-99b, o miR-29c e
0 miR-127 foram confirmados usando o gRT-PCR (35). Para estes ensaios o gene 18S foi usado
como controle enddgeno seguindo as recomendacdes atualizadas da companhia (Applied
Biosystem). Os niveis de expressdo foram 29.7+9.9, 14+1, 70+17.5, 13.4+0.8, 1.2+0.02,

16.3+0.6 e 18.6+0.4 respectivamente para n=3. Eles sdo apresentados na Figura 18.
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Figura 18. A analise quantitativa utilizando o gRT-PCR. Os miRNAs expressos
diferencialmente em ilhotas de rato ap6s o tratamento com as citocinas pro-inflamatdrias por 6

horas comparadas com as amostras nao tratadas usadas como controle.

O efeito do NF-«B no perfil de expressdo de miRNAs em ilhotas de rato.

A via do NF-xB tem um papel critico na morte das ilhotas induzida pelas citocinas pro-
inflamatdrias. Consequentemente, foi investigado se a inducdo dos miRNAs mediada pelas
citocinas era dependente também da ativacdo do NF-«xB.

Foram realizados os microarranjos com sondas miRCURY LNA tanto com amostras tratadas por

6 horas com a mistura de citocinas quanto com as pré-tratadas com o “Bay 11-7082”, que é um
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inibidor da via do NF-xB (5 umol/l) e depois 6 horas com as citocinas. O Bay 11-7082
permaneceu no meio durante todo o tratamento. A continuacdo foi aplicada a analise estatistica
de microarranjos (SAM) para n=3. Interessantemente, todos os miRNAs que aumentaram sua
expressao neste experimento coincidiram com 0s que aumentaram sua expressao no microarranjo
onde foram analisadas as ilhotas ap0s o tratamento com citocinas comparadas com as nao
tratadas (Tabela 10). Neste caso também foram confirmados os niveis de expressao de alguns
mMIiRNAs usando 0 qRT-PCR (35). Estes miRNAs foram selcionados tomando em consideracdo
sua especificidade de expressdo em células enddcrinas de pancreas (Tabela 3). Foram analisados
dois grupos: o primeiro onde as ilhotas de rato trataram-se com as citocinas por 6 horas
comparadas com ilhotas ndo tratadas e o segundo onde as mesmas foram pré-tratadas por 2 horas
com o Bay 11-7082 e depois por 6 horas com as citocinas comparadas com ilhotas ndo tratadas.
Os niveis de expressdo obtidos para o primeiro grupo foram de 29.7+9.8, 13.9+1.0, 70.0£17.4,
13.3+0.8, 1.2+0.01, e 18.5+£0.4 para 0 miR-7, 0 miR-375, 0 miR-96, 0 miR-141, o miR-99b e 0
miR-127 respectivamente, para n=3 Para o segundo grupo foram de 16.5+6.8, 5.8+0.3, 37.4+5.7,
6.6+0.1, 0.8+£0.1, e 11.9+0.8 respectivamente, para n=3. Estes dados sdo apresentados na Figura

19. O gene 18S foi usado novamente como controle enddgeno.
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mMiRNA CTK/Ctrol CTK+Bay/CTK mMiRNA CTK/Ctrol CTK+Bay/CTK
rno-miR-153 25.010 3.410 rno-miR-26a 6.544 NA
rno-miR-301a 22.265 NA rno-miR-30c 6.475 3.114
rno-let-7f 19.780 2.540 rno-miR-27a 6.167 NA
rno-miR-30e 15.349 3.424 rno-miR-107 5.980 2.878
rno-miR-7b 13.965 NA rno-miR-29a 5.784 2.751
rno-let-7i 13.737 3.616 rno-miR-30a 5.279 3.591
rno-miR-96 13.585 3.005 rno-let-7c 5.110 3.271
rno-miR-141 13.191 3.424 rno-miR-22 4,714 2.711
rno-miR-541 13.082 NA rno-miR-183 4.700 2.594
rno-miR-99b 13.082 3.058 rno-miR-16 4.691 3.050
rno-miR-200a 12.957 3.047 rno-miR-207 4.647 2.830
rno-miR-29b 12.710 3.557 rno-miR-126 4510 2.920
rno-miR-7a 10.679 3.122 rno-miR-23b 4.339 2.794
rno-miR-29c 10.565 4.055 rno-miR-23a 4.262 3.133
rno-miR-21 10.216 NA rno-miR-30d 4.087 2.463
rno-miR-17/17-5p 9.948 NA rno-miR-106b 4.030 NA
rno-miR-212 9.764 2.606 rno-miR-101a 3.922 NA
rno-let-7d 9.571 3.268 rno-miR-19a 3.899 2.069
rno-miR-98 9.321 2.768 rno-let-7b 3.582 NA
rno-miR-24 9.217 2.966 rno-miR-125b-5p 2.998 3.162
rno-miR-182 9.062 2.830 rno-miR-103 2.986 2.961
rno-let-7a 8.402 3.299 rno-miR-194 2.875 NA
rno-miR-27b 8.113 3.264 rno-miR-335 2.846 2.537
rno-miR-375 7.780 3.249 rno-miR-200b 2.675 3.157
rno-miR-127 7.632 2.488 rno-miR-125a-5p 2.642 3.042
rno-miR-143 7.473 2.962 rno-miR-200c 2.609 3.084
rno-miR-204 7.446 NA rno-let-7e 2.292 NA
rno-miR-148b-3p 7.123 2.018 rno-miR-340-5p 2.266 2.831
rno-miR-30b-5p 6.612 3.143 rno-miR-337 2.002 NA
rno-miR-19b 6.583 2.163

Tabela 10. A comparacdo das hibridacdes de dois grupos de microarranjos: ilhotas
tratadas com as citocinas comparadas com as ndo tratadas e ilhotas pré-tratadas com Bay
11-7082 e posteriormente tratadas com as citocinas comparadas com as tratadas com as
citocinas somente. A lista dos miRNAs foi obtida através da analise estatistica de microarranjos
(SAM). Os miRNAs com g=0 tém uma probabilidade zero de ser positivos falsos. Na analise

estatistica foram consideradas as mudancas nos niveis de expressao maiores de 2.0 vezes.
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Figura 19. A analise gquantitativa usando o gRT-PCR de dois grupos: os miRNAs
diferencialmente expressos em ilhotas de rato tratadas com as citocinas comparadas com

ilhotas ndo tratadas e em ilhotas pré-tratadas com Bayl11-7082 e posteriormente com as

citocinas comparadas com ilhotas ndo tratadas.

3.1) O perfil de miRNAs relacionado com o processo de inflamag¢&o em modelos in vivo.

O modelo das ilhotas expostas a um ambiente pro-inflamatério in vivo (0 modelo do

transplante).

Foi investigado o efeito de um ambiente inflamatdrio in vivo na expressdo dos miRNAS nas
ilnotas usando modelos experimentais relevantes. No primeiro modelo as ilhotas foram
transplantadas sob a capsula do rim de ratos receptores singénicos; estes animais por ser
geneticamente idénticos ndo fazem rejeicdo ao transplante. Este modelo tem um valor
incalculavel para o estudo do impacto da inflamacéo nas células da ilhota. No periodo imediato &
pés-implantacdo, as células da ilhota sdo expostas a multiplos estimulos nocivos através da

indugdo de vias de transdugdo de sinais ativados pelo estresse e da geragdo de mediadores

71



Valia Bravo-Egana

inflamatdrios. Todo isso contribui a reducédo da funcdo das células da ilhota e a sua morte (153-
157). Uma caracteristica importante deste sistema experimental é a disponibilidade de uma
massa conspicua de ilhotas em um espaco bem definido, que permite a recuperacdo das mesmas
para estudos moleculares posteriores simplesmente dissecando o transplante sem necessidade de
uma dissociacdo enzimatica e/ou mecanica (158). As ilhotas foram recuperadas 3 dias apds o
transplante dissecando o mesmo e liverdndo-o dos tecidos circunvizinhos. A expressdo de
miRNAs em ilhotas transplantadas e posteriormente recuperadas foi analisada usando os
microarranjos com sondas LNA (Exiqon) (n=3) e a analise subseqiiente com o programa SAM.
Foi determinado um perfil de 95 miRNAs cuja expressdao foi alterada neste modelo in vivo

(Tabela 11).
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miRNA Fold Change miRNA Fold Change miRNA Fold Change
rno-let-7a 11.44 rno-miR-16 9.94 rno-miR-30b 6.22
rno-let-7b 11.56 rno-miR-17 8.80 rno-miR-30c 6.20
rno-let-7c 10.94 rno-miR-181a 2.46 rno-miR-30e 5.93
rno-let-7d 11.01 rno-miR-182 4.84 rno-miR-31 7.81
rno-let-7e 4.87 rno-miR-183 4.14 rno-miR-32 3.08
rno-let-7f 8.31 rno-miR-191 6.65 rno-miR-335-5p 3.87
rno-let-7g 4.33 rno-miR-193 11.13 rno-miR-340-5p 3.98
rno-let-7i 9.43 rno-miR-195 10.76 rno-miR-34a 6.29
rno-miR-100 8.35 rno-miR-199a-5p 23.54 rno-miR-365 3.75
rno-miR-101a 4.49 rno-miR-19a 5.31 rno-miR-370 3.91
rno-miR-103 3.87 rno-miR-19b 7.01 rno-miR-375 7.15
rno-miR-106a 7.00 rno-miR-200a 5.77 rno-miR-378 4.68
rno-miR-106b 6.32 rno-miR-200b 5.06 rno-miR-429 4.20
rno-miR-107 4,95 rno-miR-200c 4,57 rno-miR-434-3p 3.06
rno-miR-10a 6.95 rno-miR-207 9.65 rno-miR-451 25.00
rno-miR-125b-5p 9.09 rno-miR-20a 8.63 rno-miR-455* 3.90
rno-miR-126-3p 10.73 rno-miR-21 26.72 rno-miR-487b 7.92
rno-miR-127 4.42 rno-miR-212 9.79 rno-miR-667 6.18
rno-miR-129 4.81 rno-miR-214 18.56 rno-miR-668 6.46
rno-miR-130a 10.56 rno-miR-22 8.96 rno-miR-690 10.51
rno-miR-140 3.67 rno-miR-223 3.48 rno-miR-691 7.87
rno-miR-141 5.17 rno-miR-23a 8.59 rno-miR-697 3.06
rno-miR-142-3p 5.88 rno-miR-23b 8.32 rno-miR-700 5.90
rno-miR-142-5p 3.55 rno-miR-24 7.54 rno-miR-709 9.66
rno-miR-143 13.45 rno-miR-26a 5.78 rno-miR-7a 5.75
rno-miR-146b 6.89 rno-miR-27a 10.50 rno-miR-7b 5.19
rno-miR-148a 4.07 rno-miR-27b 9.23 rno-miR-801 491
rno-miR-148b 3.52 rno-miR-29a 6.60 rno-miR-96 5.20
rno-miR-152 7.94 rno-miR-29b 5.96 rno-miR-98 10.54
rno-miR-153 3.20 rno-miR-29¢ 6.29 rno-miR-99a 4.74
rno-miR-15a 8.88 rno-miR-301a 5.97 rno-miR-99b 6.03
rno-miR-15b 9.28 rno-miR-30a 6.03

Tabela 11. A comparagdo das hibridagbes dos microarranjos entre as ilhotas
transplantadas sob a cdpsula do rim de ratos recuperadas apo6s 3 dias comparadas com
ilhotas de rato ndo-transplantadas. A lista de miRNAs foi obtida atraves da analise estatistica
de microarranjos (SAM). Na analise estatistica foram consideradas as mudancas nos niveis de

expressdo maiores de 2.0 vezes.
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O modelo das ilhotas expostas a um ambiente pré-inflamatorio in vivo (o modelo de indugéo de

diabetes com a estreptozotocina em rato).

Também foi investigada a expressao do conjunto de miRNAs induzidos pelo processo
inflamatdrio usando outro modelo experimental. Foram administradas doses baixas e repetidas
de estreptozotocina (STZ) (20 mg/kg/day) para induzir uma perda progressiva das células p pelo
recrutamento de células inflamatérias e pela producdo de mediadores inflamatérios tais como o
oxido nitrico (NO, do inglés) e de espécies reativas do oxigénio (ROS, do inglés) (143,159-
162). Foi realizado um experimento usando ratos Lewis. Concordantes com o esperado, 0S
valores da glicemia, comegcaram aumentar na primeira semana desde um valor meio de 118+14

mg/dl até 244+135 mg/dl para n=6 (Figura 20).
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Figura 20. Os valores da glicemia de ratos Lewis que foram submetidos ao protocolo das
doses baixas de STZ. Foi observado um aumento progressivo dos valores da glicemia ao longo
do periodo analisado para n=6. A linha pontilhada horizontal vermelha corresponde ao valor de

120 mg/dl que é o valor de referéncia.
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Apos trés dias da ultima injecdo de STZ, as ilhotas foram isoladas para realizar estudos
moleculares sobre a expressdo dos miRNAs. A avaliacdo usando o gRT-PCR de certos miRNAs
tais como 0 miR-7, 0 miR-375, 0 miR-29¢, 0 miR-382, 0 miR-127 e 0 miR-98 indicou que suas
expressdes aumentaram 4.1, 5.2, 2.0, 1.8, 2.2 e 2.4 vezes respectivamente nas ilhotas isoladas de
pancreas expostos as doses baixas repetidas de STZ comparadas com as ilhotas isoladas de

controles ndo tratados (Figura 21).
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Figura 21. A analise quantitativa usando o gRT-PCR de certos miRNAs relacionados com
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0 processo inflamatorio em ilhotas de rato tratadas com STZ comparadas com ilhotas de

animais controles ndo tratados.

