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MICRORNAS QUE REGULAM A PROLIFERAGAO E DIFERENCIAGAO DE
CELULAS MUSCULARES

REFERENCIA CRUZADA A0S PEDIDOS RELACIONADOS

O assunto presentemente divulgado reivindica vantagem
do Pedido de Patente Provisdério U. S. de nUimero 60/749.544,
depositado em 12 de dezembro de 2005, cuja divulgag¢do esta
aqui incorporada para referéncia integralmente.
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Este trabalho foi apoiado pela concessdo RO0O1-HLO075251
do National Institutes of Health (Instituto Nacional de
Satde) . Desta forma, o governo dos Estados Unidos possui
certos direitos no assunto presentemente divulgado.

CAMPO TECNICO

(0] assunto presentemente divulgado relaciona-se,
geralmente, 'a métodos e composigdes para modular a
expressdo de gene em um midcito. Mais particularmente, o
assunto presentemente divulgado relaciona-se a métodos de
uso dos micro-RNA’s (miRNAs) para modular o nivel de
expressdo de um gene em um midcito, e a composigdes que
compreendem miRNAs.

FUNDAMENTOS

Compreender os mecanismos moleculares gque regulam a
proliferagdo e diferenciag¢do celular & um tema central da
biologia do desenvolvimento. Os micro-RNAs (miRNAs) s3o uma
classe recentemente descoberta de RNAs reguladores de ~22
nucleotideos que regulam de forma pds-transcricional a

1,2

expressao do gene Evidéncia crescente tem apontado para

a fungdo potencial dos miRNAs em uma variedade de processos
. P 3-8
bioldgicos .

Entretanto, permanece uma necessidade antiga e
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continua na técnica pela caracterizag¢do da fungdao ou
funcdes dos miRNAs nos processos bioldgicos. O assunto
presentemente divulgado direciona-se a esta e a outras
necessidades na técnica.
SUMARIO

Este sumdrio 1lista varias modalidades do assunto
presentemente divulgado, e em muitos casos 1lista as
variac¢des e permuta¢des destas modalidades. Este sumario é
meramente exemplar das numerosas e variadas modalidades.
Alus3do a uma ou mais caracteristicas representativas de uma
dada modalidade é igualmente exemplar. Tal modalidade pode
tipicamente existir com ou sem a(s) caracteristicaf(s)
mencionada(s), do mesmo modo, essas caracteristicas podem
ser aplicadas a outras modalidades do assunto presentemente
divulgado, se 1listado neste sumario ou ndao. Para evitar
repetigdo excessiva, este sumdrio ndo lista ou sugere todas
as combina¢des possiveis de tais caracteristicas.

Em uma modalidade do assunto presentemente divulgado,
é fornecido um método para tratar um dano em masculo em um
individuo. Em algumas modalidades, o método compreende
administrar a um local de dano muscular em um individuo uma
quantidade efetiva de um miRNA ou um vetor codificando o
miRNA de um inibidor de miRNA, onde o miRNA & objetivado
para um gene em um midcito no local do dano muscular. Em
algﬁmas modalidades, o inibidor de miRNA & capaz de
hibridizar a um miRNA alvo e em algumas modalidades, o©
miRNA alvo_é selecionado a partir do grupo consistindo de
miR-1, miR-133, miR-206, miR-208, miR-22, miR-26, miR-29,
miR-30, miR-128, miR-143 e,miR—145; Em algumas modalidades

particulares,  um miRNA-133 e um inibidor de miRNA-1 sdo
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administrados em combinacdo ao local de dano muscular em um
momento e um miRNA-1 e um inibidor de wmiRNA-133 sdo
administrados em combinac¢do ao local de danoc muscular em um
segundo momento para, deste modo, tratar o dano muscular.
Em algumas modalidades, o dano muscular resulta de um
trauma muscular mecinico, uma doenga degenerativa muscular,
um dano cardiaco, ou uma combinagdo deste. Em algumas
modalidades, o individuo & um mamifero.

Em uma outra modalidade do assunto presentemente

divulgado, é fornecido um método para modular a
diferenciacdo e proliferagdo do midcito ou ambas. Em
algumas modalidades, o método compreende contatar um

¢ = ]

midcito com um miRNA ou um vetor codificando oA miRNA
objetivado a um gene no midcito gque pode modular a
diferenciacdo e proliferagdo do midcito ou ambas. Em
algumas modalidades, a modulagdo é inibidora e em algumas
modalidades, o miRNA inibe a tradugdo do gene.

Em ainda uma outra modalidade do assunto presentemente

divulgado, é fornecido um método para modular a expressao

de um gene em um midcito. Em algumas modalidades, o método

compreende contatar um midcito com um miRNA ou um vetor
codificando o miRNA objetivado a um gene no midcito. Em
algumas modalidades, a modulagdo é inibidora e em algumas
modalidades, o miRNA inibe a tradugdo do gene.

Em uma modalidade adicional do assunto presentemente
divulgado, é fornecido um método para inibir a expressdo de
um gene em um midcito. Em algumas modalidades, o método
compreende transformar o midcito com um vetor que codifica
uma molécula de miRNA, onde a molécula de miRNA compreende

uma sequéncia de nucleotideo pelo menos 70% idéntica a uma
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subsequéncia de 17-24 nucleotideos contigua, exceto que o
miRNA 1ira compreender um uracil no lugar de quaisquer
timidinas que serdo encontradas mno gene. Em algumas
modalidades, o miRNA inibe a tradugdao do gene.

Em algumas modalidades dos métodos aqui divulgados, o
miRNA empregado compreende uma seqiéncia de nucleotideo
selecionada a partir do grupo consistindo de qualgquer Id.
de Seqg. n°®°:1-11 e seqUéncias pelo menos 70% idénticas a
qualquer uma das Id. de Seq. n°$:1-11. Em algumas
médalidades, O miRNA €& selecionado a partir do grupo
consistindo de miR-1, miR-133, miR-206, miR-208, miR-22,
miR-26, miR-29, miR-30, miR-128, miR-143 e miR-145. Também,
em algumas modalidades, o miRNA é dirigido para uma regido
ndo traduzida 3’ do gene.

Também, em algumas modalidades dos métodos, o gene
objetivado pelo miRNA é selecionado a partir do grupo

consistindo de um gene de diferenciagdo de midbcito (por

exemplo, um gene codificando um polipeptideo histona
desacetilase (HDAC4) ou uma proteina do receptor de
horménio da tiredide 240 (TRAP240) ), um gene de

proliferagdo de midcito (por exemplo, um gene codificando
um polipeptideo de fator responsivo a soro (SRF)) e uma
proteina relacionada a hormdnio (por exemplo, um gene gque
codifica a proteina associada ao hormdnio da tiredide 1
(Thrapl)) .

Em uma outra modalidade do assunto presentemente
divulgado, um vetor que codifica um miRNA & fornecido. Em
algumas modalidades, o vetor compreende um promotor
operativamente ligado a uma molécula de &cido nucleico

codificando a molécula de miRNA, e uma sequUéncia de
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terminacdo de transcricdo. Também, em algumas modalidades,
o vetor é incorporado em um kit também compreendendo pelo
menos um reagente para introduzir o vetor em um midcito. O
kit, em algumas modalidades, também compreende instrug¢des
para introduzir o vetor em um midcito.

Conseqientemente, é um objetivo do assunto
presentemente divulgado fornecer um método para manipular a
expressdo do gene em um midcito usando uma abordagem
mediada por miRNA. Este objetivo é alcangado totalmente ou
em parte pelo assunto presentemente divulgado.

Um objetivo do assunto presentemente divulgado tendo
sido declarado acima, outros objetivos e vantagens tornar-
se-3o aparente aqueles habilitados na técnica apds um
estudo da seguinte descrigdo do assunto presente divulgado

e exemplos ndo limitantes.

BREVE DESCRIGCAO DOS DESENHOS

As Figuras 1la-le descrevem dados para expressdao do
miR-1 e miR-133 em mGsculo cardiaco e esquelético durante o
desenvolvimento.

A Figura la mostra os dados de expressdo de arranjos
de miRNA dos mioblastos C2Cl2 em cultura em meio de
crescimento (GM) ou em meio de diferenciag¢do (DM) para O,
1, 3 e 5 dias, respectivamente. Os dados de log
normalizados (base 2) foram hierarquicamente aglomerados
pelo gene e sdo colocados em grafico como um mapa de calor.
A faixa de sinal era de -4 vezes a + 4 vezes. Amarelo
denota alta expressdo e azul denota baixa expressdo, em
relagdo ao mediano e apenas os nds de miRNA gue sdo
regulados em meio de diferenciag¢do s8o mostrados.

A Figura 1b descreve uma andlise de Northern blot da
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expressdo de miR-1 e miR-133 usando-se o RNA total isolado
de mioblastos C2Cl12 em cultura em GM ou em DM para 0, 1, 3
e 5 dias, respectivamente. TRNAs foram usados como um
controle de carga.

A Figura 1lc descreve uma anadlise de Northern blot da
expressdo de miR-1 e miR-133 em tecidos de camundongo
adulto.

A Figura 1d descreve uma anadlise de Northern blot da
expressdo de miR-1 e miR-133 em tecidos de camundongo de
dia embridénico 13,5 (E13,5) e 16,5 (El1l6,5).

A Figura le descreve uma anadlise de Northern blot da
expressdo de miR-1 e miR-133 em tecidos de camundongo
neonatal. A mesma quantidade de RNAs total de misculo do
coracdo e esquelético adulto foi carregada em manchas para
servir como uma comparagdo com RNA embridnico e neonatal
(Figuras 1d e 1le).

As PFiguras 2a-2j descreve dados dque mostram a
regulacdo da proliferag¢do e diferenciagdo de mioblasto por
miR-1 e miR-133. Os mioblastos C2Cl2 em cultura em meio de
crescimento (GM) foram eletroporados com diplices de miRNA
de filamento duplo para miR-1, miR-133 e GFP como um
controle.

As Figuras 2a-2e mostram resultados de experimento
onde as células foram continuamente colocadas em cultura em
GM por 24 horas apds a transfecgdo, entdo transferidas ao
meio de diferenciagdo (DM) por 12 horas antes da mancha
imunohistoquimica para miogenina (Figura 2a) ou 36 horas
antes da mancha imunohistoquimica para MHC (Figura 2b). Os
mioblastos C2Cl2 em cultura com GM foram eletroporados com

daplices de miRNA de filamento duplo para miR-1, miR-133
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(ou seus mutantes conforme indicado), ou miR-208 e GFP como
controle e colocados em cultura por 24 horas antes:
Northern blot usando o anticorpo indicado (Figura 2c), as
células foram transferidas a DM por 24 horas e RT-PCR para
os genes indicados foi executado (Figura 2d), ou células
foram transferidas ao DM por 24 horas e Northern blot
usando-se os anticorpos indicados (Figura 2e).

As Figuras 2f-2h mostram os resultados de experimentos
onde os mioblastos C2Cl2 em cultura com GM foram
eletroporados com os inibidores de oligonucleotideo anti-
sentido 2’-o-metil para miR-1, miR-133 ou miR-208 e GFP
como controles. As células foram colocadas em cultura em GM
por 24 horas apds a transfecgdo e entdo transferidas em DM
por: 12 horas antes da mancha imunohistogquimica para fosfo-
histona H3 (Figura 2f); 24 horas antes de executar RT-PCR
para os genes indicados (Figura 2g) ou por 24 horas antes

de Northern blot usando-se os anticorpos indicados (Figura

"2h) .

As Figuras 2i e 2j mostram resultados de experimentos
onde os mioblastos c2C1z2 em cultura com GM foram
eletroporados com os daplices de miRNA ou com os inibidores
de oligonucleotideo anti-sentido 2’ -o-metil conforme
indicado. As células foram colocadas em cultura em GM por
24 horas apds a transfecgdo, entdo foram transferidas em DM
por 12 horas antes da mancha imunohistoguimica para
miogenina (Figura 2i) ou fosfo-histona H3 (Figura 2j).
Células com manchas positivas foram contadas e os dados sao
apresentados como o nivel de expressdo relativo ao controle
de GFP (100%) .

As Figuras 3a-3k descrevem dados mostrando o controle
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de desenvolvimento de misculo cardiaco e esquelético pelo
miR-1 e miR-133 in vivo.

As Figuras 3a-3h mostram dados de experimentos do
embrido Xenopus. Os embrides Xenopus derivados de embrides
nido injetados (Figuras 3a e 3b), GFP RNA controle-injetado
(Figures 3c e 3d), miR-1l-injetado (Figures 3e e 3f), ou
miR-133-injetado (Figures 3g e 3h)' manchados com anti-
tropomiosina e mostraram no estigio 32 sob campo luminoso
(Figures 3a, 3¢, 3e e 3g) ou fluorescéncia (Figures 3b, 3d,
3f e 3h). Note a auséncia de mancha para o tecido do
coragdo (Figura 3b e 3d, setas H) e a ruptura de somito
segmentado (Figuras 3f e 3h, setas S).

As Figuras 31i-3k mostram dados de seg¢des transversais
do embrido Xenopus. As seg¢des transversais dos embrides
Xenopus correspondem a posigdo do coragdo no estagio 32 de
embrides ndo injetados (Figura 3i), miR-1 injetados (Figura
3j) ou miR-133 injetado (Figura 3k) corados com anti-
tropomiosina para visualizar os monitos (setas S) e tecido
cardiaco (setas H) e anti-fosfohistona H3 (vermelho) para
visualizar as c¢élulas na fase S. Cada conjunto de injeg¢des
foi conduzido pelo menos duas vezes independentemente, e o
fenétipo foi observado em pelo menos 90% de um minimo de 50
embrides registrados por mancha imunohistoquimica
integral.

As Figuras 4a-4i descrevem os dados gque mostram a
identificagdo de genes alvo miR-1 e miR-133 no midsculo
esquelético.

A Figura 4a descreve os dados que mostram a repressdo
de SRF e HDAC4 das UTRs 3’ por miR-133 e miR-1. Os

repdrteres de luciferase contendo ou sitios complementares
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de miR-133 de SRF da UTR 3’ de camundongo (SRF-3’'-UTR),
sitios complementares de miR-1 de HDAC4 da UTR 3’ de
camundongo (HDAC4-3’ -UTR) ou sequéncias anti-sentido
perfeitas de miR-133 (miR-133-luc) ou miR-1 (miR-1-luc)
foram co-transfectados com os vetores de expressdo de miRNA
indicados ou seus mutantes. A atividade de 1luciferase foi
determinada 48 horas apbs a transfecqgdo. Os dados
representam o desvio padrdo * médio de pelo menos trés
experimentos independentes em duplicata (*P < 0,05).

A Figura 4b descreve os dados gque mostram oOs
resultados de repdrteres de luciferase SRF-3’-UTR, HDAC4-
3'-UTR e MCK-luc transfectados em mioblastos C2Cl2. As
células foram mantidas em GM por 24 horas (GM) ou
transferidas em DM por 1 dia (DM1l) ou trés dias (DM3) antes
da atividade da luciferase ser determinada.

As Figuras 4c-4e descrevem dados mostrando os
resultados de mioblastos C2Cl2 em cultura com GM e foram
eletroporados com os diplices de miRNA de filamento duplo
indicados (ou seus mutantes) ou miR-208 e GFP como
controles. As células foram colocadas em cultura em GM por
24 horas apds a transfecgdo inicial: Northern blot usando
anticorpos anti-SRF e anti-HDAC4 (Figura 4c), as células
foram transferidas a DM por 24 horas e RT-PCR para oS genes
indicados foi executado (Figura 4d); as células foram
transferidas em DM por 24 horas e Northern blot usando-se
os anticorpos indicadoé. Os mioblastos C2Cl2 em cultura com
GM foram eletroporados com os inibidores de
oligonucleotideo anti-sentido 2’ -0O-metil indicado.

As Figuras 4f e 4g descrevem os dados mostrando os

resultados de células em cultura com GM por 24 horas apds a
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transfec¢ao, entdo foram transferidas em DM por 24 horas
antes: RT-PCR para os genes indicados foi executado (Figura
4f), e a Northern blot usando-se os anticorpos indicados
(Figura 4g9g).

A Figura 4h descreve dados mostrando os resultados de
mioblastos C2C12 em cultura com GM e foram eletroporados
com os diplices de miRNA de filamento duplo indicados e/ou
a expressdao de plasmideos para SRF ou HDAC4, conforme
indicado. As células foram colocadas em cultura em GM por
24 horas apds a transfecgdo. A Northern blot foi executada
24 horas apds a transferéncia para DM usando-se os
anticorpos indicados.

A Figura 4i descreve os dados mostrando os resultados
de mioblastos C2Cl2 em cultura com GM ou DM para os dias O,
1, 3 ou 5. A Northern blot foi executada usando-se os
anticorpos indicados.

A Figura 5 mostra um modelo de regulagdo mediada por
miR-1 e miR-133 de proliferagdo e diferencia¢do de mGsculo
esquelético.

A Figura 6 mostra os dados de andlise dos dados de
expressdo de arranjos de miRNA dos mioblastos C2Cl2 em
cultura em meio de crescimento (GM) ou em meio de
diferenciagdo (DM) para 0, 1, 3 e 5 dias, respectivamente.
Os dados de log normalizados (base 2) foram
hierarquicamente aglomerados pelo gene e sdo colocados em
grafico como um mapa de calor. A faixa de sinal era de -4
vezes a + 4 vezes. Sombreamento claro denota alta expressao
e sombreamento escuro denota baixa expressdo, em relagdo ao
valor médio.

