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RESUMO

CRUZ L. Perfil de miRNAs intracelulares e liberados via vesiculas
extracelulares na diferenciacdo neural de células-tronco pluripotentes.
2017. 148 f. Tese (Doutorado em Biologia Celular e Tecidual). Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2017.

As células-tronco processam e sd@o sensiveis a multiplos sinais dentro de seu
microambiente, os quais podem exercer influéncias que, coletivamente,
regulam seu destino e sua funcéo de forma espaco temporal. Neste contexto,
células podem exercer seu papel bioldgico por transferir informacao genética e
alterar expresséo génica de alvos celulares através de vesiculas extracelulares
(VEs). MicroRNAs (miRNAs), uma classe de pequenos RNAs nao codificantes,
podem ser encontrados nestas vesiculas e sao considerados moléculas
efetivas no controle do neurodesenvolvimento por regular genes chaves em
tempo controlado. Entretanto, apenas alguns miRNAs foram descritos na
diferenciacdo em linhagem neural dopaminérgica e pouco se sabe sobre como
a diferenciacao influencia o contetdo de miRNAs liberados via VEs de modo a
revelar o papel dos mesmos no microambiente de cada etapa do
comprometimento neural. Assim, a proposta deste estudo foi analisar o perfil de
mMiRNAs intracelulares e presentes em VEs envolvidos na diferenciacdo neural
dopaminérgica de células-tronco pluripotentes e identificar os possiveis alvos
regulados pelos mesmos como mecanismo de estabelecimento de um destino
neural especifico. Para tanto, modelo de células-tronco embriondrias murinas
foi utilizado e diversas evidéncias revelaram que células-tronco pluripotentes
liberam VEs, sendo as mesmas com tamanho entre 50-150nm, forma cup-
shaped, expressando marcadores tipicos e enriquecidas em pequenos RNAs.
Além disso, analises ultraestrutural e molecular revelaram eventos diretamente
relacionados a biogénese de VEs (corpos multivesiculares e brotamento de
VEs na membrana) e expressdo de marcadores de via endocitica,
respectivamente. Células-tronco pluripotentes induzidas humanas foram
utilizadas para a diferenciagdo em células-tronco neurais e em células
progenitoras dopaminérgicas e o perfil de miRNAs, tanto intracelular como de
VEs, foi avaliado nesses trés tipos celulares. Observou-se indicios de que
células-tronco pluripotentes liberam maior quantidade de pequenos RNAs com
RNAs longos ausentes quando comparadas com células diferenciadas. Foi
possivel identificar o padrdo de alteracdo de expressdo de miRNAs
intracelulares esperados e bem descritos na diferenciagcdo neural e novos
potenciais mMIRNAs essenciais na diferenciacdo em progenitores
dopaminérgicos. O estudo confirmou que miRNAs de VEs refletem 0 miRnoma
de cada tipo celular mas, interessantemente, apresentam uma assinatura tipica
de miRNAs atualmente identificados como fragmentos de outros tipos de
RNAs. Por fim, estes dados fornecem base para aprofundarmos o estudo dos
MiRNAs e outros RNAs como sinais regulatérios intra e extracelulares em
mecanismos de pluripoténcia e da diferenciacdo neural dopaminérgica.

Palavras-chave: miRNAs. Células-tronco pluripotentes. Diferenciagdo neural.
Vesiculas extracelulares.



ABSTRACT

CRUZ L. Intracellular and extracellular vesicles miRNAs profile during
neural differentiation of pluripotent stem cells. 2017. 148 p. Ph.D Thesis
(Cell and Tissue Biology). Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de
Séo Paulo, Séo Paulo, 2017.