Determinacdo do perfil de miRNAs relacionado com o processo inflamatério comparando os

dados obtidos em modelos in vitro e in vivo.

Comparando os perfis de expressdo de miRNAs obtidos utilizando modelos in vitro e in vivo, foi
identificado um subconjunto de 53 miRNAs regulados comumente em ambos os modelos na

ilhota pancreatica (Tabela 12). Estes resultados sugerem que este grupo de miRNAs pode ser
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associado com 0 mecanismo intrinseco molecular basico que determina o processo inflamatério e

que desempenha um papel critico na destruicdo das ilhotas na fase inicial de T1D.

Fold Change Fold Change

mMiRNA In vivo In vitro  miRNA In vivo In vitro
mmu-let-7a 11.44 8.45 mmu-miR-212 9.79 9.76
mmu-let-7b 11.56 3.54 mmu-miR-22 8.96 4.72
mmu-let-7c 10.94 5.12 mmu-miR-23a 8.59 4.28
mmu-let-7d 11.01 9.56 mmu-miR-23b 8.32 4.33
mmu-let-7e 4.87 2.2 mmu-miR-24 7.54 9.24
mmu-let-7f 8.31 19.7 mmu-miR-26a 5.78 6.24
mmu-let-7i 9.43 13.73 mmu-miR-27a 10.50 6.17
. . mmu-miR-101a 4.49 3.94 mmu-miR-27b 9.23 8.11
N VItro mmu-miR-103 3.87 2.93  mmu-miR-29a 6.60 5.78
mmu-miR-106b 6.32 4.02 mmu-miR-29b 5.96 12.71
mmu-miR-107 4.95 5.96 mmu-miR-29c¢ 6.29 10.56
mmu-miR-126-3p 10.73 4.51 mmu-miR-301a 5.97 22.21
mmu-miR-127 4.42 7.67 mmu-miR-30a 6.03 5.27
mmu-miR-141 5.17 13.12 mmu-miR-30b 6.22 6.61
. . mmu-miR-143 13.45 7.42 mmu-miR-30c 6.20 6.47
IN VIVO  mmu-mir-148b 3.52 711  mmu-miR-30e 5.93 15.34
mmu-miR-153 3.20 25.03 mmu-miR-335-5p 3.87 2.84
mmu-miR-16 9.94 4.62 mmu-miR-375 7.15 7.78
mmu-miR-17 8.80 9.91 mmu-miR-98 10.54 9.32
mmu-miR-182 4.84 9.03 mmu-miR-99b 6.03 13.08
mmu-miR-183 4.14 4.73 mmu-miR-207 9.65 7.63
mmu-miR-19a 5.31 3.89 mmu-miR-370 3.91 -3.32
mmu-miR-19b 7.01 6.53 mmu-miR-7a 5.66 10.69
mmu-miR-200a 5.77 12.95 mmu-miR-7b 5.19 13.96
mmu-miR-200b 5.06 2.62 mmu-miR-96 5.20 13.58
mmu-miR-200c 4.57 2.67 rno-miR-129 4.81 -29.6

mmu-miR-21 26.72 10.21

Tabela 12. Os miRNAs associados com a inflamacé@o na ilhota. As ilhotas de ratos Lewis
foram expostas a acdo das citocinas (a IL-1p, o TNF-a e o IFN-y) em culturas de células (in
vitro) ou transplantadas em animais receptores singénicos e recuperados ap0s 3 dias (in vivo). A
expressdo de miRNAs pelas ilhotas expostas as condi¢gdes inflamatérias foi comparada com
ilhotas controles ndo manipuladas. A analise da expressao dos miRNAs foi feita usando
microarranjos com sondas miRCURY LNA (Exigon). Cinglienta e trés miRNAs mudaram sua

expressdo sob ambas as condi¢des inflamatorias in vitro e in vivo.
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A liberacéo de moléculas inibitorias da expressdo de miRNAs em ilhotas in vivo.

Com a finalidade de avaliar o impacto da modulagcdo da expressdo de miRNAs in vivo foi
estabelecido um modelo de liberacdo localizada de determinados reagentes ao lugar da
implantacdo das ilhotas em roedores. Os morfolinos (MO) sdo moléculas mimicas do DNA que

tém sido usadas com sucesso como inibidores especificos de miRNAs in vivo (103) (Figura 22).
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Figura 22. A estrutura da molécula de morfolino (MO).

O nosso modelo consiste na implantacdo de um cateter pequeno de silicone unido a uma bomba
osmatica (Alzet) no espaco subcapsular renal muito proximo ao lugar do transplante das ilhotas.
A bomba osmdtica libera constantemente o MO especifico em concentracdes elevadas no
microambiente do implante das ilhotas. Neste experimento foi utilizada uma bomba osmética
com fluxo de 1ul/hr para liberar o MO de sequéncia irrelevante conjugado a um fluor6foro (MO-

FITC) no lugar do transplante singénico de ~3,000 ilhotas equivalentes (IEQ, do inglés) sob a
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capsula do rim de ratos Lewis. As ilhotas transplantadas nas mesmas condi¢Ges ndo tratadas
foram usadas como controles.

Quarenta e oito horas apds a transplantacdo das ilhotas, os rins foram removidos e analisados
através de microscopia confocal ex vivo usando um microscépio multiféton Leica. A expressao
do MO fluorescente nos transplantes tratados confirmou o sucesso da transducdo do MO nas

ilhotas. Os controles nao tratados ndo mostraram fluorescéncia (Figura 23).

CONTROL Mo-FITC

Figura 23. As imagens obtidas dos transplantes de ilhotas ex vivo através de microscopia

confocal.

Os ratos Lewis receberam ~3.000 IEQ ilhotas singénicas. Um MO especifico de seqiiéncia
irrelevante conjugado com uma molécula de fluoréforo FITC (MO-FITC) foi liberado no lugar
do transplante usando uma bomba osmoética (Alzet, modelo 1003; fluxo de Z1ul/hr). A
microscopia confocal ex vivo dos rins transplantados com ilhotas demonstrou a expresséo de
fluorescéncia verde no lugar da implantacdo das ilhotas tratadas com o MO-FITC (no painel
direito) e a falta de fluorescéncia verde no transplante controle (no painel esquerdo).

Os transplantes recuperados também foram avaliados usando a técnica de imuno-coloracdo para
determinar a co-localizacdo do MO-FITC nas células produtoras de insulina em criosegdes. A

imuno-coloracao foi realizada com um anticorpo anti-insulina (marca as células B de vermelho),
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com um anticorpo anti-fluoresceina (marca de verde os lugares onde ha MO-FITC), e com o

corante DAPI (marca de azul as moléculas de DNA e por tanto os nucleos) (Figura 24).

Insulin Fluorescein DAPI Combine

Figura 24. A imuno-coloracdo nas criose¢des recuperadas dos transplantes. A microscopia

fluorescente foi realizada em secdes coloradas. E mostrada a falta de fluorescéncia verde nas
amostras dos transplantes controles (nos painéis superiores) e a co-localizacdo do MO conjugado

com FITC com a insulina nos transplantes tratados com o MO-FITC (nos painéis inferiores).

Em resumo, foi encontrado um subconjunto especifico de miRNAs relacionados com o processo
inflamatdrio usando diferentes modelos in vitro e in vivo. Os miRNAs mais conspicuos que
pertencem a este grupo sdo o miR-7, o miR-375, a familia do miR-29 (a, b e c¢), 0 miR-96, o

miR-21, o miR-141, o miR-127, o miR-382 e 0 miR-98 entre outros.
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Discussoes

Discussdo do objetivo 1. Investigar a estabilidade dos miRNAs, otimizando as condi¢cGes para a

isolacdo e a andlise deles.

Considerando o tamanho pequeno dos miRNASs e sua pouca abundancia (constituem entre 0.1 e
0.01% do RNA total de uma célula), a estabilidade deles é critica para realizar analises de
expressao.

Foi mostrado que os miRNAs obtidos utilizando os métodos de preparagdo de RNA usados
atualmente em estudos de expressao sdo instaveis. A estocagem do RNA em -80°C por periodos
de tempo curtos como 3 dias sdo associados com uma diminuicdo dramatica na quantidade de
miRNAs. Alias, em comparacdo, as moléculas do mRNA sdo estaveis por mais de 3 semanas sob
as mesmas condicdes (163). A degradacdo dos miRNAs ndo é uniforme, alguns deles degradam-
se mais rapidamente do que outros. Contudo todos os miRNAs testados mostraram degradacao.
Devido ao fato de que os miRNAs testados ndo pertencem a mesma familia, € muito provavel
que a degradacdo observada nao esteja relacionada com a sequiéncia intrinseca destas moléculas
podendo fazer esta observacdo extensiva a maioria se ndao todos os miRNAs. Contrariamente a
opinido comum, os cDNAs foram tdo instaveis quanto seus miRNAs correspondentes em termos
de degradacéo. Ap6s 6 dias em -80°C um oligdmero sintético de DNA que corresponde & mesma
sequéncia do cDNA que deve ser obtida na reagéo de transcricdo reversa para o let-7d foi estavel
mantendo sua concentracdo inalterada. A partir de estes dados sugerimos que a instabilidade
observada para os cDNAs e talvez para os miRNAs ndo € devida a uma caracteristica molecular
intrinseca e sim esta relacionada com o método de obtencdo do RNA. De essa maneira, ao
trabalhar com miRNAs, o tempo de estocagem do RNA e do cDNA ¢é critico e deve ser

considerado para obter comparacGes validas entre as amostras. Isto é particularmente importante
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quando sdo realizadas analises de expressao utilizando a técnica de microarranjo de miRNAs
usando os servicos de laboratérios especializados onde as amostras do RNA poderiam ser
estocadas em baixas temperaturas por diversos dias antes de seu processamento.

Considerando estes resultados, uma recomenda¢do muito importante € manter as amostras em
“RNAlater” até que sejam processadas. Com os métodos atuais disponiveis para a obtencdo de

miRNAS, a analise deve ser feita imediatamente apds a purificacdo do RNA.

Discussdo do objetivo 2. Determinar o perfil de expressdo dos miRNAs nas ilhotas, testando a

hipotese de que o tecido exocrino pancreatico expressa um grupo de miRNAs diferente daquele
expressado pelas células das ilhotas enddcrinas.

Com os resultados obtidos nestes experimentos foi feito pela primeira vez uma analise
diferencial de expressdo de miRNAs no pancreas. Usando a técnica do microarranjo
microfluidico para miRNAs, foi identificado um conjunto de miRNAs “enddcrinos”, que tém
expressao altamente diferencial nas ilhotas pancreaticas (Tabela 3 e Figura 10), sendo 0 miR-7, o
0 miR-382 e 0 miR-127 os mais diferencialmente expressos nas ilhotas. A expressdo de alguns
destes miRNAs foi validada usando a técnica de quantificacdo gRT-PCR. As diferencas de
expressdes obtidas comparando as ilhotas com o tecido acinar mediante a técnica do qRT-PCR
foram, em geral, maiores do que os valores obtidos nas hibridacdes de microarranjos (Tabela 4).
A analise de expressdo de miRNAs comparando os valores dos mesmos na ilhota e tomando
como calibrador o valor obtido para o miR-7 “expressao intra-ilhota” mostra que o miR-7 é 2.5
vezes menos abundante do que o miR-375, que é um miRNA especifico da ilhota previamente
descrito (13) enquanto que é 10 e 6 vezes mais mais abundante do que o miR-382 e 0 miR-127,
respectivamente (Figura 11B). Estes dados coincidem com a frequéncia de clonagem observada

por Landgraf e colaboradores para 0 miR-375 e o miR-7, representando o0 8% e o0 4.3%,

81



Valia Bravo-Egana

respectivamente, do nimero total de clones obtidos das ilhotas pancreéaticas (57). Portanto o
miR-375 é o miRNA mais abundante na ilhota pancreatica mas ndo é o mais especifico de esta
estrutura porque é também muito abundante no tecido acinar do pancreas; enquanto que 0 miR-7
é 0 miRNA especifico enddcrino (tem muita baixa expressdao no tecido acinar o exécrino do
pancreas) mais abundante da ilhota. Também tem sido mostrado pelo grupo do Landgraf uma
alta freqiéncia de clonagem para o miR-7 na glandula pituitaria enddcrina. Dessa maneira, a
expressao de miR-7 nas ilhotas pancreaticas e na glandula pituitaria representam mais do 50%
dos clones obtidos para este miRNA nos mais de 26 6rgaos analisados (57). Todos esses dados,
descritos anteriormente e 0s nossos resultados indicam que o miR-7 é um miRNA endocrino
altamente expressado nas ilhotas pancreaticas.