As Figuras 7a-7d mostram dados de expressdo de miR-1,
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miR-133 e genes marcadores de diferenciagdo de masculo
esquelético em células C2Cl2.

As Figuras 7a e 7b mostram uma andlise de Northern
blot da expressdo de miR-1 (Figura 7a) e miR-133 (Figura
7b) usando-se o RNA total isolado de mioblastos C2Cl2 em
cultura em GM ou em meio de diferenciag¢do (DM) para 0, 1, 3
e 5 dias, respectivamente. Ambos os miRNAs maduros e seus
precursores (Pre) sdo indicados. tRNAs foram usados como um
controle de carregamento.

A Figura 7c mostra a analise por RT-PCR
semiquantitativa de genes marcadores de diferenciagdo de
masculo esquelético. GAPDH foi usado como um controle para
carregamento igual.

A Figura 7d mostra a expressdo de marcadores de
diferenciagdo de misculo esquelético. Os mioblastos C2C1l2
foram colocados em cultura em meio de crescimento (GM) ou
em meio de diferenciagdo (DM) para O, 1, 3 e 5 dias, e
Northern blot foram executadas com extratos de célula
usando=se os anticorpos indicados. PB-tubulina serve como um
controle de carregamento.

As Figuras 8a-8f mostram dados de expressdo de miR-1 e
miR-133 em miGsculo cardiaco e esquelético em camundongo
adulto durante o desenvolvimento. A anadlise de Northern
blot & mostrada para a expressdo do miR-1 (Figura 8a) e
miR-133 (Figura 8d) em tecidos de camundongo adulto. A
analise de Northern blot & mostrada para a expressao do
miR-1 (Figura 8b) e miR-133 (Figura 8e) em tecidos de
camundongo do dia 13.5 (E13.5) e 16.5 (E16.5) embridnico. A
mesma quantidade de RNA total de masculo do coragdo e

esquelético adulto foi também carregada na mancha para
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servir como uma comparag¢do. A analise de Northern blot é
mostrada para a expressdo do miR-1 (Figura 8c) e miR-133
(Figura 8f) em tecidos de camundongo neonatal. A mesma
quantidade de RNA total de misculo do coragdo e esquelético
adulto foli também carregada na mancha para servir como uma
comparagdo. Ambos os miRNAs maduros e seus precursores
(Pre) sdo indicados. tRNAs foram usados como um controle de
carregamento.

As Figuras 9a-9e mostram dados para expressao de
transcri¢gdes primadrias de miR-1 e miR-133 em midsculo
cardiaco e esquelético.

A Figura 9a & um diagrama mostrando os genes de miR-1
e miR-133 agrupados nos cromossomos de camundongo 2 e 18.
Os marcadores usados para as Northern blot nas Figuras 9b-
9e sdo indicados.

As Figuras 9b-9e mostram dados de anadlise de Northern
blot da expressdao de transcrig¢gdes primarias para miR-1
(Figuras 9c e 9e) e miR-133 (Figuras 9b e 9d) do cromossomo
2 (Figuras 9d e 9e) e cromossomo 18 (Figuras 9b e 9c). 20
pg do RNA total dos tecidos de camundongo adulto indicado
foram usados.

As Figuras 10a-10g fornecem dados gque mostram o
melhorador de miR-1 e miR-133 melhorador de miR-133 pode
direcionar a expressdo do gene repdrter em masculo cardiaco
e esquelético.

A Figura 10a mostra dos dados de Xenopus laevis
transgénico para sequUéncia gendmico de miR-1 e miR-133 de
camundongo ligada ao dsRed ilustrando expressdo de somito
(S, setas) no estagio 28.

A Figura 10b mostra Xenopus laevis transgénico (Tg)
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portando um transgene contendo miR-1 e miR-133 no estagio
46 (embrido inferior) e controle negativo (ndo transgénico,
Ct, embrido superior) sob campo luminoso.

A Figura 10c é uma fotografia do mesmo embrido
conforme mostrado na Figura 10b sob fluorescéncia.

A Figura 104 é uma fotomicrografia com magnificagdo de
poténcia alta do embrido transgénico na Figura 10b sob
campo luminoso mostrando a expressdo do transgene no
coracdo (H, setas) e arcos brangquiais (BA, setas).

A Figura 10e é uma fotomicrografia com magnificagdao de
poténcia alta do embrido transgénico na Figura 10b sob
campo luminoso mostrando a expressdao do transgene no
coracdo (H, setas) e arcos branquiais (BA, setas).

A Figura 10f é uma fotomicrografia com magnificagdao de
poténcia alta para um embridio transgénico de estagio 46
mostrando a expressdo do transgene nos somitos (S, setas).

A Figura 10g mostra as sequéncias de DNA gendmicas
(Id. de Seqg. n°:82) de melhorador de miR-1/133 do
cromossomo 2 de camundongo. Um suposto sitio de MEF2 e box
CarG estdo marcados, e as mutagdes introduzidas nestes
sitios sdo indicadas.

As Figuras 1lla-11h mostram dados gque demonstram a
repressdo de um sensor de miR-133 por miR-133 em células
C2C12. Células CC2Cl2 expressando de maneira estavel o

sensor de miR-133 foram transfectadas com vetores de

expressdo para GFP (controle), miR-133 tipo selvagem (miR-
133), miR-133 mutante (miR-133mut) em gue a sequiéncia
*semente” foi mudada, ou uma combina¢do do vetor de

expressdo de miR-133 e oligos anti-sentido 2’-o-metil (miR-

133 + 2’'-o-metil). As células foram transfectadas em meio
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de diferenciagdo por 12 horas e as imagens foram obtidas
usando-se fase/contraste (P/C) (Figuras lla-11d) ou
fluorescéncia para mostrar expressdo do gene repdrter dsRed
(Figuras 1lle-11h). As células de cada condigdo foram
colhidas e a expressao do. gene repdrter dsRed foi
quantificada usando-se analise de FACS (painéis
inferiores). A &rea aberta sob a linha denota a
autofluorescéncia da célula e a area hachurada sob a linha
indica a expressdao de dsRed.

A Figura 12 mostra sequéncias dos sitios alvo de miR-1
e miR-133 na UTR 3’ de genes HDAC4 e SRF. Painel superior:
sequéncias de UTR 3’ de HDAC4 de espécie vertebrada humana
conservada (Id. de Seqg. n°:24), chimpanzé (Id. de Seq.
n°:25), camundongo (Id. de Seqg. n°:26), rato (Id. de Seq.
n°:27), cachorro (Id. de Seq. n°:28) e galinha (Id. de Seq.
n°:29), e seu alinhamento com miR-1 (Id. de Seq. n°:1) e
miR-206 (Id. de Seq. n°:3). Painel inferior: sequéncias de
UTR 3’ de SRF de humano (Id. de Seqg. n°°:30 e 31) e rato
(Id. de Seqg. n°®:32 e 33) e seu alinhamento com miR-133.
Seqiiéncias de nucleotideo conservadas estdo listadas em
caixa alta.

A Figura 13 descreve um modelo de biogénese de miRNA.
(a) pPri-miRNAs sdo transcritos no nGcleo pela RNA
polimerase II e (B) sdo processados por Drosha a pre-miRNAs
contendo uma haste-alga. (C) Exportina-5 reconhece a
projegdo 3’ esquerda por Drosha e exporta os pre-miRNAs
para dentro do citoplasma, onde (D) Dicer cliva os pre-
miRNAs abaixo da haste-alga para produzir um diplice de ~22
nucleotideos. (E) Um UGnico filamento é incorporado no RISC,

o qual (F) reconhece as sequéncias complementares dentro
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das regides 3’ ndo traduzidas de mRNAs e regula a expressdo
de gene por supressdo traducional ou clivagem de mRNA.

As Figuras 14a-1l4c descrevem o genoma de miR-208. A
Figura l4a mostra que uma sequéncia de miR-208 precursora
de camundongo (Id. de Seqg. n°:34) é dobrado usando-se mFold
e com a seqiéncia de miR-208 madura (Id. de Seq. n°:4) a
direita. A Figura 14b mostra um alinhamento de seqiéncia de
sequéncias de miR-208 precursoras de camundongo (Id. de
Seq. n°:35), de rato (Id. de Seqg. n°:36) e de humano (Id.
de Seq. n°:37). A sequéncia de miR-208 madura €& mostrada no
lado superior direito da Figura 14A. Os asteriscos denotam
perfeita conservagdo de sequéncia. A Figura 1l4c mostra que
miR-208 origina-se de um intron de alfa-MHC. O miR-208 de
camundongo estd localizado dentro de 29 intron de o-MHC.
Similarmente, o miR-208 humano estd localizado dentro de 28
intron de a-MHC.

As Figuras 15a-15c mostram os dados que demonstram qgue
miR-208 & regulado de maneira desenvolvida. RNA total de
diferentes tecidos de camundongo foi corado e marcado com
um oligodeoxinucleotideo radiomarcado na posigdo 57
complementar a miR-208. Carregamento igual do RNA total no
gel foi verificado por coloragdo de brometo de etidio antes
da transferéncia.

A Figura 15a mostra os dados que demonstram que miR-
208 & cadiaco-especifico. O sinal superior & a transcrigdo
pre-miR-208, enquanto o sinal inferior & a forma de 22 nt
madura.

A Figura 15b mostra os dados da expressdo de miR-208
em tecidos de camundongo neonatal em relagdo ao masculo do

coracdo e esquelético adulto.
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A Figura 15c¢ mostra os dados da expressdo de miR-208
em varios tecidos de camundongo E13.5 e El16.5 em relagdo ao
masculo do coragdo e esquelético adulto.

As Figuras 1l6a e 16b mostram dados da expressdao de
miR-208 ectdpica em cardiomibdcitos. A Figura 16° mostra uma
Northern blot preparada a partir de cardiomidcitos
infectados com Ad-GFP ou Ad-208 marcado usando-se
oligonucleotideo anti-sentido de miR-208 radiomarcado. A
Figura 16b mostra micrografias epifluorescentes de
cardiomidcitos infectados em MOIs 1 e 10.

A Figura 17 mostra um diagrama de um sistema
transgénico condicional divulgado aqui. Duas linhas
independentes de 1linhas transgénicas de camundongos sao
utilizadas: uma expressando a produto de fusdo tTA-VP1l6 sob
o controle, o promotor a-MHC e uma segunda linha abrigando
o transgene miR-208 sob o controle de um promotor minimo do
CMV. O promotor minimo do CMV possul varias repetig¢des do
operon da tetraciclina (tetO) localizado diretamente acima.
As duas linhas sdo geradas juntas e produzidas, assumindo
um padrdo de heranga Mendeliana, 1 em 4 camundongos sdo
duplo transgénicos. Se a doxiciclina (DOX) é administrada
a um camundongo duplo transgénico, a proteina tTA-VPle &
ligada por DOX e a transcrigdo do miR-208 & inibida. Se a
DOX estd ausente, a proteina tTA liga-se ao concatémero
tetO que permite que o dominio de VP16 induza a transcrigdo
de miR-208 a partir do promotor minimo do CMV. A expressdo
Férmula gene alvo cardiaco-especifico pode ser 1ligada ou
desligada pela adigdo ou retirada de DOX. Adapatado de
James e outros, Am J Physiol 273: H2105-H2118, aqui

incorporado por referéncia) .
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As Figuras 18A-18C sd3o graficos e um alinhamento de
seqiiéncia mostrando os dados gque demonstram os miR-208
alveja o Thrapl. Os repdrteres de luciferase com uma
sequéncia de miR-208 anti-sentido (sensor de miR-208) ou
UTRs 3’ de Hemoglobina-f3 (Hbb) e hormbénioc da tiredide
associado & proteina 1 (Thrapl) (Figura 18A) ou quatro
codpias de sitios de ligagdo de miR-208 suposto de Thrap 1
da UTR 3’ (Figura 18B) foram fixados diretamente a jusante
do gene luciferase e foram co-transfectados com quantidades
crescentes de miR208 pCDNA3.1 em células 293T. O sensor de
miR208, os repdrteres de Thrapl e 4x Thrapl eram ambos
reprimidos de uma maneira dependente da dose, engquanto o
CSNK de <controle negativo nd3o foi mudado de forma
significativa. A Figura 18C mostra a sequéncia de miR-208
madura (Id. de Seq. n°:4) ligado ao sitio alvo de miR-208
previsto dentro da UTR 3’ do gene Thrapl de humano (Id. de
Seq. n°:38) e camundongo (Id. de Seq. n°:39). Note a
regido de semente alvo perfeitamente conservada dentro de
ambos os alvos previstos (o 2° e 8° nucleotideos na
extremidade 5’ de miR-208).

A Figura 19 mostra um modelo de regulagdo de miR-208
da troca de isoforma de cadeia pesada de miosina cardiaca.
Os receptores nucleares de hormdnio da tiredide (TR) ligam-
se &as sequéncias dos Elementos Receptores da Tiredide
(TREs) dentro dos promotores dos genes a-MHC e [B-MHC. O
promotor de o-MHC contém uma ligagdo de TRE-completa por
dois TRs, enquanto que o B-MHC possui sua ligagdo por um
{inico TR em uma metade de TRE. Os mondmeros de TR e dimeros
podem ambos heterodimerizar com o complexo de TRAP, um

cofator de TR. O hormbénio da tiredide (T;) liga TRs e inibe
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a transcrigdo de P-MHC enquanto induz a expressdo de a-MHC.
MiR-208 é concorrentemente expressado com uma proteina o-
MHC e é previsto para regular a tradugdo de Thrapl, a maior
subunidade do complexo de TRAP. Acredita-se que o miR-208 &
um componente de um ciclo de reagdo negativa que regula a
expressdo da isoforma de cadeia pesada de miosina cardiaca
através da inibig¢do da sinalizacgdo do Ts.

As Figuras 20A e 20B mostram dados da analise de
arranjo de mwmiRNA de miasculo esquelético danificado
/regenerado. A Figura 20A mostra dos dados de miRNAs que
sdo regulados para baixo em masculo danificado. A Figura
20B mostra dos dados de miRNAs que sdo regulados para cima
em masculo danificado.

A Figura 21 lista as seqiéncias exemplares para Id. de
Seqg. n°%:6-9. 6-9.

A Figura 22 mostra os dados que demonstram a expressdo
de miR-1 na diferenciag¢do de células satélites de misculo
esquelético usando um sensor de miRNA. As células satélites
expressando estavelmente o sensor de miRNA (dsRed::miR-1)
ou o sensor de mutante (dsRed: :miR-1-Muteina) foram
induzidas para diferenciar através de transferéncia em meio
de diferenciag¢do, em que bFGF foi removido, e imagens foram
obtidas usando-se fluorescéncia para mostrar a expressdo do
gene repdrter dsRed (dsRed::miR-1) ou da cadeia pesada de
miosina do gene marcador de diferenciagdo do masculo
(MF20) . Baixa expressado de dsRed nas células de
diferenciag¢do expressada do sensor indica a expressdo de
miR-1 naquelas células. DAPI mancha o nGcleo celular.

As Figuras 23A e 23B mostram dados gque demonstram o

estabelecimento do sistema de expressd3o de miR-1/206
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(Figura 23*) e sensor de miR-1/206 (Figura 23B). A Figura
23A mostra um diagrama da construg¢do da expressio para a
expressdo do miR-1/206 e proteina GFP (Figura 23A, painel
esquerdo) . A anadlise de Northern blot mostra a expressao de
miR-1 (Figura 23a, painel direito). A Figura 23B demonstra
a repressdo de um sensor de miR-1/206 por miR-1 em 293
células. 293 células expressando de forma estavel o sensor
de miR-1/206 foram transfectadas com vetor de expressdo
para miR-1/206 (SDSA::miR-1) e as imagens foram obtidas
usando-se contraste de fase (293 células) ou fluorescéncia
para mostrar a expressao no gene repdrter dsRed
(dsRed: :miR-1) ou miRNA::GFP (SDSA::miR-1) ou sobreposigido
de ambos (sobreposigdo). Note que a expressdo do sensor de
dsRed e miR-1 €& exclusiva, indicando gue miR-1 reprime
especificamente a expressio do repdbrter do sensor.

As Figuras 24A e 24B descrevem os dados mostrando a
repressdo de UTRs 3’ de Pax7 e BDNF por miR-1/206. A Figura
24A é um alinhamento de seqU@éncia de UTR de Pax7 de
camundongo (Id. de Seqg. n°:40-41) com miR-1 (Id. de Seq.
n°:1) e miR-206 (Id. de Seq. n°:3). A Figura 24B divulga
graficos mostrando que os repdrteres de luciferase contendo
ou UTR 3’ de Pax7 de camundongo ((Luc-Pax7::UTR) ou seu
mutante (Luc-Pax7::UTR-M) ou UTR 3’ de BDNF (Luc-BDNF: :UTR)
ou seu mutante (Luc-BDNF::UTR-M) foram cotransfectados com
os vetores de expressdao de miRNA indicados. A atividade de
luciferase foi determinada 48 horas apds a transfecg¢do. Os
dados representam o desvio padrdao = médio de pelo menos
trés experimentos independentes em duplicata. Note que miR-
1/206 reprime fortemente a expressdo de repdrteres de UTR

3’ de Pax7 e BDNF.
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As Figuras 25A-25C mostram gque a miR-1/206 inibe a
expressdo de Pax7, mas ndo de Pax3, em células satélites. A
Figura 25A é uma andlise de Northern blot da expressdo de
Pax7, demonstrando que os niveis de transcri¢des de mRNAs
de Pax7 ndo sdo inibidos por UTRs 3’. A Figura 25B & uma
andlise de Northern blot demonstrando que o nivel de
proteina de Pax7, mas ndo de Pax3, é menor em células
satélites superexpressadas de miR-1/206. A Figura 25C
mostra imagens obtidas usando-se contraste de fase (painéis
fase/contraste) ou fluorescéncia para mostrar a expressao
das proteinas Pax7 ou Pax3 (painéis de Pax7 e Pax3) ou
miRNA: : GFP (painéis SDSA: :miR-1/206) ou sobreposigio
(painéis sobrepostos) em células satélites de masculo
esquelético. Note que a expressao de Pax7, mas nao aquela
de Pax3, é inibida por miR-1/206.