Stem cells sense and process multiple signals in their microenvironment, which
can exert influences that collectively regulate cell fate and function in a time
spatial manner. In this context, the stem cells can exert their biological role
transferring genetic information and altering the genetic expression of target
cells through extracellular vesicles (EVs). MicroRNAs (miRNAs), a class of
small non coding RNAs, can be found in those EVs and are considered
effective molecules in the control of neurodevelopment and differentiation by
regulating key genes in a time specific manner. However, few miRNAs were
described into dopaminergic lineage differentiation and little is known about how
the cell differentiation influences the miRNAs content released through EVs,
and how these molecules function in the microenvironment of each phase of
neural commitment. Thus, the purpose of this study was to analyze the
intracellular and EVs miRNAs profiles involved in the dopaminergic
differentiation of pluripotent stem cells in attempt to identify possible targets
regulated by miRNAs as a mechanism of specific neural fate decision. For that,
mouse embryonic stem cells were used to show evidence that these cells
release EVs, sized 50-150nm, cup-shaped, expressing typical markers and
enriched in small RNAs. Ultrastructural and molecular analyses detected events
directly related to EVs biogenesis (multivesicular bodies and shedding vesicles)
and expression of markers of endocytic pathway, respectively. Human induced
pluripotent stem cells were used to perform the differentiation into neural stem
cells and dopaminergic progenitors and these three cell types were used for
mMiRNAs profiling, both intracellular and released through EVs. There were
evidence that these pluripotent stem cells release higher amount of small RNAs
without signal of long RNAs when compared to differentiated cells. It was
possible to identify the expected and well characterized pattern of the
intracellular miRNAs expression switch during neural differentiation and also
new potential mMiIRNAs essential for dopaminergic progeny commitment. This
study confirmed that EVs miRNAs reflected the miRnoma of each cell type, but,
interestingly, EVs presented a specific signature of miRNAs currently
considered fragments of other RNAs types. These data provide basis to explore
the miRNAs and other small RNAs as regulatory signals intra and extracellularly
in mechanisms of pluripotency and dopaminergic neural differentiation.

Keywords: miRNAs. Pluripotent stem cells. Extracellular Vesicles. Neural
differentiation.



1 INTRODUCAO

1.1 Neurogénese e microambiente

O processo do desenvolvimento embrionario envolve uma complexa
rede organizacional de fatores que regulam proliferacéo celular, diferenciacao e
apoptose. ApoOs sucessivas divisbes celulares que se segue a mobrula, o
embrido se encontra numa fase denominada blastocisto. Este estagio consiste
de uma camada externa denominada trofectoderma (origina camadas externas
da placenta), que envolve uma massa celular interna de células pluripotentes.
Esta massa celular interna da origem ao hipoblasto (gera estruturas
extraembrionarias) e ao epiblasto, uma camada da qual os trés folhetos
embrionarios (ectoderma, mesoderma e endoderma) se originam. Varios
eventos de sinalizacdo sdo necessarios para instruir o epiblasto a se tornar
cada um dos trés folhetos (DE MIGUEL; FUENTES-JULIAN; ALCAINA, 2010;
SHENG, 2015; SNOW, 1977).

Dentro de seu microambiente especifico, as células processam e sao
sensiveis a multiplos sinais, os quais podem exercer influéncias que
coletivamente regulam o destino das mesmas e sua funcdo de forma espaco
temporal. Estes fatores celulares extrinsecos incluem fatores sollveis e
imobilizados, moléculas da matriz extracelular e sinais apresentados por
células vizinhas. De fato, a diversidade celular que se estabelece ao longo do
desenvolvimento é produzida por uma quantidade ndo muito ampla de sinais e
depende, ao menos em parte, das mudancas no modo em que as células
respondem a cada sinal. De acordo com esta visdo, 0s sinais indutivos
extrinsecos desencadeiam a diferenciacdo celular mas o destino fenotipico
induzido por tais sinais é intrinseco a célula receptora (ABEMATSU; SMITH,;
NAKASHIMA, 2006; JESSELL, 2000; LE DREAU; MARTI, 2012; SASAI;
KUTEJOVA; BRISCOE, 2014; WADDINGTON, 1940). A adequada
apresentacdo destes multiplos sinais regulatérios € necesséaria para o
desenvolvimento correto do tecido e para sua homeostase (ARMANT, 2005;
KEUNG; KUMAR; SCHAFFER, 2010; KSHITIZ et al.,, 2012; PRZYBYLA;
VOLDMAN, 2012).