O miR-7 é conservado na evolucdo de todos os animais vertebrados (164). O mesmo tem sido
identificado previamente nas ilhotas do Danio rerio (165), e também tem sido descrito que
promove o desenvolvimento de fotorreceptores em Drosophila melanogaster. A expressdo de
miR-7 é ativada nas células assim que as mesmas comecam a se diferenciar em fotorreceptores.
Isto € dependente dos sinais do receptor do fator de crescimento endotelial (EGFR, do inglés)
que provoca a ativacdo das quinases extracelulares reguladas por sinais (ERK, do inglés) e
medeia a degradacdo do fator de transcri¢do “Yan”. Yan age como um repressor da diferenciacdo
das células da retina (166-168). Em células ndo estimuladas, Yan reprime a transcri¢do do miR-
7, enquanto que o miR-7 reprime a expressdo da proteina Yan nos fotorreceptores, através da
unido a sequéncias dentro da regido 3' UTR do seu mRNA. Tem sido proposta uma retroacdo
negativa reciproca entre o Yan e 0 miR-7 que assegura a expressao mutuamente exclusiva dos
mesmos, com o Yan nas células progenitores e 0 miR-7 nas células do fotorreceptor. A

expressdo e invertida quando os sinais do EGFR provocam a degradacdo transiente do Yan.
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Estes dois mecanismos sobrepostos explicam como a atividade de transducdo de sinais pode
gerar uma mudanca estavel nos padrdes de expressdo génica (169). A expressdao do miR-7 foi
encontrada também em neur6nios que formam os centros neurosecretores do cérebro do anelideo
Platynereis dumerilii e do peixe Danio rerio, tais como aqueles que expressam o pré-hormdnio
vasotocine (vasopressine/oxitocine)-neurofisine (170). Além disso, tem sido descrito que o gene
que codifica para 0 miR-7 estd altamente expresso na doenca das artérias coronarias (CAD, do
ingés) em ratos (171). A presenca do miR-7 na retina do olho tem sido descrita no rato e no
humano também (172).

Estas descobertas tdo interessantes motivaram-nos estudar a expressdo do miR-7 durante o
desenvolvimento pancreatico. Como a expressdo deste miRNA em ilhotas adultas e em outros
tecidos tinha sido confirmada, a nossa hipotese foi que o miR-7 estd associado com a
manutencéo do fendtipo celular. Foi determinado que tanto o miR-7 quanto o miR-375 mostram
um aumento dramatico de suas expressdes durante o desenvolvimento pancreatico de
camundongos. Nao obstante, seus perfis de expressdo foram diferentes (Figura 14). Concordante
com o que ocorre nas ilhotas maduras, 0 miR-375 é mais abundante do que o miR-7 em todos 0s
estagios do desenvolvimento pancreatico com a excecdo do dia e14.5 de idade gestacional, em
que a expressdo do miR-7 € mais elevada do que a expressdo do miR-375. Estes resultados
sugerem acOes diferentes para estes miRNAs durante a biogénese das células . Os estudos de
expressdao do miR-7 no desenvolvimento pancreatico foram estendidos a humanos, analisando o
padrdo de expressdo espacio-temporal deste miRNA durante diferentes estagios fetais. A
expressdo do miR-7 foi apenas detectavel entre as semanas 8 a 11 de idade gestacional
aumentando dramaticamente apds a semana 12, alcancando seu nivel maximo em torno da

semana 14 e diminuindo até os niveis basicos na semana 22. No pancreas adulto a expressao de
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miR-7 é aproximadamente 200 vezes mais baixa do que na semana 14. Analisando os resultados
obtidos mediante a hibridacdo in situ, comprovamos que 0s niveis de expressdao do miR-7 entre
as semanas 14 e 17 de idade gestacional parecem similares ainda quando é observado um
decremento na sua expressdo relativa ap6s a semana 14 usando qRT-PCR. Isto ndo é muito
surpreendente se tomamos em consideracdo o fato de que a quantidade relativa de tecido
pancreatico ndo-endocrino aumenta durante este periodo, “diluindo” de essa maneira os valores
relativos de expressdao do miR-7 obtidos nas analises usando qRT-PCR. No pancreas adulto, a
expressdo do miR-7 observada utilizando a técnica de hibridagao in situ pareceu moderadamente
mais baixa. Esta reducdo pode estar relacionada com os problemas conhecidos com a integridade
do tecido devido a expressdo de enzimas exocrinas, incluindo RNAses, que conduzem a
degradacdo rapida do pancreas adulto.

Além, foram estudadas as expressdes do miR-7 e do miR-375 nas células a e B da ilhota
pancreatica através de microscopia de amostras obtidas por microdissecacdo com laser. Foi
encontrado que ambos 0s MiRNAs sdo expressos tanto nas células o quanto nas B. Alias, os dois
parecem ser mais abundantes nas células B do que nas células o (Tabela 5 e Figura 13). Estes
dados suportam a hipétese que 0 miR-7 e 0 miR-375 tém papeis importantes na funcdo enddcrina
da ilhota.

O miR-127 é outro miRNA “enddcrino” interessante que tem sido estudado anteriormente. O
mesmo é expresso geralmente como parte de um conjunto de miRNAs em células normais mas
ndo em células cancerosas, sugerindo que esteja sujeito a um processo de silenciamento
epigenético. E interessante que o proto-oncogene BCL6, que é um alvo potencial do miR-127,
diminui a sua expressdo apds o tratamento com drogas modificadoras da cromatina. Estes

resultados sugerem que 0 miR-127 pode agir como um supressor de tumores (173).
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Discussdo do objetivo 3. Determinar o perfil de miRNAs envolvido no processo inflamatério

utilizando modelos de inflamag&o in vitro e in vivo nas células das ilhotas.

As citocinas TNF-a, IFN-y e IL-1 sdo conhecidas por desempenhar um papel importante
durante o desenvolvimento de T1D. Neste trabalho foi testada e comprovada a hipdtese que a
expressdo dos miRNAs da ilhota pode ser afetada por estas citocinas pro-inflamatorias.
Inicialmente foram avaliamos os efeitos do TNF-a na linhagem celular de insulinoma NIT-1.
Esta linhagem celular € um modelo substituto aceitavel e mais simples de células B priméarias. O
tratamento com TNF-o pode conduzir a morte celular programada ou a sobrevivéncia
dependendo dos sinais e das vias que sejam ativados (125-127). A via da sobrevivéncia depende
da ativacdo do NF-kB. As células NIT-1 tém um defeito na ativacdo do NF-kB que bloqueia a
via de sobrevivéncia tendo por resultado um aumento da susceptibilidade destas células aos
efeitos das citocinas (150). Esta caracteristica permite a inducdo da morte celular usando apenas
esta citocina. Foi confirmado que existe um perfil de expressdo de miRNAs diferente nas células
NIT-1 tratadas com TNF-a (Tabela 7 e 8).

Foi observado que o perfil de miRNAs varia com o tempo de tratamento. Por exemplo, dos
miRNAs estudados, 0 miR-150 teve os niveis de expressdo mais elevados e aumentou mais
rapidamente, mostrando um padrdo de expressao diferente do miR-335 e do miR-451 (Figura
16). Este fato sugere que a expressdo dos miRNAs envolvidos na inflamagdo mediada por
citocinas tém diferente cinética de expressdo apds o tratamento com citocinas in vitro.

A continuacéo, estudamos o efeito de uma mistura de citocinas pro-inflamatorias (TNF-a, IFN-y
e IL-1B) em ilhotas pancreaticas de rato. As ilhotas foram tratadas com essa mistura de citocinas
nas concentracdes descritas previamente para induzir morte de células B de ilhotas de rato (151).

Foi obtido um perfil diferencial de expressdo de miRNAs pancreaticos. Em geral, as mudancas
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foram significativamente maiores que as obtidas nas células NIT-1. E notavel, que o perfil de
expressdo de miRNAs das células NIT-1 ¢ significativamente diferente do obtido das ilhotas de
rato. Este resultado ndo foi completamente inesperado porque as células NIT-1 sdo uma
linhagem celular de insulinoma com diferengas nos processos moleculares, celulares e nas vias
de sinalizagdo e ativagdo. Tém sido descrito que alguns dos miRNAs estudados nestes
experimentos desempenham funcgbes relacionadas com o processo inflamatério e com certas
doencas. Por exemplo, 0 miR-16 foi encontrado significativamente diminuido ou mesmo ausente
em 68% de pacientes com leucemia crénica dos linfocitos (CLL, do inglés), sugerindo que este
miRNA é antagdnico com o desenvolvimento do tumor promovendo apoptose (67). A inibicao
de sete miRNAs (0 miR-1d, 0 miR-7, 0 miR-148, 0 miR-204, 0 miR-210, 0 miR-216 e 0 miR-
296) leva ao aumento da atividade da caspase-3 (80). Foi encontrado que 3 deles (0 miR-7, o
miR-148 e 0 miR-204) aumentam suas expressdes apos 6 horas de incubacdo com NF-a, IFN-y e
IL-1B8. O miR-29 regula a expressdo da proteina anti-apoptdtica Mcl-1 (leucemia das células
mieldides) (174). Esta proteina € um fator importante de sobrevivéncia para muitos canceres, sua
expressdo contribui a quimo-resisténcia e a reversdo da doenca (175). Alguns dos miRNAs da
familia do let-7 tais como o let-7a, o let-7d, o let-7f e o let-7i modulam os sinais de
sobrevivéncia dependentes de interleucina-6 nos colangiocitos malignos humanos através do
fator STAT-3 (78). A STAT3 é uma proteina com uma importancia crucial como transdutor de
sinais e como ativador da transcricdo. Ela regula a transcricdo de uma variedade de citocinas
(176).

O ativador do fator de transcricdo “Proteina 1” (AP-1, do inglés) é conhecida como um regulador
fundamental de eventos biolégicos muito importantes tais como a proliferacdo celular, a

diferenciacdo, a organogénese, a formacdo da memoria, e a apoptose. A AP-1 é formada pela
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dimerizacdo de duas proteinas codificadas por os genes Fos e Jun. Relevante para este trabalho, a
analise da seqiiéncia do miR-7b sugeriu uma interacdo provavel com a regido 3' UTR do mRNA
de Fos. Foi observado que a expressdo do miR-7b inibe a traducdo de Fos in vitro (177).

Foram feitos estudos cinéticos nas ilhotas de rato tratadas com a mistura de citocinas pro-
inflamatdrias acima mencionadas. Foi encontrado que o perfil de expressdo dos miRNAs apos 18
horas de tratamento foi muito baixo, enquanto que o perfil de miRNAs obtido ap6s 6 horas foi o
contréario. Este resultado implica que as diferengas significativas na expressdo dos miRNAs
ocorrem durante as primeiras horas apds o tratamento; sugerindo que os processos moleculares
regulados por estas moléculas ocorrem primeiro do que o comeco da morte das células
induzida por citocinas. Este resultado faz emergir os miRNAs como marcadores potenciais
precoces de viabilidade da ilhota.

E importante anotar que a maioria dos miRNAs diferencialmente expressos ap6s 6 horas de
tratamento com a mistura de citocinas pré-inflamatérias aumentaram. Isso implica que 0s
processos celulares, tais como a maquinaria de transcricdo das células das ilhotas, ndo estdo
ainda inibidos pelos eventos apoptéticos e necréticos induzidos pela exposicdo prolongada as
citocinas. Estes dados igualmente sugerem que 0s miRNAs podem estar envolvidos na resposta
de sobrevivéncia das células da ilhota expostas ao dano inflamatério.

Outro fato interessante € que o miR-7 e o mMiR-375 estdo no grupo de mMIRNAsS mais
diferencialmente expressos ap0s o tratamento com as citocinas. Isto pode significar que o miR-7
e 0 miR-375 desempenham um papel importante ndo apenas durante o processo de
desenvolvimento e de manutencdo do fenotipo das ilhotas mas também nos sinais de

sobrevivéncia nos primeiros estagios da resposta inflamatoria.
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E interessante destacar os resultados obtidos através dos microarranjos de miRNAs com sondas
LNA e as quantificagcdes usando qRT-PCR. Como tem sido anteriormente indicado, os resultados
dos métodos de andlise quantitativa de miRNAs podem variar devido as caracteristicas
intrinsecas dos mesmos (178). Na maioria dos casos os valores obtidos com qRT-PCR foram
maiores do que aqueles obtidos com os microarranjos. Ndo obstante, certo nimero de miRNAs
obtidos da lista da analise estatistica foi confirmado usando o gRT-PCR e todos foram
aumentaram em ambos o0s tipos de analises.