A Figura 26 mostra que a miR-1/206 inibe a expressédo
de BDNF, mas nao de GDNF, em células satélites. As imagens
foram obtidas usando-se contraste de fase (painéis
fase/contraste) ou fluorescéncia para mostrar a expressao
das proteinas BDNF ou GDNF (painéis de BDNF e GDNF) ou
miRNA: : GFP (painéis SDSA::miR-1/206) ou sobreposigdo
(painéis sobrepostos) em células satélites de mGsculo
esquelético. Note que a expressdo de BDNF, mas ndo de GDNF,
é inibida por miR-1/206.

As Figuras 27A e 27B mostram que miR-1/206 inibe a
proliferagdo de célula satélite. A Figura 27A mostra as
imagens de célula satélite obtidas usando-se contraste de
fase ou fluorescéncia para mostrar o indice de proliferagdo
celular conforme sinalizado por BrdU (painéis de BrdU) ou

miRNA: : GFP (painel de SDSA::miR-1+4+206). Menos células
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positivas para BrdU foram observadas em células satélites
superexpressadas de miR-1/206. A Figura 27B é um grafico
mostrando os resultados de experimentos onde as células
manchadas positivas para BrdU foram contadas em controle e
células satélites superexpressadas de miR-1/206 e os dados
sdo apresentados como a relagdo de células positivas para
BrdU contra as células totais.

As Figuras 28A e 28B mostram que miR-1/206 melhora a
diferenciagdo de célula satélite. As Figuras 28A e 28B
mostram os resultados de experimentos onde as células
satélites superexpressam de forma estavel ou miR-1/206
(SDSA-miR-1+206) ou GFP (controle),rentéo sdo transferidas
ao meio de diferenciag¢do, onde DbFGF foi removido, por 24
horas (Figura 28A) ou 48 horas (Figura 28B) antes da mancha
imunohistoquimica para cadeia pesada de miosina (MyHC).
Note a mancha de MyHC melhorada em células superexpressadas
de miR-1/206. DAPI marca o nicleo celular.

A Figura 29 & um grafico mostrando os resultado de
experimentos onde a superexpressdo de miR-1/206 melhora a
cinética de diferenciag¢do de célula satélite. As células
satélites ou superexpressam miR-1/206 (s ) ou GFP (controle,
+ ) onde foram postas em cultura em meio de crescimento ou
transferidas ao meio de diferenciacdao, onde DbFGF foi
removido, em diferentes momentos (0, 12, 24, 36 e 48 horas)
e as células positivas para cadeia pesada de miosina (MyHC)
foram pontuados. ©Os resultados foram apresentados como
relagbes de células positivas para MyHC contra células
totais.

A Figura 30 mostra um modelo para miR-1/206 na

regulagcdo da proliferagdo e diferenciagdo de célula
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satélite de mGsculo esquelético.

BREVE DESCRICAO DAS TABELAS

A Tabela 1 & uma lista de abreviagdes de nucleotideo
de uma letra aqui usada.

A Tabela 2 mostra o efeito na proliferagdo e
diferenciac¢do miogénica por miR-1 e miR-133. Os mioblastos
C2C12 em cultura em meio de crescimento (GM) foram
eletroporados com diplices de miRNA de filamento duplo ou
oligos anti-sentido de 2’'-o-metil para miR-1, miR-133 ou
GFP como um controle negativo. 36 horas mais tarde, GM foi
substituido com meio de diferenciag¢do (DM) por 8, 12 e 24
horas e as células foram fixadas para analise de
imunohistoquimica usando-se anticorpos contra miogenina,
fosfo-histona H3 e cadeia pesada de miosina (MHC). As
células positivas foram contadas a partir de 5.000 cé&lulas
coradas com DAPI de um campo aleatoriamente escolhido. Os
ensaios foram executados tré€s vezes independentemente com
resultados comparaveis.

A Tabela 3 lista o©os nomes e sequéncias dos
oligonucleotideos aqui divulgados.

BREVE DESCRIGAO DA LISTAGEM DE SEQUENCIA

A Listagem de Sequéncia divulga, entre outras coisas,
as sequéncias de varios miRNAs, especificamente miR-1, miR-
133, miR-206, miR-208, miR-22, miR-26, miR-29, miR-30, miR-
128, miR-143 e miR-145 (I4. de Seq. nes: 1-11,
respectivamente) assim como as sequéncias de
polinucleotideo adicionais aqui divulgadas. Em alguns casos
as seqliéncias de RNA sdo apresentadas na forma de DNA (isto
é, com timidina presente em vez de uracila), €& compreendido

ue estas sequiéncias sao também objetivadas ara
P
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corresponder as transcri¢des de RNA destas seqUéncias de
DNA (isto &, com cada T substituido por um U).

DESCRIGCAO DETALAHADA

Esta aqui divulgado a determinagdo que miRNAS
particulares podem modular a expressdo de genes especificos
em midécitos que afetam a diferenciagdo e/ou proliferagéo
dos midcitos. Esta descoberta possui aplicacgdes
terapéuticas, conforme aqui divulgado, incluindo o
tratamento de dano muscular possuindo uma ampla variedade
de causas, tais como, por exemplo, trauma muscular
mecanico, doengas degenerativas musculares e ataques
cardiacos. A aplicagdo das descobertas divulgadas aqui
também inclui modular a expressio de um ou mais genes
especificos em midcitos utilizando miRNAs possuindo
especificidade para os genes, e em seguida, modular a
funcionalidade dos midcitos, tal como, por exemplo,
diferenciacdo e/ou proliferagdo dos midébcitos. miRNAs nao
limitantes exemplares TUteis com o assunto presentemente
divulgado incluem miRNA-1, miRNA-133, miRNA-206 e miRNA-
208.

Por exemplo, miRNA-1 (miR-1) e miRNA-133 (miR-133),
que estdo agrupados no mesmo Jloci cromossomial, sdo
transcritos juntos de uma maneira tecido-especifica durante
o desenvolvimento. miR-1 e miR-133, cada um, executa uma
funcao diferente na modulagao da proliferagdo e
diferenciacdo de wmwisculo esquelético em mioblastos em
cultura in vitro e em embrido Xenopus in vivo. miR-1
promove a miogénese tendo como alvo a histona desacetilase
4 (HDAC4), um repressor transcricional da expressdao do gene

do misculo. Contrariamente, miR-133 melhora a proliferagdo
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de mioblasto reprimindo o fator de resposta do soro (SRF).
Os resultados revelam, para o primeiro momento, dque dois
miRNAs maduros, derivados do mesmo policistron de miRNA e
transcrito junto, pode executar fungdes bioldégicas
distintas. A presente divulgagdo fornece desta forma
mecanismos moleculares em gue os miRNAs participam em
circuitos transcricionais que controlam a expressao do gene
do misculo e o desenvolvimento embridnico.

Um outro exemplo ndo limitante, a expressdao de Thrapl
é provavelmente regulada por miR-208. A UTR 3’ de Thrapl
contém dois sitios de ligag¢do de miR-208 previstos (Figura
18). Os dois alvos estdo localizados ~80 bp a jusante do
cédon de parada de Thrapl e estdo separados entre si por
apenas ~50 bp. Ambos os alvos sdo perfeitamente
complementares com a regido de semente de miR-208. O gene
Thrapl codifica para TRAP240, uma subunidade de 240 kd do
complexo de TRAP (proteina receptora de hormdnio da
tiredide) que é ubiquitariamente expressado. TRAP & um
complexo de proteina de multisubunidade que & um coativador
para receptores nucleares e os membros da familia de TRAP
sdo importantes para o desenvolvimento adequado. Assim,
miR-208 pode regular a produgdo de TRAP240 e promovem a
diferenciagdo de cardiomidécito dependente de hormdnio.

1. Consideragdes Gerais

Descobriu-se que primeiro miRNA descrito, o gene lin-
4, que controla o tempo de desenvolvimento da larva C.
elegans, produz de forma inesperada um RNA ndo codificador
longo de 21 nucleotideos gque suprime a expressdo da
proteina lin-14 sem afetar de forma visivel os niveis de

mRNA lin-14. Descobriu-se gque este pequeno RNA tem como
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alvo sitios complementares na regido ndo traduzida 3’ (UTR
3/) de 1in-14*°"°°., Embora este fendmeno tenha sido
inicialmente tratado como uma singularidade genética e
efetivamente ignorada, é agora calculado que existem
centenas de pequenos RNAs, agora chamados de miRNAs,
similares a lin-4 nos genomas de espécies divergentes e
regulam a tradugdo de mRNAs complementares. Embora relatos
recentes sugiram fun¢des para alguns miRNAsS nos processos
bioldgicos notavelmente diversos, a maioria permanece
amplamente ndo caracterizada.

1A. Biogénese & Mecanismo de miRNA

Um modelo geral para a biogénese de miRNA é descrito
na Figura 13. miRNAs maduros sdo ~22 nucleotideos (nt) de
comprimento que foram processados a partir de transcrigdes

mais longas®'’'®2.

miRNAs primarios (pri-miRNAs) podem sexr
transcritos por RNA Pol II como unidades transcricionais
independentes ou podem originar-se de 1introns unidos de
genes hospedeiros®®. A rota de processamento de miRNA pode
comegar com a clivagem nuclear de pri-miRNA por
endonuclease RNAse III Drosha, que produz um mMiRNA-
precursor intermedidrio longo de ~70 nt (pre-miRNA) que
possui uma estrutura de haste-alg¢a®. A exportina-5
reconhece o corte escalonado deixado pela clivagem de
Drosha e exporta o pre-miRNA ao citoplasma de uma maneira

dependente de Ran-GTP** %%,

Uma vez no citoplasma, ambos os
filamentos do pre-miRNA podem ser clivados por Dicer, uma
outra enzima RNAse IT, aproximadamente duas voltas

helicoidais distante da base da haste-alcga®' ¢,

O duplice
de RNA de ~22 mer resultante é liberado por Dicer e um

braco de haste Gnico pode ser incorporado no RISC (complexo
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P

de silenciamento induzido por RNA). RISC & um complexo de
ribonucleoproteina gque contém elementos da familia da
proteina Argonauta e fatores acessdérios, junto com um miRNA
e mMRNA alvo. As estabilidades térmicas relativas do duplice
de brago de haste sdo pensadas para determinar que o
filamento torna-se incorporada em RISC: o filamento que
entra no RISC é freqlentemente aquele que a extremidade 5’

é menos estavel®® 5,

A inibig¢do da tradugdao & mediada pela
complementaridade de miRNA &(s) seqiéncia(s) alvo dentro da
UTR 3’ do mRNA alvo por um mecanismo ainda

desconhecido®®¢7.

Geralmente, a complementaridade
imperfeita resulta na supressdo da tradugdao enquanto a
complementaridade perfeita ou quase perfeita resulta na
clivagem de mRNA®®. Muitos aspectos da biogénese de miRNA,
tridnsito, montagem de RISC e o mecanismo de fun¢do do RISC
esperam esclarecimento, entretanto estudos funcionais de
miRNAs especificos e andlises genética e biogquimica dos
componentes da rota de miRNA mostraram que os miRNAs sao
importantes em diversos processos bioldgicos.

1B. miRNAs em Desenvolvimento

O desenvolvimento de um organismo multicelular requer
controle espacial e temporal das rotas genéticas. miRNAs
sdo propostos para controlar ou focar aquelas rotas
genéticas do complexo por regulagdo pds-transcricional de
genes alvo. Um método para determinar a necessidade de
miRNAs no desenvolvimento animal tem sido criar mutagdes em
Dicer, uma enzima a montante requerida para o processamento
de miRNAs a sua forma ativa madura. Acredita-se que oOs
vertebrados tenham apenas uma Unica cépia de Dicer, que é

provavelmente exigida para processar completamente todos os
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. 2,63,
miRNAs de vertebrado®? %367,

Em camundongos, a ablagao da
funcdo Dicer resultou em letalidade prdéxima ao dia
embridnico (E) 7.5%°. O camundongo invalido Dicer ndo
expressa o marcador de 1linha primitiva T (brachyury),
indicando que o desenvolvimento era provavelmente impedido
antes do corpo ser configurado durante a gastrulagao.
Tamanho de membro diminuido e morte de célula programada
aumentada resultaram da perda condicional da fungdo de
Dicer especificamente no mesoderma do membro do
camundongo’®. O bloqueio de forma completa da formagdo de
miRNA em peixe zebra tornando-se os mutantes de Dicer
maternal-zigdtico revelou que a perda de miRNAs ndo afeta a
formagcdo do eixo ou a padronizagdo de muitos tipos de
célula nos embrides. Entretanto, a morfogénese durante a
gastrulagao, formagao de cérebro, somitogénese e
desenvolvimento do corag¢do todos provaram ser anormais e
resultou em letalidade. Coletivamente, a andlise genética
da funcdo de Dicer sugere dgque os miRNAs maduros sao
exigidos para o desenvolvimento adequado. Estudos qgue
removem todas as fungdes de miRNA sdao informativos,
entretanto eles sdo também ferramentas diretas e ndo
fornecem percepg¢do dentro das fungdes precisas de miRNAs
especificos.

1C. Fungdes Bioldgicas de miRNAs Especificos

H& uma quantidade crescente de evidéncias gque sugerem
que os miRNAs participam em diversos processos bioldgicos.
Em células das ilhotas pancredticas, a superexpressdo de
miR-375 suprimiu a secregdo da insulina induzida por
glicose, embora a inibigdo de miR-375 enddgeno melhorou a

secrecdo de insulina’®. Uma superexpressdao similar e
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estratégia de inibigdo identificaram uma fung¢do para o miR-
143 na diferenciagdo de adipbdcito através da regulagdo da
expressdo de proteina ERK5’?. Em um outro exemplo, um gene
de miRNA policistrdédnico codificando para 5 miRNAs foi
ligado & tumorigénese’. Outras fun¢gdes para os miRNAs

foram propostas em hematopoiese’?, diferenciacgdo

76,77 78,79
1 .

neurona e a regulagao da expressao do gene Hox

HA agora mais de 300 miRNAs humanos conhecidos,
entretanto apenas a um punhado tem sido designada uma
funcao Dbioldgica. Estudos de wmiRNAs especificos sdo
exigidos para a compreensido da prevaléncia e importéncia da
regulagdo mediada por miRNA no desenvolvimento e patologia.
O assunto presentemente divulgado fornece para um primeiro
momento uma fungao para miRNAs na regulagao da
diferenciagdo e proliferag¢do muscular.

1D. miRNAs no Desenvolvimento do Coragédo

A cardiogénese requer o controle preciso de programas
genéticos diferentes, assim é intrigante especular que os
miRNAs cardiacos-enriquecidos expressos de maneira
diferencial podem ajudar a regular ‘aquelas rotas do
complexo. Tais padrdes de expressdo tecido-especifico sé&o
divulgados aqui pelo assunto presentemente divulgado para
varios miRNAs. miR-1 e miR-133 sdo expressados em ambos os
tecidos de misculo esquelético e cardiaco, embora o miR-208
seja detectado somente em tecido do misculo cardiaco. Antes
da presente divulgagdo, as fungdes destes miRNAs masculo-
especifico ndo eram claras.

1E. Identificagdo do miRNA alvo

A identificagdo dos miRNAs alvos especificos facilita

a compreensdo de sua fungdo precisa nas rotas reguladoras.
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A maior parte dos miRNAs animais sdo imperfeitamente
complementares a seu sitio alvo, que frusta o uso de
pesquisas de homologia simples para identificar os sitios
alvos do miRNA animal. Para superar este obstaculo, varios
métodos computacionais foram desenvolvidos os quais
incorporam a conservagdo da sequéncia e as caracteristicas
de miRNA alvo conhecidos como critérios para predizer novos

alvos de miRNA animal®°-%°

. Por exemplo, alguns algoritmos
levam em conta que a maioria dos miRNAs exibiu alta
complementaridade entre o segundo e o oitavo nucleotideo
dentro de sitios alvo validados, o qual & chamado de regido
de ‘“semente”. Outros algoritmos ndo o fazem, uma vez que,
em alguns casos, a complementaridade na extremidade 3’ de
um mMiRNA pode compensar a fraca ligagdo da extremidade 5'.
Estes algoritmos também classificam progndsticos pela
conservagdo da sequUéncia alvo através de duas ou mais
espécies em relagdo as regides de flanqueamento. Estes
tipos de métodos computacionais tém previsto de forma bem
sucedida alguns. sitios alvo de miRNA de mamifero. As
previsdes produzidas para qualquer miRNA particular guase
certamente contém falsos positivos. Entretanto, as
previsdes sdo extremamente Gteis como geradores de
hipbétese. Qualquer previsdao pode ser verificada
experimentalmente e situada dentro de um contexto bioldgico
relevante.

1F. Importéncia

H& correntemente varias &areas ativas na pesquisa de
miRNA que procuram compreender os mecanismos moleculares
precisos por tras da repressdao direcionada a miRNA, para

desenvolver melhores ferramentas para analisar a expressdo
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de miRNA e identificagdo de sitios alvo, e para determinar
as funcgdes biologicamente relevantes para miRNAS
especificos dentro de rotas reguladoras.