O desenvolvimento neural € um exemplo claro, porém sob intensa

investigacdo, de como se sucede o0s eventos de padronizacdo (no inglés,



patterning) de modo dependente da exposicdo a fatores extracelulares e da
configuracdo intrinseca celular. Basicamente, as etapas iniciais do
desenvolvimento neural embrionario sdo governadas por um conjunto de
fatores de transcricdo que controlam ao menos trés processos: manutencao de
precursores multipotentes que expandem o neuroectoderma, a transicao dos
mesmos para ceélulas-tronco comprometidas com aspecto neural na placa
neural e o comeco da diferenciacdo de progenitores neurais. A transicao de
uma etapa a outra requer uma ativacao sequencial de conjuntos especificos de
genes bem como seu silenciamento em momentos exatos durante o
desenvolvimento (ABRANCHES et al., 2009; JI; LV; JIAO, 2013; KINTNER,
2002; MOODY et al., 2013; RANI et al., 2016)

Neste contexto, varios estudos tém defendido a ideia de que, nos
momentos iniciais de inducdo neural, as células epiblasticas ja possuem como
destino natural intrinseco, o perfil de neuroectoderma, resultante da inibicao de
sinais que promoveriam o mesoderma e o endoderma (Wnts, Nodal e BMPs,
do inglés Bone Morphogenic Proteins) (AUBERT et al., 2002; LUPO et al.,
2013; TROPEPE et al., 2001; YING; SMITH, 2003). Uma vez definido o
comprometimento com uma linhagem neural, uma camada Unica de células
neuroepiteliais proliferantes, as células-tronco neurais (NSCs, neural stem cells
no inglés) definem a placa neural e o tubo neural no inicio da embriogénese.
Estas células sdo multipotentes, tém capacidade de autorrenovacdo e dao
origem aos neurdnios do sistema nervoso central (SNC) e glia radial bem como
a astrocitos e oligodendrocitos (CAVINESS, 2003; GOTZ; HUTTNER, 2005).
Durante esta fase, as células progenitoras passam por diversos ciclos de
divisbes simétricas (autorrenovacdo) antes de dar origem a neurdnios
terminalmente diferenciados. Esta fase ativa de autorrenovacao é necessaria
para manutencdo de um grande pool de progenitores. Além disto, durante a
neurogénese, as células progenitoras adotam progressivamente uma
identidade regional especifica ao longo do eixo do tubo neural em resposta a
fatores exdgenos (BRISCOE; SMALL, 2015; LAMB; HARLAND, 1995; OKADA
et al., 2008; OOSTERVEEN et al., 2013). Desta forma, a programacéo
molecular inicial especifica de cada regido embrionaria é fundamental para
existéncia de estruturas diferenciadas no SNC (ANDERSON et al., 2002;
GERMAIN; BANDA; GRABEL, 2010; KUTEJOVA et al., 2016).



De particular interesse, temos o exemplo da especificagdo e
diferenciacdo do pool de progenitores que dardo origem a neurbnios
dopaminérgicos na porcao basal do tubo neural (FPPs, do inglés floor plate
progenitors) da regido do cérebro médio (no inglés, midbrain). Estes
progenitores sdo definidos numa janela do desenvolvimento entre gastrula e
inicio da somitogénese, intervalo no qual possuem programa intrinseco para se
tornarem FPPs em combinacdo com tempo de exposicdo e quantidade de
Sonic Hedgehog (Shh) (BRISCOE et al., 2001; DESSAUD et al., 2007;
DESSAUD; MCMAHON; BRISCOE, 2008; LEK et al., 2010; RIBES et al., 2010;
SASAIl; KUTEJOVA; BRISCOE, 2014). No entanto, estes FPPs, além de ser
fonte de neurbnios dopaminérgicos, adquirem outras funcdes dependendo da
posicdo em que se encontram ao longo do tubo neural. Eles podem funcionar
como centro organizador liberando fatores (Netrin, Shh, Slit, Ephrin,
Semaphorin) que influenciam a diferenciagédo de células adjacentes, bem como
fatores que direcionam o cruzamento de neurdnios espinais na linha medial (no
inglés, midline) do tubo neural (HERNANDEZ-ENRIQUEZ et al., 2015; PARRA,;
Z0U, 2010; SHOJA-TAHERI; DEMARCO; MASTICK, 2015; YU; MCGLYNN;
MATISE, 2013) (Figura 1). Deste modo, esta populagao celular se destaca
como alvo de estudo por representarem células intermediarias da diferenciacdo
de neurbnios dopaminérgicos de elevado interesse em doencas
neurodegenerativas, além de contribuirem com liberacdo de sinais que