Como tem sido descrito, o NF-xB tem um papel crucial na resposta mediada por citocinas.
Consequientemente, estudamos se a expressdo de miRNAs depende da ativacdo do NF-kB. Para
isso inibimos a via do NF-kB usando “Bay 11-7082”. Foi encontrado que a inibicdo da via do
NF-kB resultou em uma diminuicdo da transcricdo de miRNAs mediada por citocinas. Foram
feitos dois microarranjos: primeiramente compararam-se as ilhotas pré-tratadas com Bay 11-
7082 e posteriormente com citocinas com as ilhotas tratadas com apenas as citocinas.
Seguidamente, as ilhotas tratadas com as citocinas foram comparadas com as controles nao
tratadas. O perfil obtido pré-tratando as células com Bay 11-7082 foi inibido parcialmente. Uma
possivel explicacdo deste fenémeno é o fato de que o NF-kB ndo € o Unico fator envolvido nas
vias de sinalizagdo das citocinas que modulam o perfil de expressao particular de miRNAs no
pancreas.

Foram selecionados alguns miRNAs para ser validados usando qRT-PCR, todos eles pertencem
ao grupo de miRNAs especificos do pancreas enddcrino mostrados na Tabela 3 (147). Nossos
resultados indicam que a expressdo de miRNAs depende parcialmente da ativacdo do NF-xB

como é apresentado na Tabela 10 e na Figura 19.
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Depois de determinar o perfil especifico de miRNAs expresso nas ilhotas pancreéaticas tratadas
com as citocinas pro-inflamatorias, investigamos o perfil de miRNAs relacionado com a
inflamacéo utilizando um modelo de transplante singénico de ilhotas sob a capsula renal de rato. A
coleta foi feita trés dias ap6s o transplante. Este modelo permite estudar o impacto da inflamacéo
nas células da ilhota in vivo.

Entre outros, 0 miR-223 foi aumentado nestes experimentos. Este miRNA é um regulador da
proliferacdo de células progenitores e da funcdo dos granulécitos (179). Trés miRNAs
endoteliais foram também aumentados: 0 miR-19a e 0 miR-19b que pertencem ao agrupamento
miR-17-92 assim como o miR-21. Todos eles tém sido descritos envolvidos no processo de
inflamacéo vascular (180).

Cinquenta e trés miRNAs foram aumentados tanto nas ilhotas expostas & mistura de citocinas

pro-inflamatorias in vitro, como nas ilhotas transplantadas em receptores singénicos.

Notavelmente, nesta lista encontramos 0 miR-7, 0 miR-21, 0 miR-29, o miR-96 e 0 miR-375 que
tém sido descritos desempenhando fungdes relacionadas com inflamacéo e doencas. Um estudo
recente indica que o miR-7 reprimiu a via das quinases especificas para serina/treonina (AKT, do
inglés) através da unido a genes alvos reguladores tais como 0s “substratos do receptor da
insulina 1 e 2” (IRS1 e IRS2, do inglés) em glioblastomas (181). Esta observacdo sustancia a
possibilidade de que o miR-7 desempenhe um papel na fisiologia da célula B pancreatica. Os
genes IRS1 e IRS2 tém func¢Bes cruciais na funcionalidade da célula p (182-185). Assim, a
ativagdo do miR-7 em condi¢Ges inflamatdrias pode contribuir a deficiéncia da funcdo deste tipo
de célula inibindo a expressao de IRS-1 e IRS-2.

O miR-21 tem sido descrito como um regulador da formacdo da lesdo da neointima: a

diminuicdo do miR-21 expresso de maneira aberrante diminuiu a formagdo da neointima na
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artéria carotidea de ratos apds angioplastia (186). Este € um outro miRNA cuja expressao €
elevada nas células endoteliais (187-189).

Os miRNAs da familia do miR-29 (a, b e c) estdo altamente expressos em ratos Gotto-Kakisaki
(GK, do inglés), um modelo de diabetes tipo 2, e 0 aumento das expressdes dos mesmos levam a
resisténcia a insulina nos adipdcitos 3T3-L1 (190). O miR-29 tem como um alvo confirmado a
proteina anti-apoptotica 1 da leucemia das células miel6ides (MCL-1, do inglés). Este miRNA
regula a expressdo da proteina MCL-1 e a apoptose (174). A MCL-1 é um fator anti-apoptético
importante e sua diminuicdo é associada com a ativacao da via intrinseca de apoptose (191). A
MCL-1 é um fator de sobrevivéncia dos fibroblastos sinoviais na artrite reumatoide inflamatoria
(192) e sua diminuicdo € regulada por TNF-o. em neutréfilos humanos (174).

O miR-96 leva ao aumento dos niveis de mMRNA e de proteina da Granufilina. A mesma € um
modulador negativo da exocitose da insulina, e induze a diminuicdo da expressao de Noc2 que é
essencial no regulamento normal da exocitose em células enddcrinas e exdcrinas (193). Isto
resulta na diminuicdo da capacidade das células MIN6B1 para responder a secretagogos (105).
Finalmente, 0 miR-375 é conhecido por ter um papel importante na fisiologia da ilhota, como foi
discutido antes. Este miRNA controla negativamente a secrecdo de insulina em ilhotas
pancreaticas mediante a unido a miotrofina (Mtpn, do inglés) (13), um gene descrito
primeiramente no transporte de vesiculas em neurénios. Recentemente, tem sido descrito que a
proteina quinase 1 dependente de 3-fosfoinositida (PDK1, do inglés) é um alvo direto do miR-
375. Esta € uma proteina quinase da familia Akt. Mediante essa unido, 0 miR-375 reduz o nivel
da PDK1, tendo por resultado a diminuigdo da acdo estimulante da glicose na expressao de gene

da insulina (194). E importante também que o regulamento da expressio do miR-375 por a
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glicose ocorre igualmente em ilhotas primarias de rato. Finalmente, a expressdao do miR-375 foi
encontrada diminuida em ilhotas de rato GK diabéticos alimentados.

O segundo modelo in vivo foi inducdo de inflamagédo por injecdo de doses baixas de STZ. Foli
observado um aumento nos valores das glicemias dos ratos. Os resultados foram paralelos com
0s obtidos utilizando o primeiro modelo in vivo. Todos os miRNAs relacionados com inflamacéo
analisados aumentaram sua expressdo suportando mais uma vez o fato da existéncia de um perfil

especifico de miRNAs envolvido com o processo inflamatério.

Para continuar estes estudos no futuro sera critica a manipulacdo da expressdo dos miRNAs nas
ilhotas expostas a inflamagdo. A nossa hipdtese é que tanto a diminui¢do quanto o aumento de
miRNAs selecionados induzird mudancas na expressdo dos genes que sdo importantes para a
funcdo das células da ilhota. Assim, estas analises iniciais ajudardo na identificacdo de genes
e/ou vias associados com o processo inflamatdrio em ilhotas, que sdo potencialmente regulados

por 0s MiRNASs de interesse.

Considerando o anteriormente exposto, decidimos comecar estudos funcionais dos miRNAs mais
relevantes. A primeira aproximacdo foi o silenciamento de miRNAs especificos usando
oligonucleotidios morpholinos. Fomos capazes de liberar seletivamente MO especificos no
microambiente da ilhota. E importante destacar que os MO podem ser detectados
intracelularmente nas células da ilhota, suportando a viabilidade do silenciamento seletivo de
miRNAs nas ilhotas in vivo. Este enfoque serd crucial para as experiéncias futuras com a

finalidade de explicar a funcao destas moléculas.
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A analise computacional para a predicdo de genes alvo de miRNAs.

Foram realizadas andlises para a predicdo de alvos de alguns dos miRNAs obtidos a partir
estudo. O miR-7, 0 miR-141, o miR127 e a familia do miR-29 aumentaram suas expressdes nas
ilhotas comparadas com o tecido acinar pancreatico assim como nos modelos in vitro e in vivo de
inflamacéo estudados. Para o miR-7 foi encontrada a transferase que liga N-acetilglicosaminas
(OGT, do inglés) como alvo putativo usando dois dos algoritmos computacionais utilizados para
a predicdo de alvos de miRNAs; o TargetScan e o PicTar. Esta proteina catalisa a glicosilacdo de
polipeptidios pela adicdo de N-acetilglicosamina (O-GIcNAc) a residuos de serina e treonina
(195). A adicdo e a remocdo de O-GIcNAc sdo chaves na remodelacdo das histonas, na
transcricdo, na proliferacdo, na apoptose, etc. Esta via de sinalizacdo responsiva a nutrientes
modula também vias celulares muito importantes, incluindo a cascata de sinais da insulina. As
alteracdes no metabolismo de O-GIcNAc estdo associadas com véarias doengas humanas
incluindo o diabetes mellitus (196).

De acordo com o algoritmo miRanda, os membros 1A e 21 da superfamilia de receptores do
fator de necrose de tumor (TNRSF, do inglés) sdo potenciais alvos do miR-29, no humano e no
rato respectivamente. A proteina codificada pelo gene TNRSF1A é um dos receptores principais
para 0 TNF-a. Este receptor pode ativar o fator de transcricdo NF-kB, mediar apoptose, e
funcionar como um regulador da inflamacéo. Para esta familia de miRNAs foi identificado
também, com um valor elevado da probabilidade de ser alvo, a elastina. A elastina e o colageno
sdo 0s componentes fibrosos principais da matriz extracelular (ECM, do inglés). Estas proteinas
sdo responsaveis da solidez, resisténcia e elasticidade dos tecidos e também promovem o
crescimento e a diferenciacdo das células. Os defeitos na sintese e degrada¢do do colageno e da

elastina contribuem ao desenvolvimento de varias doengas relacionadas com inflamacéo tal
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como o cancer, a artrite, o enfisema e o diabetes (197-199). Em particular, acredita-se que a
desregulacdo da elastina pode contribuir a aterogénese acelerada (200) e a disfuncao endotelial
associada com o endurecimento arterial nos pacientes com T2D (201,202) assim como a outras
complicacdes vasculares associadas com o diabetes (203-206). O aumento de expressao na ilhota
in vivo da familia do miR-29, observada em nossos experimentos, pode indicar um sinal de
inflamacdo vascular. Além disso, o aumento observado na expressdo do miR-29 nas ilhotas
expostas a citocinas in vitro pode ser indicativo de inflamagdo endotelial das células da ilhota;
embora ndo possa ser descartada a possibilidade de que o miR-29 pdde ser expresso pelas células
das ilhotas enddcrinas per se.

O antigeno 9 associado com a esperma (SPAG9, do inglés) é um dos alvos putativos do miR-
141. Ele foi encontrado usando o algoritmo miRanda. A proteina codificada por este gene liga-se
a quinase amino-terminal C-jun, ativando dessa maneira, vias de sinais especificas relacionadas
com citocinas (207).

Usando Pictar e miRanda respectivamente, foram encontramos dois alvos interessantes para o
miR-127. Eles sdo: o0 membro 12 da superfamilia do TNF (TNFSF12) e a proteina SOX-13. O
TNFSF12 desempenha um papel importante na resposta imune inata e adaptavel em mamiferos.

A proteina SOX-13 é um auto-antigénico do T1D.
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Conclusdes

Com este trabalho nds contribuimos a melhor compreensdo da estabilidade dos miRNAs. As
observacdes permitem-nos concluir que a instabilidade dessas moléculas e de seus cDNAs em
preparacdes de RNA é devida aos métodos de preparacdo do RNA atualmente usados. A
reprodutibilidade dos experimentos é afetada se as amostras de RNA sdo estocadas por periodos
de tempo curtos como 3 dias. Este é um assunto crucial para estudos de expressdo de miRNAs
utilizando microarranjos.

Nosso laboratério é pioneiro em determinar perfis especificos de miRNAs em ilhotas
pancreaticas normais assim como em ilhotas expostas a citocinas (diabetogénicas) pro-
inflamatorias.

Baseado em nossos resultados foi determinado que o miR-7 é o miRNA especifico da ilhota mais
abundante e que 0 miR-375 é mais abundante na ilhota do que 0 miR-7 mas ndo tédo especifico
quanto ele porque estd altamente expresso também no tecido exdcrino do pancreas. Ambos 0s
miRNAs aumentaram suas expressdes durante o desenvolvimento pancreatico em camundongos
e humanos. Além disso, as expressdes dos mesmos também foram aumentadas nas ilhotas
tratadas com as citocinas pré-inflamatorias por 6 horas. Isto pode significar que o miR-7 e o
miR-375 possivelmente desempenham um papel importante ndo apenas durante 0 processo de
desenvolvimento e na manutencdo do fendtipo da ilhota mas também nos sinais de sobrevivéncia
nos primeiros estagios da resposta inflamatoria.