O desenvolvimento do coragdo e a patologia estdo
intimamente 1ligados & regulagdao das complexas rotas
genéticas, e muito esfor¢o tem sido feito na tentativa de
compreender estas rotas. Muitos estudos tém focado na
fungdo dos fatores de transcrigdo e seqUéncias melhoradoras
regulatdrias exigidas para a transcrigdo do gene cardiaco.
Foi provado que a regulagdo da expressdo do gene cardiaco é
bastante complexa, com genes cardiacos individuais sendo
controlados por miltiplos melhoradores independentes que
direcional padrdes de expressdo muito restritos no coracgdo.
Potencialmente, os miRNAs aumentaram dramaticamente esta
complexidade ainda mais se adicionando uma outra camada de
regulagdo no nivel pds-transcricional. @) assunto
presentemente divulgado fornece, em parte, uma nova
compreensdo de como a expressdo do gene do misculo cardiaco
e esquelético € regulada e divulga aplicagdes terapéuticas
e de pesquisa para das descobertas. Também, as descobertas
relacionadas ao controle de miRNA da diferenciacdo e
proliferagdo do misculo aqui divulgadas servem como um
modelo para compreensdo da fun¢do dos miRNAs em outras
rotas também.

II. Definigdes

Por conveniéncia, certos termos empregados na
especificagdo, exemplos e reivindica¢des em anexo estdo
aqui coletados. Embora se acredite que os seguintes termos
sejam bem compreendidos por qualquer um habilitado na

técnica, as seguintes definig¢des sdo expostas para



10

15

20

25

30

31/138

facilitar a explicagdo do assunto presentemente divulgado.

A menos que de outra forma definido, todos os termos
técnicos e cientificos wusados aqui possuem OS MEesSMmMOS
significados conforme comumente compreendido por qualquer
um habilitado na técnica a qual o assunto presentemente
divulgado pertence. Embora gquaisquer métodos, dispositivos
e materiais similares ou equivalentes aqueles aqui
descritos possam ser usados na pratica ou teste do assunto
presentemente divulgado, os métodos, dispositivos e
materiais representativos sdo agora descritos.

Seguindo a antiquada convengdo da lei de patente, os
termos “um”, “uma”, e “o/a” refere-se a “um ou mais” quando
usado neste pedido, incluindo as reivindicag¢des. Assim, Os
artigos, “um”, “uma”, e “o/a” sdo usados aqui para se
referir a um ou a mais de um (isto &, a pelo menos um) do
objeto gramatical do artigo. Por meio de exemplo, “um
elemento” refere-se a um elemento ou a mais de um elemento.

Conforme aqui usado, o termo “aproximadamente”, gquando
se referindo a um valor ou a uma quantidade de massa, peso,
tempo, volume, concentragdo ou percentagem pretende
abranger variag¢des em algumas modalidades + 20% ou + 10%,

em algumas modalidades

+

5%, em algumas modalidades + 1%,
em algumas modalidades + 0.5%, e em algumas modalidades =+
0.1% da quantidade especificada, como tal as variagdes sdo
apropriadas para praticar o assunto presentemente
divulgado. A menos que de outra forma indicado, todos os
nameros que expressam quantidades de ingredientes,
condigbes de reagdo e assim por diante, usados na
especificagdo e reivindicag¢des sdo para serem compreendidos

como sendo modificados em todos os exemplos pelo termo
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“aproximadamente” . Consequentemente, a menos que indicado
de modo contrario, os parametros numéricos expostos nesta
especificagdo e reivindica¢gdes em anexo sdo aproximagdes
que podem variar dependendo das propriedades desejadas
objetivadas para serem obtidas pelo assunto presentemente
divulgado.

Conforme aqui usado, os termos “aminocacido” e “residuo
de aminoacido” s3o wusados de forma intercambiavel e
referem-se a qualquer um dos vinte aminoacidos que ocorrem
naturalmente, assim como anadlogos, derivados e congéneros
destes; os andlogos de aminoacido possuindo cadeias
laterais variadas; e todos os estereoisbOmeros de qualquer
um dos precedentes. Assim, o termo “aminoacido” é
objetivado para abranger todas as moléculas, se naturais ou
sintéticas, que incluem tanto uma funcionalidade de
aminoacido quanto uma funcionalidade de &acido e sao capazes
de ser incluidas em um polimero de aminodcidos que ocorrem
naturalmente.

Um aminodcido pode ser formado sob digestdo quimica
(hidrdélise) de um polipeptideo nas suas ligagdes de
peptideo. Os residuos de aminoacido aqui descritos estéo,
em algumas modalidades, na forma isomérica “L
Entretanto, residuos na forma isomérica “D” podem ser
substituidos por qualquer residuo de amincdcido na forma L
(L-aminoacido), contanto que a propriedade funcional
desejada seja mantida pelo polipeptideo. NH, refere-se a um
grupo amino 1livre presente na termina¢do amino de um
polipeptideo. COOH refere-se a um grupo carboxi 1livre
presente na terminag¢do carboxi de um polipeptideo. De

acordo com a nomenclatura de polipeptideo padrdo, as
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abreviacdes para os residuos de aminodcido sdo mostradas na
forma de tabela apresentada aqui acima.

Nota-se que todas as sequéncias de residuo de
aminodcido aqui representadas pelas férmulas possuem uma
orientacdo da esquerda para direita na diregdo convencional
da terminacdo amino para a termina¢do carboxi. Além disso,
as expressdes “aminodcido” e ‘“residuo de aminoacido” sdo
amplamente definidas para incluir aminodcidos modificados e
ndo usuais.

Além disso, nota-se gque um trago mno inicio ou
extremidade de uma sequéncia de residuo de aminoacido
indica uma ligag¢do de peptideo a uma seqUéncia adicional de
um ou mais residuos de aminocdcido ou uma ligagdo covalente
a um grupo terminal amino tal como NH; ou acetil ou a um
grupo terminal carboxi tal como COOH.

Conforme aqui usado, o termo “célula” & usado em seu
sentido biolégico usual. Em algumas modalidades, a célula
estia presente em um organismo, por exemplo, um individuo
vertebrado. A célula pode ser eucaridtica (por exemplo, um
midcito, tal como um midcito esquelético ou um midcito
cardiaco) ou procaridética (por exemplo, uma bactéria). A
célula pode ser de origem somdtica ou de linha de germe,
totipotente, pluripotente ou diferenciada em qualquer
grau, em divisdo ou ndo. A célula pode também ser derivada
de ou pode compreender um gameta ou embrifo, uma célula
tronco, ou uma célula completamente diferenciada.

Conforme aqui usados, os termos “células hospedeiras”
e “células hospedeiras recombinantes” sdo usados de forma
intercambidvel e —referem-se a células (por exemplo,

s o=

midcitos) dentro das dquais as composigdes do assunto
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presentemente divulgado (por exemplo, um vetor de expressdo
codificando um miRNA) podem ser introduzidas. Além disso,
os termos referem-se ndo apenas a célula particular dentro
das quais uma construgdo de expressdo € 1inicialmente
introduzida, mas também & geragdo ou geragado potencial de
tal célula. Porque certas modificagdes podem ocorrer em
geracdes subseqlentes devido &a mutagdo ou influéncias
ambientais, tal geracgdo ndo pode, de fato, ser idéntica a
célula m3e mas ainda estda inclusa no escopo do termo
conforme aqui usado.

Conforme aqui usado, o termo “gene” refere-se a um
dcido nucleico que codifica um RNA, por exemplo, seqténcias
de &cido nucleico incluindo, mas nao limitadas, aos genes
estruturais codificando um polipeptideo. O termo “gene”
também se refere a qualquer segmento de DNA associado com
uma fung¢do bioldgica. Como tal, o termo “gene” abrange
seqUiéncias incluindo mas ndo limitadas a: uma sequéncia
codificadora; uma regiao promotora; uma sequéncia
reguladora transcricional; um segmento de DNA ndo
expressado que & uma sequéncia de reconhecimento especifica
para as proteinas reguladoras; um segmento de DNA ndo
expressado que contribui para expressdo do gene, tal como,
por exemplo, um segmento de DNA que pode ser transcrito em
uma regido ndo traduzida 3’ de um mRNA, que é em seguida
tido como alvo e ligado por miRNAs do assunto presentemente
divulgado; um segmento de DNA designado para ter os
pardmetros desejados; ou combinagdes destes. Um gene pode
ser obtido por uma variedade de métodos, incluindo clonagem
a partir de uma amostra bioldgica, sintese baseada em

informacdo de seqléncia conhecida ou prevista, e derivagdo
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recombinante a partir de uma ou mais seqﬁéncias existentes.

Como €& compreendido na técnica, um gene compreende
tipicamente um filamento codificador e wum filamento ndo
codificador. Conforme aqui usado, os termos “filamento
codificador” e “filamento sentido” sdo usados de forma
intercambidvel, e referem-se a uma seqiéncia de acido
nucleico que possui a mesma seqiéncia de nucleotideos de um
mRNA do qual o produto do gene é traduzido. Como & também
compreendido na técnica, gquando o filamento codificador
e/ou o filamento senso & usado para se referir a uma
molécula de DNA, o filamento codificador/sentido inclui
residuos de timidina em vez dos residuos de wuridina
encontrados no mRNA correspondente. Adicionalmente, gquando
usado para se referir a uma molécula de DNA, o filamento
codificador/sentido pode também incluir elementos
adicionais ndo encontrados no mRNA incluindo, mas ndo
limitados a promotores, melhoradores e introns.
Similarmente, os termos “filamento modelo” e “filamento
anti-sentido” sdo usados de forma intercambiavel e referem-
se a uma sequéncia de acido nucleico que & complementar ao
filamento codificador/sentido. Deve-se notar, entretanto,
que para aqueles genes que ndo codificam produtos de
polipeptideo, por exemplo, um gene de miRNA, o termo
“filamento codificador” €& wusado para se referir ao
filamento compreendendo o miRNA. Neste uso, o filamento
compreendendo o miRNA é um filamento sentido com relagdo ao
precursor de miRNA, mas serad anti-sentido com relagdo ao
seu RNA alvo (isto &, o miRNA hibridiza para o RNA alvo
porque ele compreende uma sequéncia que é anti-sentido ao

RNA alvo).
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Conforme aqui usado, os termos “complementaridade” e
“complementar” refere-se a um &acido nucleico que pode
formaf uma ou mais liga¢des de hidrogénio com uma outra
seqiiéncia de &cido nucleico por Watson-Crick tradicional ou
outros tipos de interac¢des ndo tradicionais. Com referéncia
as moléculas nucleicas do assunto presentemente divulgado,
a energia 1livre de 1ligagdo para uma molécula de &cido
nucleico com sua seqUéncia complementar & suficiente para
permitir que a fungdo relevante do &acido nucleico proceda,
em algumas modalidades, a atividade da ribonuclease. Por
exemplo, o grau de complementaridade entre os filamentos
sentido e anti-sentido de um precursor de miRNA pode ser o
mesmo ou diferente do grau de complementaridade entre o
filamento contendo miRNA de um precursor de miRNA e a
sequéncia de acido nucleico alvo. A determinagdo das
energias livres de 1ligag¢do para as moléculas de Aacido
nucleico & bem conhecida na técnica. Veja, por exemplo,
Freier e outros, 1986”7 Turner e outros, 198732,

Conforme aqui usado, a expressdao “complementaridade
percentual”, “identidade percentual” e “indéntico
percentual” sdo usados de forma intercambiavel aqui se
referem ao percentual de residuos contiguos em uma molécula
de &acido nucleico que podem formar ligag¢des de hidrogénio
(por exemplo, pares de base de Watson-Crick) com uma

segunda sequéncia de &acido nucleico (por exemplo, S5, 6, 7,

X

8, 9, 10 de 10 sendo 50%, 60%, 70%, 80%, 90% e 100%
complementares) . Os termos *100% complementares”,
“totalmente complementar” e “perfeitamente complementar”
indicam que todos os residuos contiguos de uma seqiéncia de

dcido nucleico podem fazer 1ligagdo de hidrogénio com o
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mesmo numero de residuos contiguos em uma segunda sequéncia
de &cido nucleico. Como miRNAs sdao aproximadamente 17-24
nt, e até 5 ndo emparelhados (por exemplo, 1, 2, 3, 4 ou 5
nio emparelhados) sdo tipicamente tolerados durante a
modulacdo direcionada por miRNA da expressdo do gene, uma
complementaridade percentual de pelo menos cerca de 70%
entre um mMiRNA e o RNA ao qual ele é dirigido deve ser
suficiente para o miRNA modular a expressdo do gene a
partir do qual o RNA alvo foi derivado.

O termo ‘expressdo do gene” Jgeralmente refere-se aos
processos celulares pelos quais um polipeptideo
biologicamente ativo & produzido a partir de uma seqiéncia
de DNA e exibe uma atividade bioldgica em uma célula. Como
tal, a expressdo do gene envolve o0s processos de
transcricio e tradugdo, mas também envolve processos pds-
transcricionais e pds-tradugdo gque podem influenciar uma
atividade bioldgica de um gene ou produto de gene. Estes
processos incluem, mas ndo estdo limitados a sintese de
RNA, processamento e transporte, assim como a sintese de
polipeptideo, transporte e modificagdo pds-traducional de
polipeptideos. Adicionalmente, os processos que afetam as
intera¢des proteina-proteina dentro da célula podem também
afetar a expressdo do gene como definido aqui.

Entretanto, no caso de genes gque ndo codificam
produtos de proteina, por exemplo, os genes de miRNA, o
termo ‘“expressdo de gene” refere-se aos processos pelos
quais um precursor de miRNA é produzido a partir do gene.
Tipicamente, este processo é referido como transcrigdo,

embora diferente da transcrigdo dirigida pela RNA

polimerase II para os denes codificando proteina, oOs
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produtos da transcrigdo de um gene de miRNA ndo sé&o
traduzidos para produzir uma proteina. Apesar de tudo, a
produgdo de miRNA maduro a partir de um gene de miRNA €&
abrangida pelo termo “expressdo do gene” como aqguele termo
é aqui usado. -

Conforme aqui usado, o termo “isolado” refere-se a uma
molécula substancialmente livre de outros acidos nucleicos,
proteinas, lipidios, carboidratos e/ou outros materiais com
os quais ela estd normalmente associada, tal associagao
sendo ou no material celular ou em um meio de sintese.
Assim, o termo “acido nucleico isolado” refere-se a uma
molécula de &cido ribonucleico ou uma molécula de acido
desoxiribonucleico (por exemplo, um DNA gendmico, <¢DNA,
mRNA, miRNA, etc.) de origem natural ou sintética ou alguma
combinac¢do destes, que (1) ndo estd associada a célula na
qual o “acido nucleico isolado” & encontrado na natureza,
ou (2) estd operativamente ligada a um polinucleotideo ao
qual ela ndo esta ligada na natureza. Similarmenté, o termo
“polipeptideo isolado” refere-se a um polipeptideo, em
algumas modalidades preparados a partir de DNA ou RNA
recombinante, ou de origem sintética, ou alguma combinagdo
destes, que (1) nd3o estd associado com proteinas que ele é
normalmente encontrado na natureza, (2) é isolado da célula
em que ele normalmente ocorre, (3) & isolado 1livre de
outras proteinas da mesma fonte celular, (4) é expressado
por um a célula de uma espécie diferente, ou (5) nao ocorre'
na natureza.

O termo “isolado”, quando usado no contexto de uma
“célula isolada”, refere-se a uma célula que foi removida

de seu ambiente natural, por exemplo, como uma parte de um
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6rgdo, tecido ou organismo.

Conforme aqui usado, os termos “marcador” e “marcado”
refere-se a4 fixagdo de uma metade, capaz de detecgdo por
métodos espectroscdpicos, radioldgicos ou outros métodos, a
uma molécula marcadora. Assim, os termos “marcador” ou
“*marcado” refere-se a incorporagao ou fixacgao,
opcionalmente de forma covalente ou ndo covalente, de um
marcador detectavel em uma molécula, tal como um
polipeptideo. Varios métodos de marcag¢dao de polipeptideo
sdo conhecidos na técnica e podem ser usados. Exemplos de
marcadores para polipeptideos incluem, mas ndao estdo
limitados aos seguintes: radioisdtopos, marcadores

fluorescentes, &atomos pesados, marcadores enzimaticos ou

genes repdrteres, grupos gquimioluminescentes, grupos
biotinil, epitopos de polipeptideo pré-determinados
reconhecido por um repdrter secundario (por exemplo,

seqUéncias de par de ziperes de leucina, sitios de ligacgédo
para anticorpos, dominios de 1ligag¢do metdalica, tags de
epitopo) . Em algumas modalidades, os marcadores sdo fixados
por bragos espag¢adores de varios comprimentos para reduzir
o impedimento estérico potencial.

Conforme aqui usado, o termo “modular” refere-se a um
aumento, diminuig¢do, ou outra alteragao de dqualquer, ou
todas, as atividades ou propriedades quimicas e bioldgicas
de uma entidade bioquimica. Por exemplo, o termo “modular”
pode se referir a uma mudanga no nivel de expressdo de um
gene ou um nivel de uma molécula de RNA ou moléculas de RNA
equivalentes codificando uma ou mais proteinas ou
subunidades de proteina; ou a uma atividade de uma ou mais

proteinas ou subunidades de proteina que €& regulada para
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cima ou para baixo, tal que a expressdo, nivel ou atividade
seja maior que ou menor que aqueles observados na auséncia
do modulador. Por exemplo, o termo “modular” pode
significar “inibir” ou ‘“suprimir”, mas o uso da palavra
“‘modular” ndo estia limitado a esta definigdo.