modulam o microambiente do desenvolvimento neural.

ventral caudal
Figura 1 - Esquema do tubo neural com destaque para localizacdo e funcbes de

progenitores dopaminérgicos da base do tubo. A esquerda, gradiente dorso-ventral
controlado dos morfégenos BMP e Shh determinam subtipos neurais (DL1-V3). Ax6nios



comissurais de neurbnios da medula espinal (1) s@o guiados (2) por fatores liberados
(triangulo) por células do floor plate (FP) a cruzarem a linha medial do eixo corporal (3).
Gradiente do morfégeno Wnt4 na base do tubo atua como guia de ax6nios comissurais no
sentido rostro-caudal (3). RP: roof plate; FP: floor plate; NC: neural cells; DRG: Dorsal root
ganglion. Fonte: http://briebuzz.blogspot.com.br/

1.2 Uso de células-tronco embrionarias e células-tronco pluripotentes
induzidas como modelo de neurodesenvolvimento

Células-tronco pluripotentes (PSCs, do inglés, pluripotent stem cells),
como ceélulas-tronco embrionarias (CTEs) e células-tronco pluripotentes
induzidas (IPSCs, do inglés, induced pluripotent stem cells), tém sido
amplamente exploradas como modelo in vitro de diferenciagdo para
compreensdao dos complexos mecanismos durante o desenvolvimento
embrionario (GUAN et al., 2013; PELTON et al., 2002; SANTOS; KISKINIS,
2017; SOLOZOBOVA; WYVEKENS; PRUSZAK, 2012). CTEs séo derivadas da
massa celular interna do blastocisto (ou estagio de epiblasto) ao passo que
iIPSCs sao originadas da reprogramacdo de células sométicas através da
expressdo forcada ou adicdo de genes especificos relacionados a rede de
pluripoténcia (TAKAHASHI et al., 2007; TAKAHASHI; YAMANAKA, 2006;
THOMSON, 1998; YU et al., 2007). Essas células-tronco pluripotentes séo
caracterizadas por trés aspectos: pluripoténcia (capacidade de diferenciar em
tecidos de todos trés folhetos embrionarios), autorrenovacdo (manutencédo de
um estado nao diferenciado) e proliferacéo ilimitada (DE LOS ANGELES et al.,
2015; RALSTON; ROSSANT, 2010).

Como consequéncia, elas exibem um vasto potencial de expansao in
vitro, uma habilidade de serem modeladas em uma imensa gama de fenétipos
celulares e fornecem opcdes vidveis de padronizacdo e escalonamento de
diferenciacdo celular para fins terapéuticos (LEROU; DALEY, 2005;
NISHIKAWA; GOLDSTEIN; NIERRAS, 2008; ROY et al., 2006). De fato,
inumeros trabalhos ja mostraram a capacidade da diferenciacdo de CTEs e
IPSCs em neurbnios, usando as mais diversas abordagens experimentais
como regulacdo de dose e duracdo de sinais extrinsecos no meio celular, co-
cultivo celular, modulagdo da expressdao de microRNAs, inducdo de genes
neuronais especificos por infecc¢ao viral, reconstrucédo de microambiente em 3D
dentre outros (CAPETIAN et al.,, 2016; CHAMBERS et al., 2009; KEUNG;
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KUMAR; SCHAFFER, 2010; LI et al., 2016; MORIZANE et al., 2011,
SACHDEVA et al., 2010; SANCHEZ-DANES et al., 2012; YAN et al., 2016;
ZHAO et al., 2015). Apesar disso, um dos maiores desafios ainda se encontra
em como controlar o vasto potencial das PSCs e explora-lo a fim de guiar
apropriadamente esta fonte de células pluripotentes exclusivamente para um