Foi observado que a modulacdo de perfis de miRNAs depende do tempo de tratamento com a
mistura de citocinas. De acordo com nossos dados os miRNAs desempenham um papel
importante no inicio do processo inflamatorio e tém expressdes muito baixas apds tratamentos

mais logos, tais como 18 horas. Além disso, a maioria dos miRNAs parecem depender
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parcialmente da ativacdo do NF-kB como foi observado em amostras pré-tratadas com Bay 11-

7082, um inibidor da via do NF-«B.

Foi encontrado um subconjunto comum de miRNAs usando modelos de inflamag&o in vitro e in
vivo. Este subconjunto pdde estar associado com o mecanismo molecular basico intrinseco que
determina a inflamacdo, processo que desempenha um papel critico na destruicdo das ilhotas no

estagio inicial do T1D.

O seguimento das pesquisas nesta area pode levar a identificacdo de genes alvos com valor

potencial terapéutico, diagndstico e prognostico.
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Perspetivas do estudo

A inflamacdo da ilhota estd emergindo como um denominador comum de multiplas condicdes
fisiopatoldgicas que podem afetar a funcionalidade e a massa das células B pancreaticas. A
melhor compreensdo dos mecanismos que sdo base na resposta das células da ilhota & inflamacéo
pode ser de ajuda para desenvolver terapias mais eficientes para preservar a funcdo e a massa das
células B em transplantes e na prevencdo do diabetes. Com o desenvolvimento recente de novas
tecnologias analiticas moleculares tornou-se possivel estudar o regulamento de marcadores
moleculares sob condic¢bes tanto fisioldgicas como patoldgicas, tais como os miRNAS, e 0s
efeitos da sua modulacdo na expressdo génica, na transducdo de sinais e nos parametros
funcionais.

Nossa aproximacdo experimental para o futuro incluird a modulacdo de miRNAs e seus alvos
mais importantes em ilhotas in vitro e in vivo para determinar seu impacto na expressao génica,
na transducdo de sinais, nos mediadores de inflamacao e na funcdo da ilhota.

Foram identificados 53 miRNAs que séo regulados em modelos de inflamacéo das ilhotas tanto
in vitro quanto in vivo. Para comecar investigar o papel destes miRNAs na resposta a inflamacao
nas ilhotas, nos planejamos focalizar-nos primeiramente no miR-7, no miR-29, no miR-21, no
miR-96 e no miR-375, baseados em todos os resultados discutidos anteriormente. Para isso
comecaremos manipular a expressédo destes miRNAs, silenciando-0s ou sobre-expressando-os, e
depois identificar os genes regulados potencialmente por eles usando microarranjos de genes.
NOs estamos confiaveis de que os estudos propostos serdo de ajuda para a melhor compreensdo
do papel de miRNAs especificos no processo inflamatorio em ilhotas e na descoberta de

mecanismos moleculares novos que levam a disfuncgdo das células da ilhota e ao diabetes.
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Abstract

Micro RNAs (miRNAs) are small RNA molecules, which function as important regulators of gene expression. We found that RNA
preparation methods commonly utilized for miRNA expression studies yield highly unstable miRNAs. We studied the stability of four
miRNAs belonging to different miRNAs families. A significant degradation of these molecules may be observed already three days after
RNA isolation. Moreover, the respective cDNAs are highly unstable as well. Our findings indicate that instability of miRNAs and their
cDNAs should be considered when designing miRNA expression studies.

© 2007 Published by Elsevier Inc.
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Recent advances in the identification and characteriza-
tion of non-coding small RNA molecules are unveiling a
whole new level of gene expression regulation mediated
by miRNAs [1-3]. miRNAs are non-coding gene products
small RNAs (~19-22 nt) that play a key role in post-tran-
scriptional regulation by inhibiting gene expression
through selective binding to complementary messenger
RNA sequences [4]. As reviewed [1,5-8], miRNAs are tran-
scribed by the RNA polymerase II (Pol-II) into primary
miRNAs which are cleaved in the nucleus by RNAse 111
endonuclease Drosha, releasing a ~60-70 nt stem loop
pre-miRNA precursor. The pre-miRNA is actively trans-
ported to the cytoplasm by export receptor exportin-5
where it is processed by the enzyme Dicer yielding a
~19-22 nt double-stranded RNA cleavage product. Fol-
lowing denaturation by the action of helicases, the active,
single-stranded miRNA is loaded in a ribonucleoprotein
complex known as RISC (RNA-induced silencing com-
plex), which will guide the particular miRNA to its messen-
ger RNA target. Pairing usually occurs at the 3’-UTR of
mRNA, and involves nucleotides 2-8 in the 5’-domain of

* Corresponding author. Fax: +1 305 243 4404.
E-mail address: rpastori@med.miami.edu (R.L. Pastori).
! These authors equally contributed to this work.

0006-291X/$ - see front matter © 2007 Published by Elsevier Inc.
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the miRNA, known as “seed” sequences. Upon binding
to target RNA, RISC-miRNA will either cleave the mRNA
or repress its translation. The current number of human
miRNA genes listed in the miRNA database is 474 [9].
However it is expected that this number will increase to
almost 1000, which would amount to almost 3% of the pro-
tein-coding genes [1]. miRNAs are of great interest because
of their role as macroregulators of gene expression. Each
miRNA can have multiple target messenger RNAs.
According to two bio-computational studies, up to 25%
of mammalian genes could be regulated by miRNAs
[10,11], and several studies have highlighted the role of
miRNAs in gene expression regulation in a variety of cellu-
lar systems, pathways and pathological conditions. These
studies have relied largely on specific RNA preparation
protocols that preserve the small miRNAs molecules. The
stability of miRNAs in RNA preparations and the stability
of their cDNAs derivatives have not been previously stud-
ied. In this study, we investigated the stability of four
mouse miRNAs belonging to different miRNAs families;
let7d, mir32, mir335, and mir451 as well as the stability
of their cDNAs in RNA preparations. Our results showed
that both miRNAs and their cDNAs are highly instable,
and suggest that these findings should be taken in account
when designing miRNAs expression studies.
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Material and methods

Cell cultures and tissues. NIT-1 cells (mouse insulinoma fcell line) were
obtained from American Type Culture Collection (ATCC—Manassas
VA) and cultured at 37 °C with 5% CO, in F-12K Nutrient mixture
Kaighn’s modification medium, supplemented with 10% of dialyzed fetal
bovine serum. Mouse liver and acinar tissues were preserved in RNAlater
storage solution (Ambion, Austin, TX) at —80 °C.

RNA isolation. RNA was prepared using mir Vana miRNA Isolation kit
(Ambion) or the Trizol reagent (Invitrogen, La Jolla, CA). Purity and
concentration of the samples were assessed with a NanoDrop ND-1000
Spectrophotometer. RNA was kept at —80 °C in aliquots in order to
prevent thawing more than once.

miRNA quantification. quantitative real-time PCR. The real-time PCR
quantification was performed using a method termed looped-primer RT-
PCR [12], following the protocol described for TagMan MicroRNA
Assays from Applied Biosystems, using 7500 Fast real-time PCR system
Instrument. The assay includes two steps: RT to synthesize cDNA from
miRNA and PCR amplification. Both reactions were performed in trip-
licates using looped-primers and primers specific for each miRNA (Taq-
Man miRNA assays panel). Relative quantification (RQ) was calculated
using Applied Biosystems SDS software based on the equation RQ=
274G where C, is the threshold cycle to detect fluorescence. C; data were
normalized to the internal standard, mirl6.

Synthesis of a let7dcDNA. The sequence of the 61-mer let7dcDNA was:
5'-gtcgtatccagtgeagggteegaggtattegeactggatacgacactatgeaacctactacctet-3'
(synthesized by Sigma Genosys, Sigma—Aldrich, St. Louis, MO). It corre-
sponds to the expected DNA product synthesized by the reverse
transcriptase and a specific let7d looped-primer. let7dcDNA was dissolved
in TE buffer and kept aliquoted at —80 °C . Fresh let7dcDNA samples and
samples stored 6 days at —80 °C were analyzed and quantified using a 2100
Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa Clara, CA).

Statistical analysis. The paired two-tailed z-test was performed to
detect statistical differences (P < 0.05).

Results and discussion

Utilizing quantification RQ-RT-PCR we have investi-
gated the influence of RNA storage time on miRNA expres-
sion stability of let7d, mir32, mir335, and mir451, four
miRNAs belonging to different miRNAs families. For this
purpose, we prepared total RNA from mouse NIT-1 insuli-
noma cells, enriched in small RNA molecules, including
miRNAs. This extraction method has been specifically used
for miRNA cloning and profiling of microRNA expression
[13,14]. The RNA was kept in aliquots at —80 °C. We quan-
tified the amount of each miRNA using a method termed
looped-primer RT-PCR, which is particularly suited for
the accurate and sensitive detection of miRNAs as well as
other non-coding RNA (ncRNA) molecules [12]. The
results are expressed as the relative quantification (RQ)
equal to quantity of the specific miRNA in RNA samples
prepared from NIT-1 cells stored at —80 °C for various
lengths of time versus quantity of miRNA in RNA samples
from mouse pancreatic acinar tissue, freshly processed for
every time point. The acinar tissue was embedded with
“RNAlater” (Ambion) and kept at —80 °C until RNA
preparation. We have previously determined that acinar tis-
sue treated with “RNAlater” preserves miRNAs at least for
five months and is therefore a suitable control material.

We found that the amount of miRNA decreases rapidly
in RNA preparations stored at —80 °C and that the rate of

degradation depends on the particular miRNA (Fig. 1). In
panel A are shown the RQs for the miRNAs at 7=0
(fresh), T=3 (3 days at —80 °C) and 7' = 6 (6 days storage
at—80 °C). For let7d they are: (T =0) 6.95 + 1.00, (T = 3)
2.19 +0.50, and (T=06) 1.33 £0.80, for mir32: (T'=0)
2.84 +0.86, (T=3) 1.39+0.90, and (7 =6) 1.08 4+ 0.59;
for mir335: (T=0) 1.17 £ 0.06, (T = 3) 0.66 £ 0.09, and
(T'=16) 0.67 £0.05; and for mird51: (T'=0) 0.47 +£0.15,
(T=3) 0.01 £0.01, and (7 =6) undetectable. Taking
T=0 as 100%, the percentages of RQ for the four
miRNAs at 7=3 and T=6 were calculated (Fig. 1B).
let7d, mir32, mir335, and mir451 decreased from 100% at
T=0 to 39.04+7.6%, 54.0£11.1%, 63.4 +13.1%, and
5.9 +£3.9% at T =3, respectively, at T'= 6 the percentage
of remaining miRNA decreased to 18.6 +9.7%, 36.2 +
9.1%, 57.3 +2.0% and undetectable, respectively. There
was no apparent association between the observed
miRNAs rates of degradation and their abundance. For
example, let7d, the most abundant microRNA in these cells
(Fig. 1A) degraded faster than mir32 and mir335 (Fig. 1A),
while mir451, the least expressed miRNA, degraded fastest.

Additionally, we investigated the stability of miRNA-
derived cDNAs. We found that cDNAs synthesized from
miRNAs had similar differential stability and degradation

let7d mir32 mir335 mir451

Nmir32 B mir335 B mird51

% RQ

T=3 days

T=6 days

Fig. 1. miRNA degradation in RNA preparations. Relative quantification
(RQ) of four mouse miRNAs in NIT-1 insulinoma cells by RT-PCR was
calculated. Specific forward primers, looped RT-primers, reverse primers,
and TagMan probes were from Applied Biosystems. RQ determines the
change in expression of miRNA transcripts in a test sample (aliquots of
RNA stored at —80 °C, T'=3 and T = 6 days, relative to a calibrator
sample (RNA freshly isolated from acinar tissue embedded in RNAlater,
T=0). (A) Values are presented as calculated RQ expression. Data
represent means + SD, n = 3. Values of P <0.05 were considered statis-
tically significant. *P values were calculated between samples 7'= 0 and
T=3and T=0and 7= 6. (B) The percentages of RQat T=3and T=6
compared to RQ at 7= 0 were calculated.
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A Bl T=0days

T=3days B T=6 days

mir335 mir451

N mir32 B mir335 B mir451

Fig. 2. Degradation of cDNAs derived from miRNAs. The stability of
cDNAs synthesized from let7d, mir32, mir335, and mir451 was evaluated.
cDNAs were kept aliquoted at —80 °C. RQ was evaluated by RT-PCR
quantification as described for miRNAs. RQ represents the change in
expression of miRNA in a test sample (aliquots of cDNA stored at —80 °C
relative to a calibrator sample (RNA freshly isolated from acinar tissue
embedded in RNAlater). (A) Calculated RQ. P values were calculated
between samples 7=0 and 7=3 and 7 =0 and 7 = 6. Data represent
means + SD, n =3, values of "P<0.05 were considered statistically
significant. (B) The percentages of RQ at 7= 3 and 7 = 6 compared to
RQ at T=0 were calculated.

rates as miRNAs (Fig. 2). The percentage of remaining
cDNAs from let7d, mir32, mir335, and mir451 at 7=3
compared to the amount originally measured at 7=0
were: 52.3 +34.1%, 51.5+10.9%, 67.0+9.3%, and
19.2 &+ 24.0%, respectively. For T'= 6 the percentages were:
3094958, 40.3+13.7, 55.04+ 7.6, and undetectable,
respectively.