O termo “modulagdo” conforme aqui usado refere-se
tanto a regulagdo para cima (isto &, ativagao ou
estimula¢do) e regulagdo para baixo (isto €&, inibig¢do ou
supressdo) de uma resposta. Assim, o termo “modulagdo”,
quando usado com referéncia a uma propriedade funcional ou

atividade biolégica ou processo (por exemplo, atividade de

enzima ou ligag¢do de receptor), refere-se a capacidade de
regular para cima (por exemplo, ativar ou estimular),
regular para baixo (por exemplo, inibir ou suprimir), ou de

outra forma mudar uma qualidade de tal propriedade,
atividade ou processo. Em certos exemplos, tal regulagdo
pode ser dependente da ocorréncia de um evento especifico,
tal como a ativacdo de uma rota de transdugdo de sinal,
e/ou pode ser manifestada apenas em tipos de célula
particulares.

O termo “modulador” refere-se a um polipeptideo, &cido

nucleico, macromolécula, complexo, molécula, molécula
pequena, composto, espécies ou semelhantes (ocorrendo
naturalmente ou ndo naturalmente), ou um extrato feito de

materiais bioldgicos tais como bactérias, plantas, fungos,
ou células ou tecidos animais, que podem ser capazes de
causar a modulac¢do. Os moduladores podem ser avaliados para
atividade potencial como inibidores ou ativadores
(diretamente ou indiretamente) de uma propriedade

funcional, atividade ou processos bioldgicos, ou uma
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combinag¢do destes (por exemplo, agonista, antagonista
parcial, agonista parcial, agonista inverso, antagonista,
agentes antimicrobianos, inibidores de infecgdo ou
proliferagdo microbiana, e etc.) pela inclusdo em ensaios.
Em tais ensaios, muitos moduladores podem ser selecionados
de uma vez. A atividade de um modulador pode ser conhecida,
desconhecida ou parcialmente conhecida.

Os moduladores podem ser seletivos ou nao seletivos.
Conforme aqui usado, o termo “seletivo” gquando usando no
contexto de um modulador (por exemplo, um inibidor) refere-
se a uma diferen¢a mensuravel ou de outra forma
biologicamente relevante na forma que o modulador interage
com uma molécula (por exemplo, um RNA alvo de interesse)
contra uma outra molécula similar mas ndo idéntica (por
exemplo, um RNA derivado de um elemento da mesma familia do
gene como o RNA alvo de interesse).

Deve ser compreendido gque para um modulador ser
considerado um modulador seletivo, a natureza de sua
interacdo com um alvo ndo necessita inteiramente excluir
sua interag¢do com outras moléculas relacionadas ao alvo
(por exemplo, transcrigdes dos membros da familia que ndo o
préprio alvo). Afirmado de uma outra forma, o termo
modulador seletivo ndao é objetivado para ser limitado
aquelas moléculas que apenas se ligam as transcrigdes de
mRNA de um gene de interesse e ndo para agquelas dos membros
da familia relacionada. O termo é também objetivado para
incluir moduladores que podem interagir com transcrig¢des de
genes de interesse e de membros da familia relacionada, mas
para a qual é possivel projetar condi¢des sob as quais as

interag¢des diferenciais com os alvos contra os membros da
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familia possui um efeito biologicamente relevante. Tais
condigdes podem incluir, mas ndo estdo limitadas . as
diferengas no grau de identidade de seqﬁéncia entre o
modulador e os membros da familia, e o uso do modulador em
um tecido especifico ou tipo de célula que expressa alguns
mas ndo todos os elementos da familia. Sob o 1Ultimo
conjunto de condigdes, um modulador pode ser considerado
seletivo para um dado alvo em um dado tecido se ele
interage com o alvo para causar um efeito biologicamente
relevante apesar do fato de que em um outro tecido gque
expressa membros da familia adicionais, o© modulador e o
alvo ndo .ird3oc interagir para causar um efeito bioldgico de
modo algum porgque o modulador serd “encharcado” do tecido
pela presencga de outros membros da familia.

Quando um modulador seletivo é identificado, o
modulador 1liga-se a uma molécula (por exemplo, uma
transcrigdo de mRNA de um gene de interesse) de uma maneira
que € diferente (por exemplo, mais forte) da maneira que
ele se liga a uma outra molécula (por exemplo, uma
transcrigcdo de mRNA de um gene relacionado ao gene de
interesse). Conforme aqui usado, diz-se gque modulador
apresenta uma “ligagdo seletiva” ou “ligagdo preferencial”
a4 molécula a qual ele se 1liga mais fortemente quando
comparado a alguma outra molécula possivel a&a qual o
modulador pode se ligar.

Conforme aqui usado, os termos “inibir”, “suprimir”,
“regular para baixo” e variantes gramaticais destes séao
usados de forma intercambidvel e referem-se a uma atividade
pela qual o produto do gene (por exemplo, um polipeptideo),

expressdo de um gene, atividade de um polinucleotideo, tal
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como por exemplo um miRNA, ou um nivel de um RNA
codificando um ou mais produto(s) do gene sdo reduzidos
abaixo daqueles observados na auséncia de uma implementagdo
de um métodos do assunto presentemente divulgado.

Em algumas modalidades, a inibi¢do com uma molécula de
miRNA resulta em uma diminuig¢do no nivel de expressdo do
estado estavel de um RNA alvo. Em algumas modalidades, a
inibig¢do com uma molécula de miRNA resulta em um nivel de
expressao de um gene alvo que estd abaixo daquele nivel
observado na presenga de uma molécula inativa ou atenuada
que €& incapaz de regular para baixo o nivel de expressdo do
alvo. Em algumas modalidades, a inibi¢do da expressdo do
gene com uma molécula de miRNA do assunto presentemente
divulgado €& maior na presenga da molécula de miRNA que em
sua auséncia. Em algumas modalidades, a inibic3o da
expressdo do gene estd associada com uma taxa melhorada de
degradagdao do mRNA codificado pelo gene (por exemplo, pela
inibig¢do mediada por miRNA da expressdo do gene). Em
algumas modalidades, a inibi¢do com uma molécula de miRNA
do assunto presentemente divulgado resulta em um nivel de
expressao de um produto de gene a partir de um gene alvo
que esta abaixo daquele nivel observado na auséncia do
miRNA.

Em algumas modalidades, wum miRNA, tal como, por
exemplo, um miRNA enddgeno, pode ser inibido por um
inibidor de miRNA, resultando em um aumento na expressdo de
um gene tido como alvo pelo miRNA, comparado ao nivel de
expressdao do gene (por exemplo, a produgdo de um produto de
gene) quando o miRNA ndo & inibido. Conforme aqui usado, os

termos “inibidor de miRNA” refere-se a uma molécula que
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inibe a atividade de um miRNA.

Em algumas modalidades, um inibidor de miRNA é um
polinucleotideo que hibridiza a um miRNA alvo particular
sob condig¢des especificas, inibindo assim a atividade do
miRNA alvo. As condigdes sob as quais o inibidor de miRNA
pode hibridizar ao miRNA alvo incluem, por exemplo,
condigdes fisioldgicas. O inibidor de miRNA pode se
hibridizar ao miRNA alvo a um grau maior ou menor com base
na complementaridade da sequUéncia de polinucleotideo do
inibidor de miRNA ao polinucleotideo do miRNA alvo. Em
algumas modalidades, o miRNA pode ser totalmente
complementar a todos ou a uma porcdo do miRNA alvo, ou
menos de totalmente complementar, incluindo por exemplo,

99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 90%, 80% ou 70% complementar ao

miRNA alvo, dependendo da aplicagdo particular e da
necessidade por especificidade, como sera geralmente
compreendido por gqualquer um habilitado na técnica. O

inibidor de miRNA necessita apenas compartilhar a
complementada com o miRNA alvo uma vez que é necessario
inibir uma quantidade desejada da atividade do miRNA alvo
sob um conjunto particular de condigdes. Exemplos de
inibidores de miRNA dteis com o assunto presentemente
divulgado incluem, mas nao estdo limitados a,
polinucleotideos modificados tal como 2'-o-metil
polinucleotideos. Exemplos representativos ndo limitantes
sdo expostos nas Tabelas 2 e 3, e incluem 2’ -o-metil-miR-1,
2’ -o-metil-miR-133 e 2’ -o-metil-miR-208, que podem
especificamente inibir a atividade de miR-1, miR-133 ou
miR-208, respectivamente.

Conforme aqui usado, o termo “mutagdo” carrega sua
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conotagdo tradicional e refere-se a uma mudang¢a, herdada,
ocorrendo naturalmente ou introduzida, em um acido nucleico
ou sequéncia de polipeptideo, e & usado em seu sentido como
geralmente conhecido daqueles habilitados na técnica.

Conforme aqui wusado, o termo “midcito” refere-se
amplamente a todas as classificagdes de células musculares
em todos os estagios de desenvolvimento. Assim, “midcito”
abrange tanto células musculares ndo diferenciadas, tais
como, por exemplo, mioblastos, quanto células musculares
diferenciadas, tais como, por exemplo, miotubos
diferenciados terminalmente. “Midcito” também abrange
células musculares de tipos histoldégicos variados,
incluindo mas ndo limitado as células do masculo estriado
(por exemplo, células do mGsculo esquelético), células do
misculo liso (por exemplo, células do misculo intestinal) e
células do miasculo cardiaco. Também, “midcito” conforme
aqui usado ndo é especifico a espécie.

O termo “ocorrendo naturalmente”, como aplicado a um
objeto, refere-se ao fato de que um objeto pode ser
encontrado na natureza. Por exemplo, uma seqliéncia de
polipeptideo ou polinucleotideo que estd presente em um
organismo (incluindo bactérias) que pode ser isolada de uma
fonte na natureza e que n3do foi intencionalmente modificada
pelo homem no laboratério estd ocorrendo naturalmente.
Deve-se compreender, entretanto, que qualquer manipulacdo
pela m3o do homem pode tornar um objeto “ocorrendo
naturalmente”, um objeto “isolado” conforme aquele termo é&
aqui usado.

Conforme aqui usado, os termos “acido nucleico”,

“polinucleotideo” e “molécula de &acido nucleico” referem-se
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a qualquer um entre &acido desoxiribonucleico (DNA), Aacido
ribonucleico (RNA), oligonucleotideos, fragmentos gerados
pela reagdo em cadeia da polimerase (PCR) e fragmentos
gerados por gqualquer um entre 1ligag¢do, c¢isdo, acd3o de
endonuclease e agdo de exonuclease. Acidos nucleicos podem
compreender mondmeros que sdo nucleotideos ocorrendo
naturalmente (tal como desoxiribonucleotideos e
ribonucleotideos), ou andlogos de nucleotideos ocorrendo
naturalmente (por exemplo, formas a-enancioméricas de
nucleotideos ocorrendo naturalmente), ou uma combinacdo de
ambos. Os nucleotideos modificados podem ter modificacdes
nas metades do aglGcar e/ou nas metades da base de
pirimidina ou purina. As modifica¢des do aglcar incluem,
por exemplo, substituig¢do de um ou mais grupos hidroxi com
halogénios, grupos alquil, aminas e grupos azido, ou os
aglicares podem ser funcionalizados como éteres ou ésteres.
Além disso, a metade inteira do aglcar pode ser substituida
com estruturas similares estericamente e eletronicamente,
tal como aza-aglhcares e andlogos de acglcar carboxilico.
Exemplos de modificagdes em uma metade da base incluem
purinas e pirimidinas alquiladas, purinas ou pirimidinas
aciladas ou outros substitutos heterociclicos bem
conhecidos. Mondmeros de &cido nucleico podem ser ligados
por ligagdes de fosfodiéster ou andlogos de tais ligacdes.
Andlogos de ligagdes de fosfodiéster incluem fosforotioato,
fosforoditioato, fosforoselenoato, fosforodiselenoato,
fosforoanilotiocato, fosforanilidato, fosforamidato, e etc.
O termo “acido nucleico” também inclui os chamados “acidos
peptideo nucleico”, que compreendem bases de acido nucleico

que ocorrem naturalmente ou modificadas fixadas a uma
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estrutura de poliamida. Os &cidos nucleicos podem ser de
filamento Gnico ou de filamento duplo.

O termo “operativamente ligado”, gquando descrevendo a
relagdo entre as duas regides de acido nucleico, refere-se
a uma justaposigdo onde as regides estdo em uma relagdo que
as permite funcionar da sua maneira objetivada. Por
exemplo, uma seqUéncia de controle “operativamente ligada”
a uma sequéncia codificadora pode ser ligada de tal forma
que a expressdao da seqiéncia codificadora seja alcancgada
sob condigdes compativeis com as seqUéncias de controle,
tal como quando moléculas apropriadas (pqr exemplo,
indutores e polimerases) sdo ligadas &(s) seqliéncia(s) de
controle ou reguladora(s). Assim, em algumas modalidades, a
expressdo “operativamente ligado” refere-se a um promotor
conectado a uma sequéncia codificadora de tal forma que a
transcrigdo daquela sequéncia codificadora seja controlada
e regulada por aquele promotor. Técnicas para
operativamente ligar um promotor a uma sequéncia
codificadora s3o conhecidas na técnica; a orientac3o e
localizagido precisas em relagado a uma sequéncia
codificadora de interesse & dependente, entre outras
coisas, da natureza especifica do promotor.

Assim, o termo “operativamente ligado” pode se referir
a uma regido do promotor que estd conectada a uma sequiéncia
de nucleotideo de tal forma que a transcricédo daquela
seqiéncia de nucleotideo seja controlada e regulada por
aquela regido do promotor. Similarmente, diz-se que uma
seqiéncia de nucleotideo estd sob “controle transcricional”
de um promotor ao qual ela estd operativamente ligada. As

técnicas para ligar operativamente uma regifio de promotor a
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uma sequéncia de nucleotideo sao conhecidas na técnica.
Assim, o termo “operativamente ligado” pode também se
referir a uma seqiéncia de terminagdo de transcrig¢do que
esta conectada a uma sequéncia de nucleotideo de tal forma
que a finalizagdo da transcrigdo daquela seqiéncia de
nucleotideo seja controlada pela seqiéncia de terminagdo de
transcrigdo. Em algumas modalidades, uma sequéncia de
terminagdo de transéricéo compreende uma sequUéncia que
causa a transcrigdo por uma RNA polimerase III para
finalizar no terceiro ou gquarto “T” na sequéncia de
terminagdo, TTTTTTT. Portanto, a pequena transcrigdo
nascente tipicamente possui 3 ou 4 “U’s” na terminac¢do 3’.
As expressdes “identidade percentual” e “% idéntico”,
no contexto de dois &cidos nucleicos ou sequiéncias de
proteina, referem-se a duas ou mais sequUéncias ou
subseqiéncias que tém em algumas modalidades pelo menos
60%, em algumas modalidades pelo menos 70%, em algumas
modalidades pelo menos 80%, em algumas modalidades pelo
menos 85%, em algumas modalidades pelo menos 90%, em
algumas modalidades pelo menos 95%, em algumas modalidades
pelo menos 96%, em algumas modalidades pelo menos 97%, em
algumas modalidades pelo menos 98% e em algumas modalidades
pelo menos 99% de identidade de nucleotideo ou residuo de
aminodcido, gquando comparadas e alinhadas para maxima
correspondéncia, conforme medido usando-se um dos
algoritmos de comparagdo de sequéncia a seguir ou por
inspegdo visual. A identidade percentual existe em algumas
modalidades sobre uma regido das sequéncias que possui pelo
menos cerca de 10 residuos de comprimento, em algumas

modalidades sobre uma regido que possui pelo menos cerca de
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20 residuos de comprimento, em algumas modalidades sobre
uma regido das sequUéncias que possui pelo menos cerca de S0
residuos de comprimento, em algumas modalidades sobre uma
regido de pelo menos cerca de 100 residuos, e em algumas
modalidades a identidade percentual existe sobre pelo menos
cerca de 150 residuos. Em algumas modalidades, a identidade
percentual existe sobre o comprimento inteiro de uma dada
regido, tal como uma regido codificadora ou um miRNA
inteiro.

Para comparagao de seqiéncia, tipicamente uma
sequiéncia atua como uma sequéncia de referéncia & qual
seqiéncias de teste sd3o comparadas. Quando se usa um
algoritmo de comparagdo de seqUéncia, as seqiéncias de
teste e de referéncia sdo introduzidas em um computador, os
coordenados da subsequéncia sdo designados se necessario, e
os parémetros do programa do algoritmo da sequéncia s3o
apontados. O algoritmo de comparag¢do de seqliéncia entdo
calcula o percentual de identidade de seqiéncia para a(s)
sequéncia(s) de teste com relagdo a seqiéncia de
referéncia, com base nos parametros do programa apontados.

O alinhamento ideal das sequéncias para comparagdo
pode ser conduzido, por exemplo, pelo algoritmo de
homologia local descrito em Smith & Waterman, 198133, pelo
algoritmo de alinhamento de homologia descrito em Needleman
& Wunsch, 1970°*, pela procura por um método de
similaridade descrito em Pearson & Lipman, 198833, pelas
implementagdes computadorizadas destes algoritmos (GAP,
BESTFIT, FASTA e TFASTA no GCG® WISCONSIN PACKAGE®,
disponivel a @partir de Accelrys, Inc., San Diego,

California, United States of America), ou por inspecdo
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visual. Veja geralmente, Ausubel e outros, 1989°°.