fenotipo neuronal especifico.

1.3 microRNAs e neurogénese

Trabalhos recentes sugerem que RNAs ndo codificantes (NcRNAS)
regulatorios tem um papel na modulacdo de diversos eventos biolégicos.
Dentre 0os ncRNAs, um conjunto basico de microRNAs (miRNAS) possuem
multiplos alvos, os quais participam da manutencdo da autorrenovacao, e
regulam a saida de um estado de pluripoténcia para uma escolha do destino
celular. Neste sentido, supde-se que miRNAs atuem como controladores do
desenvolvimento por regular genes chaves em tempo controlado (AKERBLOM,;
JAKOBSSON, 2013; GREVE; JUDSON; BLELLOCH, 2013; ROSA,
BRIVANLOU, 2013).

MiRNAs sdo RNAs de fita simples endégenos que podem regular
expressdo génica poés-transcricionalmente por meio da complementariedade
com a regiado 3’ ndo traduzida (3’ UTR) de RNAs mensageiros (mRNAs) alvos.
Os miRNAs séo derivados de unidades de transcricdo independentes ou de
introns de genes codificadores de proteinas. Um gene de miRNA é transcrito
em uma forma priméaria denominada pri-miRNA. O pri-miRNA é clivado ainda
no nucleo pela endonuclease RNAase Ill Drosha para produzir um
intermediario em forma de grampo conhecido como precursor ou pre-miRNA.
Este é subsequentemente exportado para o citoplasma, onde € processado
pela Dicer para produzir um RNA dupla-fita menor. O processo de clivagem
pela Dicer é acoplado com a incorporacao de uma das fitas do miRNA maduro
ao RNA-induced silencing complex (RISC). O miRNA direciona o RISC ao
MRNA alvo por meio do pareamento de bases, sendo este necessariamente
perfeito na extremidade 5 do miRNA (GRAVES; ZENG, 2012; KIM; KIM; KIM,
2016; KROL; LOEDIGE; FILIPOWICZ, 2010).



A interacdo entre o0 mIRNA e o mRNA pode diminuir a expressao
proteica por meio de diferentes mecanismos: i) inibicdo da traducéo, ii)
degradacdo do mRNA ou iii) inducdo do decaimento do mRNA. Mais de 60%
de todo mRNA de mamiferos estdo sob controle de miRNAs. Devido a
especificidade, ao tamanho e a ligagdo dos miRNA serem limitadas, um Unico
mMiRNA sempre tem véarios mRNAs alvo, e um Unico mRNA pode ser alvo de
multiplos miRNAs. Desta forma, miRNAs frequentemente agem como
moléculas de ajustes minuciosos podendo assim, interferir em processos
fisiolégicos por regular proteinas chave de uma determinada via de sinalizagéo
especifica ou relacionada (FARH et al., 2005; JI; LV; JIAO, 2013).