Furthermore, we found that the stability of miRNAs
and respective cDNAs is just as low in RNA samples pre-
pared with Trizol, the standard method used for miRNA
cloning and profiling analysis [15]. After 9 days of storage
at —80 °C the Trizol prepared RNA samples, contained
51.3%, 26.9%, 24.0% and 24.3% of let7d, mir32, mir335,
and mir451 respectively. The cDNAs from let7d, mir32,
mir335, and mir451 showed a similar decrease to 37.8%,
35.7%, 22.3%, and undetectable, respectively. Thus, the
rapid degradation of miRNAs and cDNAs seems to be
independent of the method of isolation, either method used
exhibited similar losses after storage at —80 °C.

Moreover, a synthetic DNA oligomer corresponding to
the cDNA sequence that should be obtained in the RT
reaction using the reverse looped primer for let7d, was sta-
ble after 6 days at — 80 °C, as evaluated by electrophoresis
and quantification using a 2100 Bioanalyzer (Agilent Tech-
nologies). The concentration calculated by the Bioanalyzer
was 3.68 £0.19 and 3.80 & 0.20 ng/ul, n =3 for samples

corresponding to 7'=0 and T = 6, respectively, while the
let7d cDNA content in RNA preparations was only 18%
after the same storage time (Fig. 1B). This result suggests
that the observed instability of cDNAs, and perhaps of
miRNAs, is not due to an intrinsic molecular feature but
rather is related to RNA isolation method. The instability
of the same four miRNAs was also observed in RNA prep-
arations from primary tissues such as mouse liver (data not
shown), indicating that this is not a unique feature of RNA
preparations from insulinoma cell line.

In conclusion, we show that miRNAs obtained with
RNA preparation methods currently used in expression
studies are unstable. Storage of RNA at —80 °C for as little
as 3 days is associated with a dramatic decrease in the
amount of miRNAs. As a comparison, messenger RNA
molecules are stable for more than 3 weeks under the same
conditions [16]. The degradation of miRNAs is not uni-
form, some degrade faster than others. Yet all of the
miRNAs tested showed degradation. Because the miRNAs
tested were not part of the same family, the observed deg-
radation is most likely not related to their intrinsic
sequence and should apply to most if not all miRNAs. In
addition, contrary to common belief, even the cDNAs were
as unstable as their cognate miRNAs in terms of degrada-
tion rate. Thus, when working with miRNAs, time of RNA
or cDNA storage is critical and has to be taken into consid-
eration to allow for valid comparisons among samples.
This is particularly important when microRNA gene array
analysis is outsourced to specialized laboratories in which
RNA samples could be stored at low temperatures for sev-
eral days before being processed.
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Abstract

MicroRNAs (miRNAs) are non-coding gene products that regulate gene expression through specific binding to target mRNAs. Cell-
specific patterns of miRNAs are associated with the acquisition and maintenance of a given phenotype, such as endocrine pancreas
(islets). We hypothesized that a subset of miRNAs could be differentially expressed in the islets. Using miRNA microarray technology
and quantitative RT-PCR we identified a subset of miRNAs that are the most differentially expressed islet miRNAs (ratio islet/aci-
nar > 150-fold), miR-7 being the most abundant. A similarly high ratio for miR-7 was observed in human islets. The ratio islet/acinar
for miR-375, a previously described islet miRNA, was <10 and is 2.5x more abundant in the islets than miR-7. Therefore, we conclude
that miR-7 is the most abundant endocrine miRNA in islets while miR-375 is the most abundant intra-islet miRNA. Our results may
offer new insights into regulatory pathways of islet gene expression.

© 2007 Elsevier Inc. All rights reserved.
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MicroRNAs (miRNAs) are non-coding small RNAs
(~19-22 nt) that regulate gene expression by post-tran-
scriptional interference with specific messenger RNAs
(mRNA) [1]. The discovery of miRNAs as modifiers of
gene expression is one of the milestones in the field of gene
expression regulation. The current knowledge of miRNA
biology is mostly derived from pioneering studies per-
formed in the nematode Caenorhabditis elegans, showing
a temporal-specific expression of the lin-4 miRNA [2]. As
each miRNA can have multiple target messenger RNAs
individually or jointly with other miRNAs, they are able
to control highly complex regulatory networks of gene
expression [3]. The current number of human miRNA
genes listed in the Sanger database is 533 [4]. It was sug-
gested that this number will increase up to 1000, which

* Corresponding author. Fax: +1 305 243 4404.
E-mail address: rpastori@med.miami.edu (R.L. Pastori).
! These authors contributed equally to this work.
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would amount to almost 3% of the protein-coding genes
[1]. However, a new mammalian miRNA atlas describes
300,000 sequences from 256 small RNA libraries and pre-
sents evidence for expression of approximately 400 miRNA
genes in each genome [5].

The biological function of most miRNAs remains cur-
rently unknown, but some of their messenger RNA tar-
gets have been experimentally confirmed. To this group
belongs miR-375, which negatively controls insulin secre-
tion in B-cells by targeting myotrophin (Mtpn) [6], a gene
originally described in neuron vesicle transport. Another
miRNA with reported biological function in insulin pro-
ducing cells is miR-9. This miRNA, predominantly
expressed in brain, negatively controls insulin secretion
in insulinoma cells [7].

Several studies have shown that miRNAs regulate
embryonic development and have tissue/cell-specific pat-
terns [8-11]. miRNAs are necessary for islet cell genesis
in the mouse [12]. It has been reported that inhibition
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of miR-375 has a profound deleterious effect on pancre-
atic development, particularly on endocrine cells [13].
Thus, expression of a specific subset of miRNAs could
have a crucial effect on the acquisition and maintenance
of a given phenotype, such as that of pancreatic islets.
For this reason, we investigated the expression profile
of miRNAs differentially expressed in the endocrine pan-
creas (islets).

Materials and methods

Tissue procurement. Rat islets and acinar tissue were isolated at the
Preclinical Cell Processing and Translational Models Core of the Diabetes
Research Institute from the pancreas of donor Lewis rats (Charles River
Labs) by digestion of the pancreatic tissue with purified enzyme blend
Liberase RI® (Roche Molecular Biochemical, Indianapolis, IN) at a
concentration of 0.16 mg/mL, following a procedure described earlier [14].
Human pancreatic islets and acinar tissue were obtained from the Human
Islet Cell Processing Facility at the Diabetes Research Institute. All animal
studies were performed under protocols approved by the University of
Miami Animal Care and Use Committee.

MicroRNA microarray studies. Total RNA was isolated by a method
that preserves RNA molecules <200 bp, using mirVana miRNA Isola-
tion kit (Ambion, Foster City, CA). In order to achieve comparative
results for all the samples, special caution was taken to prevent deg-
radation of miRNAs and their cDNAs in RNA preparations [15].
Samples were processed for miRNA profiling by LC Sciences (Houston,
TX). Two to five microgram total RNA samples were size fractionated
using YM-100 Microcon centrifugal filter (Millipore, Billerica, MA) to
enrich the miRNA fraction. RNA was 3’ extended with poly(A) tail.
An oligonucleotide tag was then ligated to the poly(A) tail for sub-
sequent fluorescent dye staining. Two different tags were used for the
two RNA samples, islets and acinar tissue, on each dual-sample chip.
Hybridization was performed overnight on a pParaFlo™ microfluidic
chip using a micro-circulation pump. The Array contained probes for
312 mature microRNAs (Sanger v. 8.1) plus multiple controls including
housekeeping small RNA genes and the oligonucleotide microRNA
probes with single mutations (mismatch probe negative controls).
Hybridization was carried out with 100 uL. of 6x SSPE buffer (0.90 M
NaCl, 60 mM Na,HPO,, and 6 mM EDTA, pH 6.8) containing 25%
formamide at 34 °C. After hybridization, fluorescence labeling with tag-
specific Cy3 and Cy5 dyes provided detection. For each pair of islets
and acinar samples, two chips were analyzed: in one chip, islets were
labeled with Cy5 and acinar with Cy3 and in the other one the dyes
were reversed. Hybridization images were collected with GenePix 4000B
laser scanner (Molecular Devices, Sunnyvale, CA) and digitized by
Array-Pro image analysis software (Media Cybernetics, Silver Spring,
MD). Data were analyzed by first subtracting the background and then
normalizing the signals using a LOWESS filter (Locally weighted
Regression) [16]. A total of three experiments were performed. Repli-
cate hybridizations of the same islet and acinar samples were performed
utilizing the two-color (Cy3/Cy5) “dye flip reversal method” (a total of
six hybridizations). For two-color experiments, the ratio of the two sets
of detected signals (log, transformed, balanced) and p-values of the -
test were calculated; differentially detected signals were those with less
than 0.01 p-values.

Statistical analysis. The averages of both hybridizations (Cy5/Cy3
and Cy3/Cy5) for the three samples were analyzed by Significant
Analysis of Microarray SAM (False Discovery Rate [FDR] < 1%) [17].
The analysis only included those miRNAs detected in at least two
averages arrays.

miRNA quantification: quantitative real time PCR (qRT-PCR).
RNA was isolated using mirVana miRNA Isolation kit (Ambion-
Applied Biosystems, Foster City, CA). Purity and concentration of the
samples were assessed with a NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer.
The quantification of miRNA was performed with a method termed

looped-primer RT-PCR [18], following the Applied Biosystems protocol
for TagMan MicroRNA Assays with 7500 Fast Real-Time PCR sys-
tem, utilizing TagMan Universal reagents and miRNA assays (Applied
Biosystems). RQ determines the change in transcript expression in islet
versus acinar tissue. RT and PCR were done in triplicates using looped-
primers and primers specific for each miRNA (Applied Biosystems).
RQ was calculated via Applied Biosystems SDS software based on the
equation RQ =224 where C, is the number of cycles at which
amplification reaches a threshold, determined by the software, within
the exponential amplification phase. C, data were normalized to
endogenous control miR-16.

Ave Arrav 1
Ave Array 3
Rve Array 2

rno-miR-2 9
rno-miR-29c
rno-miR- 30k
rno-miR-14 8k
rno-miR-30cC
rno-miR-96
rno-miR-183
rno-miR-7
rno-miR-98%
rno-miR-127
rno-TmaR-335
rno-miR-38§2
rno-TiR -9 9
rno-miR-103
rno-miR-107
rno-miRk-132
rno-miR-125a
rono-miRk-292-5p
rno-miR-199a
rno-miR-320
rno-miR-222
rno-miR-327
rno-miRk-345
rno-let-Tc
rno-miR-92
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Fig. 1. Differential expression of pancreatic miRNAs. The heat map figure
was obtained by Treeview [21] using the data presented from Table 1. Red
represents differentially expressed islet miRNAs. Green represents differ-
entially expressed acinar miRNAs. Colorgram depicts expression from
high (bright red or green) to low (black) and no expression (gray).
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Results and discussion
MicroRNA microarray studies

To test the hypothesis that acinar and islet cells might
express a different subset of miRNAs, we studied the differ-
ential expression of miRNAs in these cells by microarray
technology and qRT-PCR. Advances in microarray tech-
nology made possible the use of chip arrays to study the
expression of miRNAs in various cells and tissues [3].
Using miRNA microarray microfluidic technology, we
compared miRNA expression profile in rat endocrine
(islets) versus exocrine (acinar) pancreas (Table 1 and
Fig. 1). Statistical analysis of microarrays (SAM) reveals
17 miRNAs that are preferentially expressed in islets and
28 miRNAs that are preferentially expressed in acinar tis-
sue (Table 1). Five miRNAs from the group of miRNAs
differentially expressed in islets (miR-7, miR-183, miR-
382, miR-127 and miR-29c) were identified with 0 proba-
bility of being a false positive (¢ = 0). MiR-7 displays the
highest rank, indicating the largest difference of expression
between the two groups, islets and acinar tissue (Table 1).
MiR-9 could not be detected. MiR-375 was not integrated
in the Sanger mirBase release 8.1.