Um exemplo de um algoritmo que ¢é adequado para
determinag¢do do percentual de identidade de seqUéncia e
similaridade de seqiéncia é o algoritmo BLAST, que esta
descrito em Altschul e outros, 1990%’. O software para
executar a andlise por BLAST esta publicamente disponivel
através de National Center for Biotechnology Information
através de World Wide Web. Este algoritmo envolve primeiro
identificar pares de sequéncia de alto ganho (HSPs) através
da identificag¢do de palavras curtas de comprimento W na
seqiéncia query, que ou emparelha ou satisfaz algum ganho
de 1limite avaliado positivo T quando alinhado com uma
palavra do mesmo tamanho em uma sequéncia de dados. T é
referido como o limite do ganho da palavra vizinha?’. Estes
acertos da palavra vizinha iniciais atuam como sementes
para iniciar pesquisas para encontrar HSPs mais longos
contendo as mesmas. Os acertos da palavra s3o entdo
estendidos em ambas as diregdes ao longo de cada seqiiéncia
até que o ganho de alinhamento cumulativo possa ser
aumentado. Os ganhos cumulativos sdo calculados usando-se,
para seqUéncias de nucleotideo, os parlmetros M (ganho de
recompensa para um par de residuos emparelhados; sempre >
0) e N (ganho de penalidade para residuos nio emparelhados;
sempre < 0). Para as sequéncias de amino&cido, a matriz de
ganho & usada para calcular o ganho cumulativo. A extensdo
dos acertos de palavra em cada diregdo é suspensa quando o
ganho de alinhamento cumulativo cai pela quantidade X a
partir de seu valor méximo alcangado, o ganho cumulativo
vai até zero ou abaixo devido ao actGmulo de um ou mais

alinhamentos de residuo de ganho negativo, ou a extremidade



10

15

20

25

30

51/138

=

de uma ou outra sequiéncia é alcangada. Os parametros do
algoritmo BLAST, W, T e X determinam a sensibilidade e
velocidade do alinhamento. O programa BLASTN (para
seqiéncias de nucleotideo) usa como padrdes um comprimento
de palavra (W) de 11, uma expectativa (E) de 10, um corte
de 100, M = 5, N = -4 e uma comparag¢do de ambos os
filamentos. Para as seqUéncias de aminoacido, o programa
BLASTP usa como padrdes um comprimento de palavra (W) de 3,
uma expectativa (E) de 10, e uma matriz de ganho
BLOSUM62°%.

Além disso, para calcular a identidade de seqiéncia
percentual, o algoritmo BLAST também executa uma analise
estatistica da similaridade entre duas .seqﬁéncias. Veja,
por exemplo, Karlin & Altschul 1993°°. Uma medida de
similaridade fornecida pelo algoritmo BLAST é a menor
probabilidade de soma (P(N)), que fornece uma indicacdo da
probabilidade pela qual um emparelhamento entre dois
nucleotideos ou sequéncias de aminodcido ira ocorrer por
acaso. Por exemplo, uma seqUéncia de &cido nucleico de
teste €& considerada similar a uma seqiéncia de referéncia
se a menor probabilidade da soma em uma comparag¢ido da
sequéncia de &acido nucleico de teste e a seqliéncia de &cido
nucleico de referéncia & em algumas modalidades menor gque
cerca de 0,1, em algumas modalidades menor que cerca de
0,01, e em algumas modalidades menor que cerca de 0,001.

As eXxpressdes “substancialmente idéntico” no contexto
de duas sequéncias de nucleotideo, referem-se a duas ou
mais seqliéncias ou subseqléncias que tém em algumas
modalidades pelo menos 70% de identidade de nucleotideo, em

algumas modalidades pelo menos 75% de identidade de
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nucleotideo, em algumas modalidades pelo menos 80% de
identidade de nucleotideo, em algumas modalidades pelo
menos 85% de identidade de nucleotideo, em algumas
modalidades pelo menos 90% de identidade de nucleotideo, em
algumas modalidades pelo menos 95% de identidade de
nucleotideo, em algumas modalidades pelo menos 97% de
identidade de nucleotideo e em algumas modalidades pelo
menos 99% de identidade de nucleotideo, quando comparadas e
alinhadas para madxima correspondéncia, conforme medido
usando-se um dos algoritmos de comparagdo de seqUéncia a
seguir ou por inspe¢do visual. Em um exemplo, a identidade
substancial existe nas seqgiiéncias de nucleotideo de pelo
menos 17 residuos, em algumas modalidades na seqiéncia de
nucleotideo de pelo menos cerca de 18 residuos, em algumas
modalidades na sequéncia de nucleotideo de pelo menos cerca
de 19 residuos, em algumas modalidades na sequiéncia de
nucleotideo de pelo menos cerca de 20 residuos, em algumas
modalidades na seqiiéncia de nucleotideo de pelo menos cerca
de 21 residuos, em algumas modalidades na seqiiéncia de
nucleotideo de pelo menos cerca de 22 residuos, em algumas
modalidades na sequéncia de nucleotideo de pelo menos cerca
de 23 residuos, em algumas modalidades na seqléncia de
nucleotideo de pelo menos cerca de 24 residuos, em algumas
modalidades na seqiéncia de nucleotideo de pelo menos cerca
de 25 residuos, em algumas modalidades na seqUéncia de
nucleotideo de pelo menos cerca de 26 residuos, em algumas
modalidades na sequéncia de nucleotideo de pelo menos cerca
de 27 residuos, em algumas modalidades na seqiiéncia de
nucleotideo de pelo menos cerca de 30 residuos, em algumas

modalidades na seqiéncia de nucleotideo de pelo menos cerca
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de 50 residuos, em algumas modalidades na sequéncia de
nucleotideo de pelo menos cerca de 75 residuos, em algumas
modalidades na sequéncia de nucleotideo de pelo menos cerca
de 100 residuos, em algumas modalidades na sequéncia de
nucleotideo de pelo menos cerca de 150 residuos, e em ainda
um outro exemplo nas sequéncias de nucleotideo
compreendendo sequéncias codificadoras completas. Em
algumas modalidades, as sequéncias polimdérficas podem ser
sequéncias substancialmente idénticas. o] texrmo
“polimbérfico” refere-se & ocorréncia de duas ou mais
sequéncias alternativas determinadas geneticamente ou
alelos em uma populagdo. Uma diferenga alélica pode ser tdo
pequena gquando um par de base. Todavia, qualquer um
habilitado na técnica ird reconhecer que as seqliéncias
polimérficas correspondem ao mesmo gene.

Uma outra indicagdo de que duas seqiiéncias de
nucleotideo sdo substancialmente idénticas é as duas
moléculas'hibridizam—se especificamente ou substancialmente
entre si sob condig¢des severas. No contexto de hibridizacdo
de &acido nucleico, duas seqiiéncias de &cido nucleico sendo
comparadas podem ser designadas como uma ‘“seqiéncia
maréadora" e uma “sequéncia de teste”. Uma “seqiéncia
marcadora” € uma molécula de &acido nucleico de referéncia,
e uma “sequéncia de teste” & uma molécula de &cido nucleico
de teste, muitas vezes encontradas dentro de uma populagido
heterogénea de moléculas de acido nucleico.

Uma sequéncia de nucleotideo exemplar empregada para
Os estudos de hibridizagdo ou ensaios incluem sequéncias
marcadora que sdo complementares a ou imitam em algumas

modalidades pelo menos cerca de 14 a 40 sequéncias de
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nucleotideo de uma molécula de acido nucleico do assunto
presentemente divulgado. Em um exemplo, os marcadores
compreendem de 14 a 20 nucleotideos, ou até mesmo mais onde
desejado, tal como 30, 40, 50, 60, 100, 200, 300 ou 500
nucleotideos ou até o comprimento total de um dado gene.
Tais fragmentos podem ser facilmente preparados através,
por exemplo, da sintetizag¢do de forma direta do fragmento
por sintese quimica, pela aplicagdao de tecnologia de
amplificagdo de &acido nucleico, ou pela introducdo de
sequéncias selecionadas em vetores recombinantes para
produgdo recombinante.

A  expressdo “dirigido para” inclui “*hibridizar
especificamente a”, que se refere & ligacdo, duplexacdo ou
hibridizagdo de uma molécula apenas a uma sequéncia de
nucleotideo particular sob condigdes severas quando essa
sequéncia estd presente em uma mistura de &cido nucleico
complexo (por exemplo, DNA ou RNA celular total).

Por meio de exemplo ndo limitante, a hibridiza¢do pode
ser executada em 5x SSC, 4x SSC, 3x SSC, 2x S8SC, 1x 8SC ou
0.2x SSC por pelo menos cerca de 1 hora, 2 horas, 5 horas,
12 horas ou 24 horas (ver, Sambrook & Russell, 2001, para
uma descrigdo de tampdo de SSC e outras condigdes de
hibridizagdo). A temperatura da hibridizac3o pode ser
aumentada para ajustar a severidade da reag¢do, por exemplo,
a partir de 25°C (temperatura ambiente), a cerca de 45°C,
50°C, 55°C, 60°C ou 65°C. A reagdo de hibridiza¢do pode
também incluir um outro agente que afeta a severidade; por
exemplo, a hibridizag¢do conduzida na presenca de 50% de
formamida aumenta a severidade da hibridiza¢3io a uma

temperatura definida.
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A reacdo de hibridizagdo pode ser seguida por uma
Gnica etapa de lavagem, ou duas ou mais etapas de lavagem,
que pode ser a mesma temperatura e salinidade ou ambas
diferentes. Por exemplo, a temperatura da lavagem pode ser
aumentada para ajustar a severidade de cerca de 25°C
(temperatura ambiente), a cerca de 45°C, 50°C, 55°C, 60°C,
65°C ou superior. A etapa de lavagem pode ser conduzida na
presenga de um detergente, por exemplo, SDS. Por exemplo, a
hibridizagdo pode ser seguida por duas etapas de lavagem a
65°C, cada uma, por cerca de 20 minutos em 2x SSC, SDS
0,1%, e opcionalmente duas etapas de lavagem adicionais a
65°C, cada uma, por cerca de 20 minutos em O0,2x SSC, SDS
0,1%.

Os seguintes sdo exemplos de condigdes de hibridizagdo
e lavagem que podem ser usadas para clonar seqUéncias de
nucleotideo hombdlogas que sdo substancialmente idénticas as
sequéncias de nucleotideo de referéncia do assunto
presentemente divulgado: uma sequéncia de nucleotideo
marcadora hibridiza-se em uma exemplo a uma seqUéncia de
nucleotideo alvo em dodecil sulfato de sédio 7% (SDS),
NaPO, 0,5M, &acido etilenodiamina tetracético (EDTA) 1 mm a
50°C seguido por lavagem em 2x SSC, SDS 0,1% a 50°C; em
algumas modalidades, uma seqUéncia marcadora e de teste
hibridizam-se em dodecil sulfato de sédio 7% (SDS), NaPO,
0,5M, EDTA 1 mm a 50°C seguido por lavagem em 1lx SSC, SDS
0,1% a 50°C; em algumas modalidades, uma seqguiéncia
marcadora de teste hibridizam-se em dodecil sulfato de
sédio 7% (SDS), NaPO, 0,5M, EDTA 1 mm a 50°C seguido por
lavagem em 0,5x SSC, SDS 0,1% a 50°C; em algumas

modalidades, uma sequéncia marcadora de teste hibridizam-se
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em dodecil sulfato de sbédio 7% (SDS), NaPO, 0,5M, EDTA 1 mm
a 50°C seguido por lavagem em 0,1x SSC, SDS 0,1% a 50°C; em
ainda um outro exemplo, uma sequéncia marcadora de teste
hibridizam-se em dodecil sulfato de sdédio 7% (SDS), NaPO4
0,5M, EDTA 1 mm a 50°C seguido por lavagem em 0,1lx SSC, SDS
0,1% a 65°C.

Condigdes de hibridizacgédo severas exemplares
adicionais incluem hibridiza¢do durante a noite a 42°C em
uma solugdo compreendendo ou consistindo de formamida 50%,
10x Denhardt’s (Ficoll 0,2%, polivinilpirrolidona O0,2%,
albumina sérica bovina 0,2%) e 200 mg/L de DNA
transpoftador desnaturado, por exemplo, DNA de esperma de
salmdao cortado, seguido por duas etapas de lavagem a 65°C,
cada uma, por cerca de 20 minutos em 2x SSC, SDS 0,1%, e
duas etapas de lavagem a 65°C, cada uma, por cerca de 20
minutos em 0,2x SSC, SDS 0,1%.

A hibridizacdo pode incluir hibridizar dois &acidos
nucleicos em solu¢gdo, ou um acido nucleico em solugdo a um
adcido nucleico fixado a um suporte sdlido, por exemplo, um
filtro. Quando um acido nucleico estda em um suporte sdlido,
uma etapa de pré-hibridizagao pode ser conduzida antes da
hibridiza¢do. A pré-hibridizag¢do pode ser executada por
pelo menos cerca de 1 hora, 3 horas ou 10 horas na mesma
solugdo e a mesma temperatura da hibridizag¢do (mas sem o
filamento de polinucleotideo complementar.

Assim, sob uma revisdo da presente divulgagdo, as
condi¢des de severidade sdo conhecidas daqueles habilitados
na técnica ou podem ser determinadas pelo técnico
habilitado sem experimentagdo indevida®®: *°7%%,

A expressdo “ hibridizar substancialmente a” refere-se
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34 hibridizacdo complementar entre uma molécula de acido
nucleico marcadora e uma molécula de &acido nucleico alvo e
abrange menos desemparelhamentos gque podem ser ajustados
reduzindo-se a severidade do meio de hibridizag¢do para
alcancar a hibridizag¢do desejada.

O termo “fendtipo” refere-se & constituigdo fisica,
biogquimica e fisiolbégica totais de wuma célula ou um
organismo, por exemplo, possuindo qualquer trago ou
qualquer grupo de tragos. Como tal, os fendtipos resultam
da expressdo dos genes dentro de uma célula ou organismo, e
relacionam-se aos tragos que sdo potencialmente observaveis

ou avaliaveis.

Conforme aqui usado, os termo - “polipeptideo”,
“proteina” e “peptideo”, que sdo usados de forma
intercambidvel aqui, referem-se a um polimero dos 20

aminodcidos de proteinas, ou andlogos de aminoacido, sem
considerar seu tamanho ou fun¢do. Embora “proteina” seja
freqlientemente usada com referéncia aos polipeptideos
relativamente grandes, e ‘“peptideo” seja frequentemente
usado com referéncia a pequenos polipeptideos, o uso destes
termos na técnica sobrepde-se e varia. 0 termo
“polipeptideo” conforme aqui usado refere-se aos peptideos,
polipeptideos e proteinas, a menos que de outra forma
notado. Conforme aqui usado, oS termos “proteina”,
“polipeptideo” e “peptideo” sdo usados de forma
intercambiavel aqui quando se referindo a um produto do
gene. O termo “polipeptideo” abrange proteinas de todas as
fun¢des, incluindo enzimas. Assim, polipeptideos exemplares
incluem produtos de gene, proteinas que ocorrem

naturalmente, homdlogos, ortdlogos, pardlogos, fragmentos e



*

10

15

20

25

30

58/138

outros equivalentes, variantes e andlogos dos precedentes.

Os termos “fragmento de polipeptideo” ou “fragmento”,
quando usado com referéncia a um polipeptideo de
referéncia, refere-se a um polipeptideo em que os residuos
de aminodcido sdo deletados conforme comparados ao prdéprio
polipeptideo de referéncia, mas onde a seqUéncia de
aminodcido restante é freqUentemente idéntica as posigdes
correspondentes no polipeptideo de referéncia. Tais
delegdes podem ocorrer na terminagdo amino ou na terminagdo
carboxi do polipeptideo de referéncia, ou alternativamente
em ambas. Os fragmentos tipicamente possuem pelo menos 5,
6, 8 ou 10 aminodcidos de comprimento, pelo menos 14
aminodcidos de comprimento, pelo menos 20, 30, 40 ou 50
aminodcidos de comprimento, pelo menos 75 aminoacidos de
comprimento ou pelo menos 100, 150, 200, 300, 500 ou mais
aminodcidos de comprimento. Um fragmento pode reter uma ou
mais atividade (s) biolégical(s) do polipeptideo de
referé&ncia. Também, os fragmentos podem incluir wum sub-
fragmento de uma regido especifica, este sub-fragmento
retém uma fungdo da regido da qual ele é derivado.

Conforme aqui usado, o termo “iniciador” refere-se a
uma sequéncia compreendendo em algumas modalidades dois ou
mais desoxiribonucleotideos ou ribonucleotideos, em algumas
modalidades mais de trés, em algumas modalidades mais de
oito e em algumas modalidades pelo menos cerca de 20
nucleotideos de uma regido exbnica ou intrdnica.