Indmeros estudos tém demonstrado que varios miRNAs séo
dinamicamente regulados durante o desenvolvimento neural o que sugere que
0S mesmos estejam ocasionando mudancas no transcriptoma durante o
processo de diferenciacdo (AKERBLOM; JAKOBSSON, 2013; BIAN; XU; SUN,
2013; JI; LV; JIAO, 2013; PHAM; GALLICANO, 2012; SKREKA et al., 2012;
SMIRNOVA et al., 2005). Dentre os diversos miRNAs descritos, miR-124, por
exemplo, esta relacionado a inducédo da diferenciacdo neuronal, enquanto que
miR-184 e miR-137 promovem a manutencdo de precursores neurais ou
impedem a diferenciagdo dos mesmos (LIU et al., 2010; SANTOS et al., 2016;
SZULWACH et al., 2010). Let-7 é a familia de miRNAs mais expressa em
células precursoras neurais (>50%), sugerindo que esta familia tem um grande
impacto na neurogénese funcionando como determinante do destino neural
(KENNEDY et al, 2014; MORGADO; RODRIGUES; SOLA, 2016;
PATTERSON et al., 2014; ZHAO et al., 2010).

Todavia, miRNAs ndo atuam sozinhos, eles agem em sinergia com
outros reguladores transcricionais, como fatores de transcricdo e epigenéticos,
para estabelecer redes regulatérias na determinacdo de subtipos neurais.
mMiRNAs e fatores de transcricdo podem formar os mais diversos graus de
loops de feedback ou feed forward (PELAEZ; CARTHEW, 2012). Por exemplo,
o balanco adequado de vias de sinalizacado de Activin/TGF3 bem como de BMP
€ a base para saida de estado de pluripoténcia e inducdo neural (CHO et al.,
2014; LIU et al., 2014). Diversos miRNAs tém como alvos componentes ou
modulares da via Activin/TGFB (do inglés, Tumor Growth Factor beta) afetando

positivamente ou negativamente a diferenciacdo neural. MiR-125a/b e miR-



135b agem bloqueando componentes chave da via BMP/TGFB induzindo,
assim, o perfil neural, e, por outro lado, miR-302/371 bloqueia a indu¢ao neural
por contribuir com manutencéo de niveis altos de sinalizacdo via BMP, atuando
sobre varios inibidores endogenos da via (Lefty, DAZAP2, SLAIN1 e TOB2)
(LIPCHINA et al., 2011; ROSA; SPAGNOLI; BRIVANLOU, 2009). MiR-200
também participa na via e reprime a inducdo neural por agir sobre o fator de
transcricdo ZEB (do inglés, zinc finger E-box-binding homeobox), um regulador
negativo da sinalizacdo BMP/TGFB. Em contrapartida, fatores de transcricao
ZEB inibem a expressdo de miR-200, caracterizando assim um loop de
feedback duplo negativo (BECLIN et al., 2016; GREGORY et al., 2011).
Diversos outros exemplos de miRNAs e vias se enquadram nessas redes
regulatorias e ilustram a importancia de miRNAs como controladores finos ou

pecas chave para o correto desenvolvimento neural (Figura 2).
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Figura 2 - Esquema de miRNAs e moléculas alvo na indugdo ou repressdo da
diferenciacdo neural. a) Lista de miRNAs que atuam positivamente (em verde) ou
negativamente (em vermelho) na inducdo neural. b) atuacdo de miRNAs que regulam a
diferenciagdo neural ao influenciar a atividade da via BMP/ TGF. c) atuacdo de miRNAs que
regulam expressdo de fatores de transcricdo associados a pluripoténcia (OCT4, LIN28) ou
perfil neural (NR2F2, PAX6). hPS: human pluripotent stem cells. BMP inh: BMP inhibitor. Fonte:
Stappert, Koerner e Brustle, 2014.

Ja foi demonstrado que miRNAs circulam de forma altamente estavel e
livre de células em varios fluidos biologicos, como soro, plasma, saliva, urina e
leite. Além disto, miRNAs circulantes podem ser significantemente alterados
numa diversidade ampla de condicfes fisioldégicas, bem como em processos
patolégicos (HANKE et al., 2010; HICKS et al., 2016; KOSAKA et al., 2010;
MITCHELL et al., 2008). Alguns mecanismos tém sido indicados como fonte



destes miRNAs extracelulares, incluindo a ativa secre¢do via microvesiculas,
sugerindo assim, que miRNAs podem ser entregues a outras células. Mais do
que isso, ja foi demonstrado que nas ceélulas receptoras 0os miRNAs séo
capazes de regular a expressdo génica e induzir o desencadeamento de vias
de sinalizacdo, o que pode implicar na modulacdo de processos fisiologicos
(VALADI et al., 2007; XIN et al., 2012).