Quantitative analysis of miRNA expression

To confirm the microarray results, selected miRNAs
differentially expressed in islets were analyzed by qRT-
PCR utilizing the looped-primer method, which is partic-
ularly suited for the accurate and sensitive detection of
miRNAs as well as other non-coding RNAs (ncRNA:s).
MiR-375 was included in qRT-PCR analysis. We found
that miR-7, miR-127, and miR-382 were the most differ-
entially expressed miRNAs (152-fold, 108-fold, and 153-
fold, respectively) in rat islets, followed by miR-183
and miR-99b (12.9- and 7.1-fold, respectively) (Fig. 2).
The ratio islet/acinar for miR-375 was 6.2 + 0.3, signifi-
cantly lower than that for miR-7. The differences in
expression in islet versus acinar obtained by qRT-PCR
were, in general, larger than the microarray hybridization
values (Table 2).

The analysis of the intra-islet miRNA expression shows
that mir-7 is 2.5%x less abundant than miR-375, but >10-
fold and 6-fold higher than miR-382 and miR-127, respec-
tively (Fig. 3). This is in agreement with the reported clon-
ing frequency of miR-375 and miR-7, representing 8% and
4.3%, respectively, of the total number of clones obtained
from pancreatic islets [5]. Therefore, miR-375 is the most

Table 1
miRNAs selected by significant analysis of microarrays (SAM) from rat islets versus rat acinar miRNA arrays
A B
Gene ID Score (d) g-value (%) Gene ID Score (d) g-value (%)
rno-miR-7 21.85186934 0 rno-miR-25 —3.804360969 0.669997729
rno-miR-183 11.19053836 0 rno-let-7¢ —3.815447467 0.669997729
rno-miR-382 6.865388356 0 rno-miR-222 —4.121389981 0.669997729
rno-miR-127 6.502270927 0 rno-miR-365 —4.164014962 0.669997729
rno-miR-29¢ 5.785380065 0 rno-miR-320 —4.176820756 0.669997729
rno-miR-99b 5.247589635 0.604632097 rno-miR-34a —4.88621479 0
rno-miR-29b 5.242054216 0.604632097 rno-miR-20a —4.9876824 0
rno-miR-335 5.126914677 0.604632097 rno-miR-497 —5.063393797 0
rno-miR-132 5.040701163 0.604632097 rno-miR-199a —5.244896186 0
rno-miR-148b 4.969027834 0.604632097 rno-miR-327 —5.402334731 0
rno-miR-107 4.689482155 0.604632097 rno-miR-345 —5.63857305 0
rno-miR-30c 4.523719063 0.604632097 rno-miR-203 —5.89915699 0
rno-miR-30b 4.114960417 0.953458306 rno-miR-19b —5.975438034 0
rno-miR-98 3.880077695 0.953458306 rno-miR-181a —6.498564619 0
rno-miR-103 3.666801583 0.953458306 rno-miR-221 —6.511775959 0
rno-miR-125a 3.601285236 0.953458306 rno-miR-92 —6.615840829 0
rno-miR-96 3.572033167 0.953458306 rno-miR-216 —6.633610661 0
rno-miR-223 —6.82954414 0
rno-miR-152 —7.314267564 0
rno-miR-181c —7.351031858 0
rno-miR-489 —7.533937702 0
rno-miR-187 —8.393161889 0
rno-miR-341 —8.440403162 0
rno-miR-292-5p —8.703401641 0
rno-miR-181b —9.381454291 0
rno-miR-296 —10.74678853 0
rno-miR-422b —17.99621725 0
rno-miR-217 —20.6481374 0

The expression of miRNAs was examined by microarrays containing the rat Sanger mirBase released 8.1 list. N = 3 independent experiments. The score
(d) represents the value of the T-statistic. A higher score means a greater difference between the two groups. Positive (d) values represent miRNAs
differentially expressed in islets (A). Negative (d) values represent miRNAs differentially expressed in acinar tissue (B). g-values represent the p-values
adapted to the analysis of large number of genes. It is an evaluation of the chance that a given miRNA be a false positive.
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Fig. 2. Pancreatic miRNAs differentially expressed in islets. Quantitative
RT-PCR analysis. Values are presented as Relative Quantification (RQ) of
rat miRNA transcripts in islets relative to acinar tissue or relative to
miR-7 for intra-islet comparison (B). Data represent means + SD (n = 3).
We selected 10 miRNAs to validate the microarray analysis. MiR-7,
miR-127, and miR-382 constitute a subset of endocrine islet miRNAs that
are the most differentially expressed (>100-fold).

Table 2
Comparison between the microarray hybridization values and qRT-PCR

miRNA

Normalized array value Average RQ values

MiR-7 55 152
MiR-183 6.9 13
MiR-382 8.6 153.3
MiR-127 26.3 108.6
MiR-29¢ 13.7 2.3
MiR-99b 39 7.2
MiR-375 NA 6.2
MiR-98 4.7 15
MiR-96 4.8 10.3
MiR-141 3 3
350
300 A
o 250
R
2 200+
1501
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Fig. 3. Intra-islet expression of miRNAs. Quantitative RT-PCR analysis.
Values are presented as relative quantification (RQ) of rat miRNA
transcripts in islets. RQs for mir-7 are taken as 100%. Data represent
means + SD (n = 3). MiR-7 is >10-fold and 6-fold higher than miR-382
and miR-127, respectively. MiR-375 is the most abundantly expressed
miRNA in islets.

abundant intra-islet miRNA, while miR-7 is the most
abundant endocrine islet miRNA.

Table 3
qRT-PCR analysis of the differential expression of miRNAs in human
islets versus acinar tissue

miRNA Rat Human 1 Human 2 Human 3
MiR-7 152 +£13.8 223.96 239.57 204.88
MiR-375 62+04 7.324 5.847 3.82
MiR-183 13+3.7 17.517 13.117 10.007
MiR-382 153.3 +26.1 25411 12.7 4.931
MiR-141 341 0.918 0.449 0.184
MiR-127 108.6 + 31 78.303 23.265 11.374
MiR-99b 72+3.1 17.773 7.006 5.697

There is an inherent high variability in the quality and viability of human
islet preparations. This is due to the noxious effects in the harvested
pancreas caused by donor brain death and cold ischemia time. Therefore,
the results of the three independent experiments are presented separately.

Expression of miR-7 in human islet cells

Subsequently, we compared the expression of the subset
of miR-7, miR-127, miR-382, miR-183, miR-99b, and
miR-375 in human islets and acinar tissue. We found an
even higher differential expression of miR-7 in human than
in rat in three independent islet preparations (Table 3).

To our knowledge this is the first study to report a dif-
ferential expression analysis of pancreatic miRNAs. We
identified a subset of endocrine miRNAs, which are highly
differentially expressed in islets, miR-7 being the most
abundant.

MiR-7 is conserved across all vertebrates [12]. It has
been previously identified in zebrafish islets [8], and
was reported to promote photoreceptor development in
Drosophila [19]. MiR-7 expression was also found in
the annelid Platynereis dumerilii and in zebrafish in neu-
rons that are components of neurosecretory brain cen-
ters, such as the ones expressing the prohormone
vasotocin (vasopressin/oxytocin)-neurophysin [20]. A
high frequency cloning of miR-7 in the endocrine pitui-
tary gland was also reported. Indeed, the expression of
miR-7 in islets and pituitary gland represents more than
50% of the miR-7 clones obtained from the screening of
more than 26 organ systems [5]. Collectively, the above
reports and our results indicate that miR-7 is an endo-
crine miRNA highly expressed in the pancreatic islets.
These findings open new avenues of research aimed at
exploring its potential role in the development and main-
tenance of islet cell phenotype.
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Abstract

MicroRNAs (miRNA) are small non-coding RNAs that inhibit gene expression
through binding to complementary messenger RNA sequences. MiRNAs have
been predicted to target genes important for pancreas development, proper
endocrine cell function and metabolism. We previously described that miRNA-7
(miR-7) was the most abundant and differentially expressed islet miRNA, with 200-
fold higher expression in mature human islets than in acinar tissue. Here we have
analyzed the temporal and spatial expression of miR-7 in human fetal pancreas
from 8 to 22 weeks of gestational age (wga). Human fetal (8-22 wga) and adult
pancreases were processed for immunohistochemistry, in situ hybridization, and
quantitative RT-PCR of miRNA and mRNA. MiR-7 was expressed in the human
developing pancreas from around 9 wga and reached its maximum expression
levels between 14 and 18 wga, coinciding with the exponential increase of the
pancreatic endocrine hormones. Throughout development miR-7 expression was
preferentially localized to endocrine cells and its expression persisted in the adult
pancreas. The present study provides a detailed analysis of the spatiotemporal
expression of miR-7 in developing human pancreas. The specific localization of
miR-7 expression to fetal and adult endocrine cells indicates a potential role for
miR-7 in endocrine cell differentiation and/or function. Future functional studies of
a potential role for miR-7 function in islet cell differentiation and physiology are
likely to identify novel targets for the treatment of diabetes including the
development of improved protocols for generating insulin-producing cells for cell

replacement therapy.



1. Results and discussion

MicroRNAs (miRNAs) are small non-coding RNAs that play a key role in post-
transcriptional regulation of gene expression by interaction with specific sites
located in the 3’ untranslated region (UTR) of target mRNAs (Bartel, 2004).
miRNA function was originally discovered by forward genetic analysis in the
nematode Caenorhabditis elegans (Lee et al., 1993). Expression of miRNAs has
been shown essential for mouse islet genesis (Lynn et al., 2007) and in zebrafish
inhibition of miR-375 has a deleterious effect, particularly on endocrine cells of
developing pancreas (Kloosterman et al., 2007). Recent studies showed that
miRNAs such as miR-124a (Baroukh et al., 2007), and four miRNAs; miR-195,
miR-15a, miR-15b, and miR-16, play a role in regulating pancreatic development
by inhibiting the expression of pancreatic transcription factors (Joglekar et al.,
2007). Furthermore, miRNAs were reported to have an important role in islet
physiology. MiR-375 negatively controls insulin secretion in pancreatic islets by
targeting myotrophin (Mtpn) (Poy et al., 2004), a gene first described in neuron
vesicle transport. Moreover, miRNAs such as miR-9, originally described in mouse
brain development (Krichevsky et al., 2003), and miR-96, a miRNA with a broad
pattern of expression, regulate the expression of proteins associated with insulin
exocytosis in insulinoma cells (Lovis et al., 2008a; Plaisance et al., 2006).
Likewise, miR-34a and miR-146 contribute to fatty acid-induced beta-cell
dysfunction (Lovis et al., 2008b).

We have previously performed a differential expression analysis of miRNAs in

human and rat adult acinar tissue and islets and this study identified miR-7 to be



the most highly and selectively expressed miRNA in islets (Bravo-Egana et al.,
2008), with an islet/acinar ratio of expression greater than 200. Recent data
suggest that miR-7 is expressed at high levels also during human pancreatic islet
development (Joglekar et al., 2008). Here we describe a quantitative time-course

and a spatial analysis of miR-7 expression in the developing human pancreas.

1.1 miR-7 is expressed at high levels in the developing human pancreas.

We first analyzed the expression of miR-7 in fetal, from 8 to 22 wga, and adult
human pancreas by quantitative real-time PCR (qRT-PCR) (Fig. 1). MiR-7
expression was very low between 8 to 12 wga. At week 13 the expression of miR-
7 started to increase and by week 14 a 45-fold increase in expression, compared
to the level at 8 wga, was observed. Moreover, the increase in miR-7 expression
coincided with the time at which expression of hormone encoding genes began to
dramatically rise (Fig. 1A). MiR-7 levels remained high until 18 wga to decrease
afterwards. The expression of miR-127 and miR-382, two miRNAs that we
described as preferentially expressed in adult islets (Bravo-Egana et al., 2008) and
miR-375 showed a similar pattern of expression (Fig.1B). Also, the period with
higher expression of miR-7 (14-18 wga) corresponded with the maximum
expression levels of the pro-endocrine marker NGN3, albeit with a slightly delayed
profile (Fig. 1C). Next we analyzed miR-7 expression during human pancreas
development and in normal adult human pancreatic tissue by in situ hybridization
using an anti-miR-7 LNA probe. LNA probes are bi-cyclic RNA analogs that allow

an enhanced stringency for short probes as required for miRNA detection



(Kloosterman et al., 2006; Petersen et al., 2000). MiR-7 expression was first
observed in the epithelium of 9 wga fetal pancreas (Fig. 2). The number of miR-7
expressing cells was very low from 9 to 11 wga but increased, concomitantly with
an increased intensity of expression, to form clusters of intensely stained miR-7-
expressing epithelial cells by week 14 onwards (Fig. 2). MiR-7 expression levels at
14 and 17 wga, as judged by the intensity of the hybridization signal, appeared
similar (Fig.2) even though there was a decline in the relative expression as
detected by RT-PCR after 14 wga (Fig. 1A). This is however not surprising since
the relative amount of non-endocrine tissue increase during this period, thus

“diluting” the relative miR-7 expression values obtained by RT-PCR analyses.