Tais oligonucleotideos possuem em algumas modalidades
entre dez e trinta bases de comprimento.

o) termo “purificado” refere-se a uma espécie

objetivada que & a espécie predominante presente (isto &,
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em uma base molar & mais abundante que qualquer outra
espécie individual na composigdo). Uma “fragdo purificada”
é uma composigdo onde a espécie objetivada compreende pelo
menos cerca de 50 por cento (em uma base molar) de todas as
espécies presentes. Ao se fazer a determinag¢do da pureza de
uma espécie em solu¢do ou dispersdo, o solvente ou matriz
na qual a espécie & dissolvido ou dispersada ndo &
freqlientemente incluida em tal determinag¢do, em vez disso,
apenas a espécie (incluindo aquela de interesse) dissolvida
ou dispersada €& 1levada em consideragdo. Geralmente, uma
composigdo purificada terd uma espécie que compreende mais
de cerca de 80% de todas as espécies presentes na
composig¢do, mais de cerca de 85%, 90%, 95%, 99% ou mais de
todas as espécies presentes. A espécie objetivada pode ser
purificada para homogeneidade essencial (espécies
contaminantes ndo podem ser detectadas na composig¢do por
métodos de detecgiao convencionais) onde a composigdo
consiste essencialmente de uma espécie UGnica. A pureza de
um polipeptideo pode ser determinada por varios métodos
conhecidos daqueles habilitados na técnica, incluindo, por
exemplo, analise de seqUéncia de aminocdcido com terminal
amino, eletroforese em gel e andlise de espectrometria de
massa.

Uma “seqUéncia de referéncia” & uma seqiéncia definida
como uma base para uma comparagdo de sequéncia. Uma
sequéncia de referéncia pode ser um subconjunto de uma
seqiéncia maior, por exemplo, como um segmento de um
nucleotideo de comprimento total ou sequiéncia de

aminodcido, ou pode compreender uma sequéncia completa.

Porque duas proteinas podem, cada uma, (1) compreender uma
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seqliéncia (isto é, uma porgdo da sequéncia de proteina
completa) que é similar entre as duas proteinas, e (2) pode
também compreender uma sequUéncia que & divergente entre as
duas proteinas, as compara¢des de sequUéncia entre duas (ou
mais) proteinas sdo tipicamente executadas comparando-se as
seqiéncias de duas proteinas sobre uma “janela de
comparagdo” (definida abaixo) para identificar e comparar
as regides locais da similaridade de sequéncia.

O termo “sequiéncia reguladora” é um termo genérico
usado através da especificag¢do para se 7referir as
sequiéncias de polinucleotideo, tais como sinais de
iniciagao, melhoradores, reguladores, promotores e
sequéncias de terminag¢do, que sdo necessarios ou desejaveis
para afetar a expressdo das seqléncias codificadoras e ndo
codificadoras as quais eles sdo operativamente ligados.
Seqiiéncias reguladoras exemplares sdo descritas em Goeddel,
1990%°, e incluem, por exemplo, os promotores inicial e
posterior do wvirus simian 40 (SV40), promotor inicial
imediato de adenovirus ou citomegalovirus, o promotor
minimo de CMV, o sistema lac, o sistema trp, o sistema TAG
ou TRC, o promotor T7 cuja expressao & direcionada por T7
RNA polimerase, as principais regides operadoras e
promotoras de fago lambda, as regides de controle para a
proteina de cobertura £fd, o promotor para 3-fosfoglicerato
quinase ou outras enzimas glicoliticas, os promotores de
fosfatase &acida, por exemplo, PhoS5, os promotores dos
fatores de acasalamento de levedura, o promotor de poliedro
do sistema baculovirus e outras seqUéncias conhecidas para
controlar a expressdo de genes de células procariotas ou

eucariotas ou seus virus, e varias combina¢gdes destes. A
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natureza e o suo de tais seqliéncias de controle podem
diferir dependendo do organismo hospedeiro. Em procariotas,
tais seqUléncias reguladoras geralmente incluem promotor,
sitio de 1ligagdo ribossomal e seqténcias de terminagdo de
transcrigdo. O termo ‘“seqUléncia reguladora” & objetivado
para incluir, no minimo, componentes, a presenga dos quais
pode influenciar a expressao, e pode também incluir
componentes adicionais, a preseng¢ga dos gquais €& vantajosa,
por exemplo, seqUéncias lideres e sequéncias associadas de
fusdo.

Em certas modalidades, a transcrigdo de uma seqUéncia
de polinucleotideo estéd sob controle de uma seqiéncia
promotora (ou outra seqiéncia reguladora) gque controle a
expressdo do polinucleotideo em um tipo de célula em que a
expressdo €& objetivada. Sera também compreendido gque o
polinucleotideo pode estar sob o controle de sequUéncias
reguladoras que sd3o as mesmas ou diferentes daquelas
sequéncias que controlam a expressdo da forma gque ocorre
naturalmente do polinucleotideo. Em algumas modalidades,

uma seqgUéncia promotora €& selecionada a partir do grupo

consistindo de um promotor minimo de CMV, creatinina
gquinase muscular (MCK), e um promotor de cadeia pesada de
a-miosina (MHC). Por exemplo, o promotor de creatinina

guinase muscular (MCK) que direciona a expressdo do gene no
masculo esquelético, pode ser usado para expressar miRNAs,
tal como por exemplo, miR-1, miR-133 ou miR-206 em tecido,
incluindo o miGsculo esquelético correntemente disponivel a
partir de técnicas transgénicas. E compreendido que o
promotor inteiro identificado por gqualgquer promotor (por

exemplo, os promotores listados aqui) ndo necessitam ser
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empregados, e que um derivado funcional deste pode ser
usado. Conforme aqui usada, a expressao “derivado
funcional” refere-se a uma sequéncia de acido nucleico que
compreende sequéncia suficiente para direcionar a
transcricdo de uma outra molécula de &acido nucleico
operativamente ligada. Como tal, um “derivado funcional”
pode funcionar como um promotor minimo, conforme aquele
termo & aqui definido.

O término da transcrigdo de uma seqUéncia de
polinucleotideo é tipicamente regulado por uma sequéncia de

término de transcrigao operativamente ligada (por exemplo,

uma sequéncia de término de RNA polimerase III). Em certos
exemplos, os terminadores transcricionais sdo também
responsaveis pela poliadenilagdo de mRNA correta. A

sequiéncia de DNA reguladora ndo transcrita em 3’ inclui, em
algumas modalidades, de cerca de 50 a cerca de 1.0000, e em
algumas modalidades de cerca de 100 a cerca de 1.000 pares
de base de nucleotideo e contém seqliéncias de término de
transcrigdo e tradugdo. Em algumas modalidades, uma
sequéncia de término de RNA polimerase III compreende as
seqiéncia de nucleotideo TTTTTTT.

O termo “gene repdrter” refere-se a um aAcido nucleico
compreendendo uma seqUéncia de nucleotideo codificando uma
proteina que é facilmente detectavel ou pela sua presenga
ou atividade, incluindo, mas ndo limitada &a 1luciferase,
proteina fluorescente (por exemplo, proteina fluorescente
verde), cloranfenicol acetil transferase, B-galactosidase,
fosfatase alcalina placentaria secretada, B-lactamase,
horménio do crescimento humano e outros repdrteres de

enzimas secretadas. Geralmente, um gene repdrter codifica
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um polipeptideo ndo diferente produzido pela célula
hospedeira, que & detectavel pela analise da(s) célula(s),
por exemplo, por analise fluorimétrica direta, analise
radioisotdpica ou espectrofotométrica da(s) célula(s) e
tipicamente sem a necessidade de matar as células para
analise de sinal. Em certos exemplos, um gene repdrter
codifica uma enzima, que produz uma mudanga nas

propriedades fluorimétricas da célula hospedeira, que &

detectavel ©pela fungao gqualitativa, quantitativa ou
semiquantitativa ou ativagao transcricional. Enzimas
exemplares incluem esterases, B-lactamase, fosfatases,

peroxidases, proteases (ativador de plasminogénio do tecido
ou uroquinase) e outras enzimas cuja fungdo possa ser
detectada pelos substratos cromogénico ou fluorogénico
conhecidos daqueles habilitados na técnica ou desenvolvidos
no futuro.

Conforme aqui usado, o termo “sequlenciamento” refere-
se a determina¢do da sequéncia linear ordenada de &cidos
nucleicos ou aminodcidos de uma amostra alvo de DNA, RNA ou
proteina, wusando-se técnicas laboratoriais manuais ou
automatizadas convencionais.

Conforme aqui usado, o termo “substancialmente puro”
refere-se aquele polinucleotideo ou polipeptideo que &
substancialmente livre das sequéncias e moléculas com as
quais ele estd associado em seu estado natural, e aquelas
moléculas usadas no procedimento de isolamento. O termo
“substancialmente livre” refere-se aquela amostra que & em
algumas modalidades pelo menos 50%, em algumas modalidades
pelo menos 70%, em algumas modalidades 80% e em algumas

modalidades 90% 1livre dos materiais e compostos com os
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quais ela eété associada na natureza.

Conforme aqui usado, o termo “célula alvo” refere-se a
uma célula na qual é desejado inserir uma sequéncia de
dcido nucleico ou polipeptideo, ou de outra forma efetuar
uma modificagdo das condi¢des conhecidas como sendo padrdes
na célula ndo modificada. Uma seqUéncia de &acido nucleico
introduzida em uma célula alvo pode ser de comprimento
variavel. Adicionalmente, uma seqUéncia de &cido nucleico
pode entrar em uma célula alvo como um componente de uma
plasmidio ou outro vetor ou como uma seqiiéncia aberta.

Conforme aqui usado, o termo “gene alvo” refere-se a
uma gene que € tido como alvo para a modulagao usando-se oOs
métodos e composi¢des do assunto presentemente divulgado.
Um gene algo, portanto, compreende uma sequUéncia de &acido
nucleico cujo nivel de expressdo, ou no nivel de mRNA ou de
polipeptideo, é 1regulado para Dbaixo por um miRNA.
Similarmente, os termos “RNA alvo” ou “mRNA alvo” referem-
se a transcrigdo de um gene alvo ao gqual objetiva-se que o
miRNA ligue-se, levando a modulagdao da expressdao do gene
alvo. O gene alvo pode ser um gene derivado de uma célula,
um gene enddgeno, um transgene ou genes exdgenos tais como
genes de um patdédgeno, por exemplo, um virus, que estéa
presente na célula apds a infecgdo desta. A célula contendo
o gene alvo pode ser derivada de ou contida em qualguer
organismo, por exemplo, uma planta, animal, protozoario,
virus, bactéria ou fungo.

Conforme aqui usado, o termo “transcricdo” refere-se a
um processo celular envolvendo a interagdo de uma RNA
polimerase com um gene que direciona a expressdo como RNA

da informagdo estrutural presente nas sequéncias
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codificadoras do gene. O processo inclui, mas ndo esta
limitado as seguintes etapas: (a) a iniciagao da
transcricao, (b) prolongamento da transcrigdo, (c) unido da
transcrigdo, (d) capeamento da transcrig¢do, (e) término da
transcrigao, (f) poliadenilag¢do transcrigdao, (g) exportagdo
nuclear da transcrig¢dao, (h) corregdao da transcrigao e (i)
estabilizag¢do da transcrigdo.

Conforme aqui usado, o termo “fator de transcricgdo”
refere-se a uma proteina citoplasmica ou nuclear que se
liga a um gene, ou se liga a uma transcrig¢do de RNA de um
gene, ou se liga a uma outra proteina que se liga a um gene
ou uma transcrigdao de RNA ou a uma outra proteina dgque
sucessivamente se liga a uma gene ou uma transcricdo de
RNA, de maneira que module assim a expressdo do gene. Tal
modulagdao pode adicionalmente ser alcang¢ada por outros
mecanismos, a esséncia de um “fator de transcric¢do para um
gene” pertence a um fator que altera o nivel de transcrigdo
do gene de alguma forma.

O termo “transfecgdo” refere-se & introducdo de um
acido nucleico, por exemplo, um vetor de expressdo, em uma
célula receptora, que em certos exemplos envolve a
transferéncia de gene mediada por &cido nucleico. O termo
“transformagao” refere-se a um processo em que um gendtipo
da célula & mudado como um resultado da captura celular do
acido nucleico exdgeno. Por exemplo, uma célula
transformada pode expressar um miRNA do assunto
presentemente divulgado.

Conforme aqui usado, "“significancia” ou “significante”
relaciona-se a uma andlise estatistica da probabilidade que

haja uma associagdo ndo aleatdria entre duas ou mais
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entidades. Para determinar se uma relagdo é ou nao é&
“significante” ou se possui ou ndo “significéncia”,
manipulagdes estatisticas dos dados podem ser executadas
para calcular uma probabilidade, expressada como um “valor-
p” . Aqueles valores-p que estejam abaixo de um ponto de
corte definido pelo usuéario sao tratados como
significantes. Em um exemplo, um valor-p menor que ou igual
a 0,05, em algumas modalidades menor gque 0,01, em algumas
modalidades menor que 0,005 e em algumas modalidades menor
que 0,001, é tratado como significante.

Conforme aqui usada, a expressdo “RNA alvo” refere-se
a uma molécula de RNA (por exemplo, uma molécula de RNA
codificando um produto de gene) dgque é um alvo para
modula¢do. Em algumas modalidades, o RNA alvo & codificado
por um gene alvo. Similarmente, a expressdo “sitio alvo”
refere-se a uma sequéncia dentro de um RNA alvo que & “tida
como alvo” para clivagem mediada por uma construgdo de
miRNA que contém seqléncias dentro de seu filamento anti-
sentido que sdo complementares ao sitio alvo.

Também similarmente, a expressao “célula alvo” refere-
se a uma célula gque expressa um RNA alvo e dentro da qual
um MiRNA é objetivado para ser introduzido. Uma célula alvo
&, em algumas modalidades, um midcito.

Um miRNA & “tido como alvo para” uma molécula de RNA
se ela possuir similaridade de nucleotideo suficiente as
moléculas de RNA gque se espera que modulem a expressdo da
molécula de RNA sob condigdes suficientes para que o miRNA
e a molécula de RNA interajam. Em algumas modalidades, a

interagdo ocorre dentro de um midcito. Em algumas

modalidades, a interag¢do ocorre sob condig¢des fisjoldgicas.
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Conforme aqui usado, a expressdo “condig¢des fisioldgicas”
refere-se as condig¢des in vivo dentro de um midcito, se
aquele midécito é parte de um individuo ou um tecido do
individuo, ou se aquele midécito esta sendo desenvolvido in
vitro. Assim, conforme aqui usado, a expressdo “condigdes
fisiolégicas” refere-se as condig¢des dentro de um midcito
sob quaisquer condigdes que o midcito possa ser exposto a,
ou como parte de um organismo ou quando desenvolvido in
vitro.

Conforme aqui usado, a expressdo “nivel detectavel de
clivagem” refere-se a um grau de clivagem do RNA alvo (e
formagdo dos RNAs de produto clivado) que & suficiente para
permitir a detecgdo dos produtos da clivagem acima da base
dos RNAs produzidos por degradagdo aleatdria do RNA alvo. A
produgdo de produtos de clivagem mediada por miRNA de pelo
menos 1-5% do RNA alvo é suficiente para permitir a
deteccdo acima da base para maior parte dos métodos de
deteccgdo.

Os termos “microRNA” e “miRNA” sdo usados de forma
intercambiavel e referem-se a uma molécula de acido
nucleico de cerca de 17-24 nucleotideos gque é produzida a
partir de um pri-miRNA, um pre-miRNA ou um equivalente
funcional. ©Os miRNAs devem ser contrastados com RNAs
interferentes curtos (siRNAs), embora no contexto de miRNAs
e siRNAs fornecidos de forma exdgena, esta disting¢do pode
ser de um pouco artificial. A distin¢gdao para manter em
mente €é que um miRNA é necessariamente o produto da
atividade da nuclease em uma molécula em forma de grampo
tal como foi agqui descrito, e um siRNA pode ser gerado a

partir de uma molécula de RNA de filamento duplo ou uma
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molécula em forma de grampo. Informagdo adicional
relacionada aos miRNAs geralmente, assim como uma base de

dados de miRNAs publicados conhecidos e ferramentas de

pesquisa para exploragdo da base de dados, pode ser
encontrada em Wellcome Trust Sanger Institute
miRBase: : Sequences Website, aqui incorporado para

referéncia. Veja também, The microRNA Registry, Griffiths-
Jones S., NAR, 2004, 32, Database Issue, D109-D111, aqui
incorporado para referéncia.

Conforme aqui usado, o termo "“RNA” refere-se a uma
molécula compreendendo pelo menos um residuo de
ribonucleotideo. Por “ribonucleotideo” pretende-se dizer um
nucleotideo com um grupo hidroxi na posigdo 2’ de uma
metade f-D-ribofuranose. Os termos abrangem RNA de
filamento duplo, RNA de filamento UGnico, RNAs com regides
tanto de filamento duplo quanto de filamento Unico, RNA
isolado tal como RNA parcialmente purificado, RNA
essencialmente puro, RNA sintético e RNA produzido de forma
recombinante. Assim, os RNAs incluem, mas ndo estdo
limitados as transcrigdes de mRNA, precursores de miRNAs e
miRNA, e siRNAs. Conforme aqui usado, o termo “RNA” &
também objetivado para abranger RNA alterado ou RNA
andlogo, que sdo RNAs gque diferem do RNA que ocorre
naturalmente pela adigao, delegdo, substituicdo e/ou
alteracdo de um ou mais nucleotideos. Tais alteragdes podem
incluir adig¢3o de material gque ndo seja nucleotideo, tal
como af(s) extremidade (s) do RNA ou internamente, por
exemplo, em um ou mais nucleotideos do RNA. Os nucleotideos
nas moléculas de RNA do assunto presentemente divulgado

podem também compreender nucleotideos ndao padronizados,
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tais como nucleotideos que ocorrem de forma ndo natural ou
nucleotideos quimicamente sintetizados ou
desoxinucleotideos. Estes RNAS alterados podem ser
referidos como andlogos ou andlogos de um RNA gue ocorre
naturalmente.