1.4 Vesiculas extracelulares e microRNAs

Estudos tem descrito que células eucaritticas liberam populacdes
heterogéneas de vesiculas envoltas por membrana através de mecanismos
secretorios ndo convencionais 0s quais nao empregam a via classica peptideo-
sinal de transporte secretorio via Complexo de Golgi (GEORGE et al., 1982;
HEIINEN et al., 1999). A liberagdo de exossomos e microvesiculas sdo dois
mecanismos de exocitose ndo convencionais, sendo que estas vesiculas
diferem-se com base nos seus processos de biogénese e propriedades
biofisicas, como o tamanho e marcadores proteicos de superficie (CHOI et al.,
2013; KELLER et al., 2006).

Exossomos sdo pequenas particulas homogéneas medindo de 40 a
100nm de diametro e sao derivadas da via de reciclagem endocitica. Durante a
endocitose, vesiculas formadas na membrana plasmatica se fundem com
endossomos precoces. Estes ficam maduros e tornam endossomos tardios
onde vesiculas intraluminais brotam no limen da organela gerando corpos
multivesiculares. Ao invés de se fundir com lisossomos, estes corpos
multivesiculares fundem-se diretamente com a membrana plasmatica,
liberando as vesiculas intraluminais para o meio extracelular, sendo entédo
denominadas exossomos. Por outro lado, as microvesiculas, uma populacao
mais heterogénea, medindo de 50 a 1000 nm de diametro, sdo produzidas
diretamente pelo brotamento da membrana plasmatica produzindo pequenas
protrusdes citoplasmaticas que se soltam da superficie celular e portanto, seus
marcadores de superficie sdo dependentes da composicdo da membrana de
origem (COCUCCI; RACCHETTI; MELDOLESI, 2009; MATHIVANAN; JI;
SIMPSON, 2010; NICKEL, 2005; PAP et al., 2009; RAPOSO; STOORVOGEL,

2013). Atualmente, porém, ndo ha ainda um consenso em relagdo a



nomenclatura e a estas caracteristicas, e portanto, tem-se considerado ambos
tipos como integrantes de um grupo heterogéneo denominado vesiculas
extracelulares (VEs) (WITWER et al., 2013).

Apesar destas diferencas, tanto os exossomos como as microvesiculas
contém moléculas de RNA incluindo mRNAs e miRNAs funcionais, os quais
podem ser transferidos entre células e assim afetar a expresséo proteica das
células receptoras. Cada vez mais evidéncias indicam que VEs participam de
um papel importante na comunicacdo entre células (GILDEA et al.,, 2014;
HAGA et al., 2015; VALADI et al.,, 2007; XIN et al., 2012). Neste contexto,
Ratajczak et al. (2006) demonstraram pela primeira vez que microvesiculas
derivadas de células-tronco eram capazes de reprogramar células vizinhas, por
entregar tanto proteinas como MRNA codificantes de varios fatores de
transcricdo de pluripoténcia. Isto sugeriu entdo, que as células-tronco poderiam
exercer seu papel biolégico por transferir informacdo genética e alterar
expressao génica de alvos celulares através de VEs (CAMUSSI; DEREGIBUS;
CANTALUPPI, 2013; RATAJCZAK et al., 2006).