1.2. miR-7 is predominantly expressed in endocrine cells.

On a morphological level the in situ hybridization revealed that miR-7 was
expressed in the epithelial part of the developing pancreas. In order to identify the
nature of the cells expressing miR-7 we performed counterstaining of the in situ
hybridized sections with antibodies specific for endocrine markers. The 14 wga
human fetal pancreas was selected since miR-7 was robustly expressed, as
observed both by qRT-PCR and in situ hybridization analyses (Fig.1 and 2), at this
stage. Moreover, hormones levels rise dramatically and islet-like structure start to
appear at this stage (Figure 1; (Piper et al., 2004) and our own unpublished
observations).

The expression of IPF1/PDX1, a homeodomain transcription factor expressed in

early pancreatic progenitor cells and in differentiated beta cells (Edlund, 2001;



Jonsson et al., 1994; Offield et al., 1996; Ohlsson et al., 1993), was detected in
miR-7 positives cells (Fig. 3 A). However, some of the cells present in miR-7-
postive clusters did not express IPF1 suggesting that these cells could be non-
beta endocrine cells (Fig. 3A). Likewise, many IPF1 -positive cells did not express
miR-7, probably because they were undifferentiated precursors cells. Next, we
compared the expression of miR-7 with that of ISL1, a marker for differentiated
endocrine cells (Ahlgren et al., 1997), and these analyses showed that most of the
miR-7 cells co-expressed ISL1. However, and as expected, the vast majority of
cells expressing ISL1 did not express the pro-endocrine gene NGN3 (Fig. 3A).
Due to the difficulties we have encountered using human NGN3 antibody on
frozen tissue sections, and the technical problems associated with the combined
detection of miRNA and mRNA by double in situ hybridization, the expression of
miR-7 and NGN3 were thus indirectly compared based on the co-expression of
miR-7 and NGNS, respectively, with that of ISL1. Taken together, these data
provide evidence that miR-7 expression is restricted to differentiated, ISL1 postive
endocrine cells and that consequently NGN3 and miR-7 are not co-expressed.
Furthermore, the miR-7 expression profile is slightly delayed from that of NGN3
(Fig. 1C) and in fetal and adult tissue not only insulin, but also glucagon and
somatostatin positive cells expressed miR-7 (Fig. 3 and Fig. 4). The islets’
restricted expression of miR-7 in adult human pancreas was further emphasized
by the lack of co-expression between miR-7 and the ductal marker CK19 and the

exocrine marker amylase, respectively (Fig. 4). The scattered miR-7 signal



observed in the exocrine pancreas is due to the high background found in human
pancreas preparations.

Previous reports have suggested that the expression of miR-7, a very well
evolutionary-conserved miRNA (Lim et al., 2003), is restricted to endocrine tissues
such as the islets of zebra-fish (Wienholds et al., 2005), the neurosecretory cells of
the annelid Platynereis dumerillii and zebra fish (Tessmar-Raible et al., 2007),
human pancreatic islets (Landgraf et al., 2007) and pituitary gland (Farh et al.,
2005; Landgraf et al., 2007). Our findings show that miR-7 is predominantly
expressed in endocrine cells in the developing and adult human pancreas. The
role that miR-7 may play in the development and/or function of the endocrine
pancreas remains, however, unknown. In Drosophila, miR-7 has been shown to
induce eye photoreceptor differentiation by targeting the transcriptional repressor
Yan that prevents progenitors from differentiating spontaneously (Li and Carthew,
2005). Among several target genes, Yan also represses the transcription of miR-7.
Following EGF receptor-mediated degradation of Yan, miR-7 is expressed and
inhibits Yan translation by binding its 3'UTR, thereby further decreasing the levels
of Yan, which in turn allows the differentiation of eye photoreceptors.

Interestingly, it has recently been reported that in glioblastoma miR-7,
independently, suppressed EGFR expression and Akt signalling, the latter by
targeting upstream regulators such as IRS-1 and IRS-2 (Kefas et al., 2008). EGF
and Akt signaling are both implicated in regulation of beta-cell mass and/or
function (Elghazi et al., 2007; Miettinen et al., 2008) raising the possibility that

miR-7 might play a role in regulation of beta-cell mass or physiology. In mouse,



conditional deletion of Dicer, the gene encoding the enzyme responsible for
miRNAs maturation, in early pancreatic progenitor cells by PDX-1 promoter driven
Cre expression impairs the formation of endocrine pancreas . However,
inactivation of Dicer at later stages of pancreatic development using the Ngn3 or
Insulin promoter to drive the expression of the Cre recombinase did not affect islet
formation as revealed by immunostaining (Lynn et al., 2007). However, whether
inactivation of Dicer in proendocrine or insulin cells affected the function of the
adult islets cells in these mice remains unknown. In developing human pancreas
we observed that miR-7 followed NGN3 expression. This would suggest that miR-
7 is not directly involved in the differentiation of endocrine pancreatic progenitor
cells but does not rule out the possibility that miR-7 might be implicated in the
regulation and/or maintenance of the endocrine function.

Collectively, these results suggest that miR-7 is a marker of differentiated
endocrine cells and that miR-7 expression appears in the differentiating endocrine
cells following the transient expression of NGN3 (Fig. 5). Further studies will be
required to define the role of miR-7 during endocrine pancreas formation and/or
function, which may contribute to the identification of targets for treatment of
diabetes as well as to the development of protocols to generate insulin-producing

cells for cell replacement therapy.

2. Experimental Procedures.

2.1. Tissue procurement



Human fetal pancreases from 8 to 22 wga were collected from fetal tissue
immediately after elective termination of pregnancy from healthy women that were
admitted to local clinics and gave their proper consent to use fetal tissues for
research studies. The study is in compliance with US legislation and the
guidelines of the University of Miami. Gestational age was determined on the
basis of time since the last menstrual period, the measured of the Crown-Rump
Length (CRL), and the biparietal diameter (BPD) by ultrasonography. Human
adult pancreas fragments were obtained from the Human Islet Cell Processing
Facility at the Diabetes Research Institute. Two or more independent pancreases

were analyzed in each stage (Table 1).

2.2. miRNA quantification: Quantitative Real Time PCR (qRT-PCR).

MiRNAs were quantified from total RNA isolated using mirVana miRNA Isolation
kit (Ambion-Applied Biosystems, Foster City, CA) and mRNAs were quantified
using total RNA isolated using RNeasy Mini kit (Qiagen) according to the
manufacturer’s directions. Purity and concentration of the samples were assessed
with a NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer (NanoDrop Technologies,
Wilmington, DE). The quantification of miRNA was performed with a method
termed looped-primer RT-PCR (Chen et al., 2005), following the Applied
Biosystems protocol for TagMan MicroRNA Assays and the quantification of
mRNA was carry out using FAM labeled target gene probe (Applied Biosystems)
in a 7500 Fast Real-Time PCR system. The primers used in this article are listed

in Table 2. For a particular sample, values are shown as RQ (relative



quantification), the ratio of expression of a given miRNA or mRNA over the
expression of the endogenous 18S ribosomal RNA. RT and PCR reactions were
performed in triplicates. RQ was calculated via Applied Biosystems SDS software
based on the equation RQ= 22°! (Livak and Schmittgen, 2001) where Ct is the
number of cycles at which amplification reaches a threshold, determined by the

software, within the exponential amplification phase.

2.3. In situ hybridization and Immunohistochemistry.

In situ hybridization using fluorescein-labeled anti-human miR-7 Locked Nucleic
Acid (LNA) probe (Exigon, Denmark) or DIG-labeled NGN3 probe was performed
essentially as described (Obernosterer et al., 2007). A total of 1pmol of
fluorescein-labeled LNA or 30ng of DIG-labeled NGN3 probe were diluted into 150
ul of hybridization buffer, applied to the slides and allowed to hybridize at 60°C or
70°C respectively overnight. Slides were then washed for 1 h in 0.2 x SSC
solution (Ambion-Applied Biosystems, CA) and incubated with alkaline
phosphatase-conjugated sheep anti-fluorescein antibody (1/1500, Roche) or
alkaline phosphatase-conjugated sheep anti-DIG (1/2500, Roche) antibodies
overnight at 4°C. Alkaline phosphatase reaction was carried out in PVA with 200pl
of MgCI2 1M and 140ul of NBT/BCIP stock (Roche) for 1-3 days. Hybridization
with sense fluorescein-labeled LNA miR-159 (Exigon) was used as control. MiR-
159, a miRNA described in Arabidopsis thaliana does not have a known target in

the Sanger miRBase. Human fetal intestine and spleen, tissues in which miR-7



was undetectable by RT-PCR, were used as negative control (data not shown)
and also negative control assays were performed without primary antibodies.
Immunofluorescence localization of antigens, double-label immunofluorescence,
and confocal microscopy were performed essentially as previously described
(Apelqvist et al., 1997; Obernosterer et al., 2007). The primary antibodies and the
dilutions used were: guinea pig anti human-Insulin (1/50, Dako), mouse anti-
glucagon (1/1500, Sigma), anti-somatostatin (1/500, Dako), mouse anti-
Cytokeratin 19 (1/50, Biogenex), rabbit anti- Amylase (1/200, Sigma) rabbit anti-
IPF1 (1/4000), generated against human IPF1 peptide by Agrisera AB) and rabbit
anti-ISL1 (1/250, (Ahlgren et al., 1997)). Secondary antibodies used were: Alexa
Fluor 488-conjugated goat anti-rabbit (1/400, Molecular Probes), Alexa Fluor 568-
conjugated goat anti-guinea pig (1/400, Molecular Probes) and Alexa Fluor 647
Goat anti-mouse (1/400, Molecular Probes). DAPI (12.5ug/ml, Invitrogen) was

used as a nuclear counterstaining.

2.4. Statistical analysis
Results are expressed as arbitrary units and are presented as the mean value +

standard errors (S.E.M)
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Figure 1. miR-7 expression profile in fetal pancreas. Expression in fetal human
pancreas from 8 to 22 wga of gestational age by quantitative PCR of (A) miR-7
(black), insulin (blue), glucagon (green) and somatostatin (red), (B) miR-7 (black),
miR-127 (blue), miR-382 (green), miR-375 (red) and (C) miR-7 (black) and NGN3
(red). Number of fetal pancreases used in each stage is shown in Table 1. Data
are expressed as means + SEM.

Figure 2. miR-7 in situ hybridization. /n situ hybridization of fetal (9, 10, 11, 12,
14 and 17 wga (w)) and adult human pancreatic tissue using fluorescein-labeled
miR-7 LNA probe (dark blue). Control: 14 wga human pancreatic tissue was
hybridized with sense miR-159 LNA oligonucleotide. There is no known target for
this probe in the Sanger miRBase. (a) and (b) are higher magnification of areas
indicated by red arrows. Magnification: 10X except adult, (a) and (b) which are
20X.

Figure 3. Localization of miR-7 in the developing human pancreas. /n situ
hybridization of a 14 wga fetal human pancreas using fluorescein-labeled miR-7
LNA probe or DIG-labeled NGN3 probe (black), counterstained with antibodies
against (A) IPF1/PDX1, and ISL1, (B) insulin, glucagon and somatostatin all in
green. In the merged images (In situ+IF) in situ hybridization is pseudocolored in
red (miR-7 and NGN3). Right panels show enlarged images of areas indicated by
arrows.

Figure 4. Localization of miR-7 in adult human pancreas. /n situ hybridization
of adult human pancreas using fluorescein-labeled miR-7 LNA probe (black),
counterstained with antibodies against insulin, glucagon, somatostatin, CK19 and
amylase, all in green. In the merged images in situ hybridization is pseudocolored
in red. Insets show enlarged areas.

Figure 5. Schematic summary of miR-7 expression during human pancreatic
development.
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Gestational age 10|11 |12 |13 |14 (15|16 |17 |18 | 19|20 | 21 | 22 | total
(wga)
# of cases for 4 |4 (4 |4 |4 |3 1 3 4 |12 |2 |3 46
mRNA analysis
# of cases for 2 2 1 3 5 0 1 0 2 1 0 3 1 25
miR-7 analysis
# of cases for 2 2 1 3 5 0 0 0 0 1 0 2 1 21
miR-127 analysis
# of cases for 2 2 1 3 4 0 0 0 0 1 0 2 1 20
miR-382 analysis
# of cases for 2 2 1 3 5 0 1 0 2 1 0 3 1 25
miR-375 analysis
Table 1. Human fetal pancreas samples utilized in the study.
Gene Abb Gene Name Applied
Biosystems ID
gene
18S eukaryotic 18S rRNA Hs99999901 sl
INS insulin Hs02741908 m1
GCG glucagon Hs00174967 ml
SST somatostatin Hs00356144 ml
NGN3 neurogenin 3 Hs00360700 gl
miR-7 hsa-miR-7 000386

Table 2 Primers used for mRNA and miRNA quantification by RT-PCR.
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