1.5 Justificativa

O fendtipo das células-tronco é continuamente ajustado por condi¢cdes
especificas do microambiente em que estdo inseridas. Neste contexto,
microvesiculas exercem uma func¢éo crucial na modulacdo da plasticidade de
células-tronco, representando uma troca de informagdo genética num
microambiente definido (CAMUSSI; DEREGIBUS; CANTALUPPI, 2013;
QUESENBERRY; ALIOTTA, 2008). Durante o desenvolvimento neural, o
mecanismo que regula a passagem de uma fase para outra de diferenciacao
envolve multiplos fatores. Diante disto, € necessario compreender como uma
célula pluripotente, quando adquire um perfil neural, contribui com sinais no seu
microambiente especifico que caracterizem uma assinatura da configuracdo
celular e que definem vias de comunicagdo intercelular. Para tanto,
pretendemos estudar como miRNAs intracelulares e liberados por vesiculas
extracelulares em cada etapa do desenvolvimento contribui para o
comprometimento da célula pluripotente para um fendtipo neural diferenciado,

considerando estagios intermediarios num modelo in vitro. Assim, além da



andlise do perfil de miRNAs intracelulares e de vesiculas extracelulares, a

identificacdo de alvos torna-se relevante para desvendar mecanismos

moleculares da diferenciacdo neural. Estes mecanismos fisiologicos serviriam

de base para o entendimento de efeitos relacionados a doencas do

neurodesenvolvimento bem como forneceréo valiosas informacgdes que vao ao

encontro do uso de VEs em terapias livres de células-tronco.

3.3 Conclusbes

Com base no que foi apresentado e discutido na parte 1 da tese,

podemos concluir que:

Ultracentrifugacdo permite isolamento de VEs com formato cup shaped
evidente, com marcadores tipicos de VEs e com tamanho
predominantemente por volta de 150 nm.

VEs isoladas por ultracentrifugacdo séo enriquecidas em RNAs pequenos.
Analise ultraestrutural de CTEs mostrou eventos de liberacdo/uptake de
vesiculas bem como MVBs evidentes no ambiente intracelular, tipicos da
biogénese de exossomos.

CTEs possuem nucleo grande e citoplasma reduzido caracterizado pela
guantidade elevada de mitocondrias evidenciado por ME.

CTEs e embrides em fase de blastocisto expressaram alguns componentes
da maquinaria de biogénese de vesiculas (membros de complexo ESCRT).
Diferenciacdo neuronal pelo mecanismo default gera populacdo de
precursores neurais com morfologia de rosetas e expressédo de marcadores

esperados.

4.3 Conclusdes

Diante do apresentado e discutido na parte 2 da tese, podemos concluir

que:

Perfil de tamanho de RNAs encontrados em VEs difere entre os tipos
celulares, com VEs de células diferenciadas (NSCs e FPPs) apresentando
picos de RNAs longos inexistentes em VEs de células pluripotentes
(iPSCs).

Células pluripotentes (iPSCs) liberam uma quantidade superior de RNAs

que células diferenciadas (NSCs e FPPs) com base na massa de RNA por



mL de meio coletado, apesar das condigbes de cultivo e coleta de meio
condicionado de cada tipo celular.

A alteracé@o do perfil de miRNAs intracelulares e de VEs é mais acentuada
quando células deixam o estado de pluripoténcia (iPSCs) e adquirem
fendtipo neural (NSCs ou FPPs) do que entre células neurais que se
distinguem pelo nivel de diferenciacdo (NSCs e FPPs).

Perfil de alteracdo de miRNAs de VEs reflete o perfil de alteracdo de
expresséo de miRNAs intracelulares durante a diferenciagéo.

Alguns miRNAs intracelulares como miR-642 e miR-885-5p se encontram
mais expressos em FPPs que NSCs, revelando possiveis novos alvos de
estudo no contexto da diferenciagdo dopaminérgica.

Os trés tipos celulares apresentaram quantidade semelhante de miRNAs
diferencialmente expressos em VEs quando comparados com miRNAs
intracelulares.

VEs apresentaram uma assinatura propria de pequenos RNAs, observada
pelo enriquecimento de “miR-1274A” , “miR-1274B”, “miR-1300", “miR-886-
5p” e “miR-886-3p”, anteriormente considerados miRNAs, mas atualmente
descritos como fragmentos de outros tipos de RNAs (tRNAs, mRNAs,
VIRNAS).
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