Conforme aqui usada, a expressdo “RNA de filamento
duplo” refere-se a uma molécula de RNA onde pelo menos uma
parte dela estd em pareamento de base de Watson-Crick
formando um diplice. Como tal, o termo deve ser
compreendido para abranger uma molécula de RNA gue ou
completamente ou apenas parcialmente de filamento duplo.
RNAs de filamento duplo exemplares incluem, mas nao estdo
limitados a moléculas compreendendo pelo menos dois
filamentos de RNA distintos que s&8o ou parcialmente ou
completamente duplexados por hibridizagdo intermolecular.
Adicionalmente, o termo é objetivado para incluir uma
molécula de RNA Unica gque por hibridizag¢do intramolecular
pode formar uma regido de filamento duplo (por exemplo, um
em forma de grampo). Assim, conforme aqui wusadas, as
expressdes “hibridizag¢do intermolecular” e “hibridizagédo
intramolecular” referem-se as moléculas de filamento duplo
para as quais os nucleotideos envolvidos na formagdo do
diplice estdo presentes em moléculas diferentes ou na mesma
molécula, respectivamente.

Conforme aqui usada, a expressdo “regido de filamento
duplo” refere-se a qualquer regido de uma molécula de &cido
nucleico que estda em uma conformagdo de filamento duplo
através de uma ligag¢do de hidrogénio entre os nucleotideos
incluindo, mas ndo limitado & ligag¢do de hidrogénio entre

citosina e guanosina, adenosina e timidina, adenosina e
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uracila, e qualquer outro daplice de &cido nucleico como
sera compreendido por gqualquer um habilitado na técnica. O
comprimento da regido de filamento duplo pode variar de
cerca de 15 pares de base consecutivos a varios milhares de
pares de base. Em algumas modalidades, a regido de
filamento duplo possui pelo menos 15 pares de base, em
algumas modalidades entre 15 e 300 pares de base e em
algumas modalidades entre 15 e cerca de 60 pares de base.
Conforme descrito aqui acima, a formagdo da regido de
filamento duplo resulta da hibridizagdo dos filamentos de
RNA complementares (por exemplo, um filamento sentido e um
filamento anti-sentido) ou através de wuma hibridizagédo
intermolecular (isto é, envolvendo 2 ou mais moléculas de
RNA distintas) ou através de uma hibridizagao
intramolecular, esta 1Ultima pode ocorrer quando uma
molécula de RNA UTGnica contém regides auto-complementares
que sd3o capazes de se hibridizarem entre si na mesma
molécula de RNA. Estas regides auto-complementares sdo
tipicamente separadas por um estiramento curto de
nucleotideos (por exemplo, cerca de 5-10 nucleotideos) de
forma que o evento da hibridizagdo intramolecular forme o
que é chamado na técnica como “em forma de grampo” ou
“estrutura haste-alga”

III. Acidos Nucleicos

As moléculas de &acido nucleico empregadas de acordo
com o assunto presentemente divulgado incluem moléculas de
dcido nucleico codificando um produto do gene de midcito,
assim como as moléculas de acido nucleico que sdao usadas de
acordo com o assunto presentemente divulgado para modular a

expressdo de um gene de midcito (por exemplo, uma molécula
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de &acido nucleico de miRNA). Assim, as moléculas de &acido
nucleico empregadas de acordo com o assunto presentemente
divulgado incluem, mas ndo estdo limitadas &as moléculas de
dcido nucleico aqui descritas. Por exemplo, as moléculas de
adcido nucleico empregadas aqui incluem, mas ndo estédo
limitadas a miR-1 (UGGAAUGUAAAGAAGUAUGUA, Id. de Seq.-n°:
1), miR-133 (UUGGUCCCCUUCAACCAGCUGU, Id. de Seqg. n°:2),

miR-206 (UGGAAUGUAAGGAAGUGUGUGG, Id. de Seqg. n°:3), miR-208

(AUAAGACGAGCAAAAAGCUUGU, Id4d. de Seq. n°:4), miR-22
(AAGCUGCCAGUUGAAGAACUGU, Id. de Seq. ne:5), miR-26
(UUCAAGUAAUYCAGGAUAGGY (U) , Id. de Seq. n°:6), miR-29
(UAGCACCAUYUGAAAUCrGU (kUU) , Id4. de Seq. n°:7), miR-30
(ykUwmAswysshhswyUvnvv (bC), Id. de Seqg. n°:8), miR-128
(UCACAGUGAACCGGUCUCUUUy,‘ Id. de Seq. n°:9), miR-143

(UGAGAUGAAGCACUGUAGCUCA, Id4. de Seq. n°:10) e miR-145
(GUCCAGUUUUCCCAGGAAUCCCUU, Id. de Seqg. n°:11), seqUéncias
substancialmente idénticas aquelas aqui descritas (por
exemplo, em algumas modalidades, seqUéncias pelo menos 70%,
80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou
99% idénticas a qualquer Id. de Seqg. n°°®: 1-11), e
subsequéncias e sequéncias alongadas destas. O assunto
presentemente divulgado também abrénge genes, c¢DNAs, genes
quiméricos e vetores compreendendo as sequéncias de acido
nucleico divulgadas.

Ccédigos de nucleotideo de uma letra sdo usados acima e
em qualquer lugar aqui e estido de acordo com o Padrao WIPO
ST.25 (1998), Apéndice 2, Tabela 1, (M.P.E.P. 2422, Tabela
1), aqui incorporado para referéncia. Particularmente, os
cébdigos de uma letra a seguir representa, o(s)

nucleotideo(s) exposto(s) na Tabela 1. O(s) nucleotideo(s)
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entre parénteses (por exemplo, (n)) é/sdo objetivado(s)
para significar que of(s) nucleotideo(s) pode(m) estar
presente(s) ou ausente(s). Também, a Figura 21 1lista as

seqiiéncias individuais possiveis para Id. de Seq. n°®: 5-11
com base nas permutag¢des de nucleotideos expostas em Id. de
Seq. n°®: 5-11.

Tabela 1 - Abreviagdes de Nucleotideo de Uma Letra

A adenina

G guanina

C citosina

T timina

U uracila

k G ou U/T

w U/T ou A

m C ou A

s G ou C

h A, C ou
u/T

v G, A ou C
c, G ou
u/T

n A, G, C
ou U/T

Y C ou T/U

Uma sequéncia de nucleotideo exemplar empregada nos
métodos aqui divulgados compreendem sequUéncias gque sé&o
complementares entre si, as regides complementares sendo
capazes de formar um daplice de, em algumas modalidades,

pelo menos 15 a 300 pares de Dbase, e em algumas
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modalidades, pelo menos cerca de 15-24 pares de base. Um
filamento do daplice compreende uma sequéncia de acido
nucleico de pelo menos 15 bases contiguas possuindo uma
seqiiéncia de &cido nucleico de wuma molécula de &cido
nucleico do assunto presentemente divulgado. Em um exemplo,
um filamento do daplice compreende uma sequéncia de acido
nucleico compreendendo 15, 16, 17 ou 18 nucleotideos, ou
mesmo mais longas onde desejado, tal como 19, 20, 21, 22,
23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 ou 30 nucleotideos, ou até o
comprimento total de qualquer um daquelas sequéncias de
adcido nucleico aqui descritas. Tais fragmentos podem ser
facilmente preparados através, por exemplo, da sintetizagdo
de forma direta do fragmento por sintese gquimica, pela
aplicagdo de tecnologia de amplificacdo de &acido nucleico,
ou pela introdugdo de sequéncias selecionadas em vetores
recombinantes para produgdo recombinante. A expressdo
“‘hibridizar especificamente a” refere-se a ligagao,
duplexag¢do ou hibridizagdo de uma molécula apenas a uma
sequiéncia de nucleotideo particular sob condigdes severas
quando essa sequéncia estd presente em uma mistura de acido
nucleico complexo (por exemplo, DNA ou RNA celular total).
O termo ‘“subsequéncia” refere-se a uma sequéncia de
uma molécula de A&cido nucleico ou molécula de aminoacido
gue compreende uma parte de uma sequéncia de &acido nucleico
ou aminodcido mais longa. Uma subseqiéncia exemplar €& uma
sequéncia que compreende parte de uma regido duplexada de
um pri-miRNA ou um pre-miRNA (“precursores de miRNA”,
incluindo, mas ndo limitada aos nucleotideos gque se tornam
miRNA maduro apds a ag¢do da nuclease ou uma regido de

filamento Gnico em um precursor de miRNA.
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O termo “sequéncia alongada” refere-se a uma adigdo de
nucleotideos (ou outras moléculas andlogas) incorporados no
dcido nucleico. Por exemplo, uma polimerase (por exemplo,
uma DNA polimerase) pode adicionar seqiéncias na terminacgdo
3’ da molécula de &acido nucleico. Além disso, a sequéncia

de nucleotideo pode ser combinada com outras sequéncias de

DNA, tais como promotores, regides promotoras,
melhoradores, sinais de poliadenilag¢do, sequéncias
intrénicas, sitios de enzima de restrigdo adicionais,

sitios de clonagem maltipla e outros segmentos de
codificagdo.

Os &acidos nucleicos do assunto presentemente divulgado
podem ser clonados, sintetizados, recombinantemente
alterados, mutagenizados ou sujeitados a combinag¢des destas
técnicas. DNA recombinante padrdo e técnicas de clonagem
molecular usadas para isolar acidos nucleicos sdo
conhecidos na técnica. Métodos ndo limitantes exemplares
sio descritos por Silhavy e outros, 1984%, Ausubel e
outros, 1989%°, Glover & Hames, 1995%7 e Sambrook & Russell,
2001*°. Mutagénese sitio-especifica para criar mudancas,
delec¢des ou pequenas insergdes de par de base €& também
conhecida na técnica conforme exemplificado pela
publicag¢des (veja, por exemplo, Adelman e outros, 1983%8;
Sambrook & Russell, 2001%*%).

IV. Vetores de Expressdo de miRNA

Em algumas modalidades do assunto presentemente
divulgado, as moléculas de miRNA ou moléculas precursoras
de miRNA sdo expressadas a partir das unidades de
transcrigdo inseridas nos vetores de &acido nucleico

(alternativamente referido aqui geralmente como “vetores
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recombinantes” ou “vetores de expressadao”). Um vetor pode
ser usado para entregar uma molécula de 4&acido nucleico
codificando um miRNA em um midcito para ter como alvo um
gene especifico. Os vetores recombinantes podem ser, por
exemplo, plasmidios de DNA ou vetores virais. Uma variedade
de vetores de expressdo sdo conhecidos na técnica. A
selecdo do vetor de expressdo apropriado pode ser feita com
base em varios fatores, mas ndo limitados ao tipo de célula
onde se deseja a expressdo.

O termo “vetor” refere-se a um acido nucleico capaz de
transportar um outro &cido nucleico ao qual ele foi ligado.
Os vetores incluem aqueles capazes de replicagdo e
expressdo autbnoma dos &acidos nucleicos aos quais eles
estdo ligados. Vetores capazes de direcionar a expressdo
dos genes ao quais eles estdo operativamente 1ligados sao
referidos aqui como “vetores de expressdo”. Em geral, os
vetores de expressdo de utilidade em técnicas recombinantes
estdo freqlentemente na forma de plasmidios. Entretanto, o
assunto presentemente divulgado €& objetivado para incluir
outras formas de vetores de expressdao gque apresentam
funcdes equivalentes e que se tornam conhecidas na técnica
subsequentemente até aqui.

O termo “vetor de expressdo” conforme aqui usado
refere-se a uma seqUéncia de nucleotideo capaz de
direcionar a expressdo de uma seqUéncia de nucleotideo
particular em uma célula hospedeira apropriada,
compreendendo um promotor operativamente ligado a sequéncia
de nucleotideo de interesse gue estad operativamente ligada
is sequéncias de término de transcrigdo. Ele também

compreende tipicamente seqUéncias exigidas para a tradugdo
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adequadas da sequéncia de nucleotideo. A construgdo
compreendendo a sequéncia de nucleotideo de interesse pode
ser quimérica. A construgdo pode também ser uma que ocorra
naturalmente mas que tenha sido obtida em uma forma
recombinante Gtil para expressado heterdloga. A sequéncia de
nucleotideo de interesse, incluindo quaisquer seqiéncias
adicionais determinadas para efetuar a expressdo adequada
das sequéncias de nucleotideo, pode também ser referida
como um “cassete de expressao”.

Os termos “gene heterdlogo”, “sequéncia de DNA
heterdéloga”, “sequéncia de nucleotideo heterdloga”,
“molécula de &acido nucleico exdgena” ou “segmento de DNA
exdgeno”, conforme aqui usados, cada um, refere-se a uma
sequéncia que origina-se de uma fonte alheia a uma célula
hospedeira objetivada ou, se da mesma fonte, & modificada
de sua forma original. Assim, um gene heterdlogo em uma
célula hospedeira inclui um gene que & enddgeno a célula
hospedeira particular mas foi modificada, por exemplo por
mutagénese ou por isolamento das seqUéncias reguladoras
transcricionais nativas. Os termos também incluem cdpias
miltiplas que ndo ocorrem naturalmente de uma sequéncia
ocorrendo naturalmente. Assim, os termos podem se referir a
um segmento de DNA que €& alheio ou heterdlogo a célula, ou
homélogo & célula mas em uma posigdo dentro do &acido
nucleico da célula hospedeira onde o elemento ndo &
encontrado de forma ordinaria.

O termo ‘“promotor” ou “regido promotora”, cada uma
refere-se a uma sequéncia de nucleotideo dentro de um gene
que €é estda na posigdo 5’ em relagdo a uma seqUéncia

codificadora e funciona para direcionar a transcrigdoc da
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seqliéncia codificadora. A regido promotora compreende um
sitio de inicio transcricional, e pode adicionalmente
incluem um ou mais elementos reguladores transcricionais.
Em algumas modalidades, um método do assunto presentemente
divulgado emprega um promotor de RNA polimerase IITI.

Um “promotor minimo” €& uma seqléncia de nucleico que
possui os elementos minimos exigido para permitir que a
transcricdo a nivel basal ocorra. Como tal, os promotores
minimos nd3o s3o promotores completos mas em vez disso sdo
sub-seqiiéncias de promotores que sdo capazes de direcionar
um nivel bases de transcrig¢do de uma construgdo repdrter em
um sistema experimental. Os promotores minimos incluem mas

nio estdo limitados ao promotor minimo de citomegalovirus

(CcMV), promotor minimo de timidina quinase do virus do
herpes simplex (HSV-tk), promotor minimo do virus simian 40
(SV40), promotor minimo de B-actina humana, promotor minimo

de EF2 humano, promotor minimo de E1B de adenovirus e o
promotor minimo de proteina de choque térmico 70 (hsp). Os
promotores minimos sdo freqlentemente aumentados com um ou
mais elementos reguladores transcricionais para influenciar
a transcrigdo de um gene operativamente 1ligado. Por
exemplo, os elementos reguladores transcricionais
especificos ao tipo de célula ou especificos a tecido podem
ser adicionados aos promotores minimos para criar
promotores recombinantes que direcionam a transcrigdo de
uma sequéncia de nucleotideo operativamente ligada de uma
maneira especifica ao tipo de célula ou especifica a
tecido. Conforme aqui usado, o termo ‘“promotor minimo”
também abrange um derivado funcional de um promotor

divulgado aqui, incluindo, mas ndo limitado a um promotor
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de RNA polimerase III (por exemplo, um promotor H1l, 7S8SL, 58S
ou U6), um promotor de adenovirus VAl, um promotor Vault,
um promotor de RNA telomerase e um promotor do gene de
tRNA.

Promotores diferentes possuem combina¢gdes diferentes
de elementos reguladores transcricionais. Se um gene & ou
nio expresso em uma célula depende da combinagdo dos
elementos reguladores transcricionais particulares due
constituem o promotor do gene e os fatores de transcrigao
diferentes que estdo presentes dentro do nicleo da célula.
Como tal, os promotores sao frequentemente classificados
como “constitutivos”, “especifico a tecido”, “especifico ao
tipo de célula” ou “indutivel”, dependendo de suas
atividades funcionais in vivo ou in vitro. Por exemplo, um-
promotor constitutivo & um que seja capaz de direcionar a
transcricdo de um gene em uma variedade de tipos de célula
(em algumas modalidades, em todos os tipos de célula) de um
organismo. Promotores constitutivos exemplares incluem os

promotores para os seguintes genes que codificam certas

fungdes constitutivas ou de “organizagdo”: hipoxantina
fosforibosil transferase (HPRT), dihidrofolato reductase
(DHFR; (Scharfmann e outros, 1991), adenosina desaminase,
fosfoglicerato guinase (PGK) , piruvato quinase,

fosfoglicerato mutase, o promotor de f-actina (ver, por
exemplo, Williams e outros, 1993), e outros promotores
constitutivos conhecidos daqueles habilitados na técnica.
Os promotores ‘“especificos a tecido” ou ‘“especificos ao
tipo de célula”, por outro lado, direcionam a transcrigdo
em alguns tecidos ou tipos de célula de um organismo mas

sdo inativos em alguns ou todos os outros tecidos ou tipos
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de célula. Promotores especificos a tecido exemplares
incluem aqueles promotores descritos em maiores detalhes
aqui abaixo, assim como outros promotores especificos a
tecido ou especifico ao tipo de célula conhecidos daqueles
habilitados na técnica.

Quando usado no contexto de um promotor, o termo
vligado” conforme aqui usado refere-se a uma proximidade
fisica dos elementos do promotor de forma dgque eles
funcionem juntos para direcionar a transcrigdo de uma
seqiiéncia de nucleotideo operativamente ligada.

O termo ‘“seqiiéncia reguladora transcricional” ou
velemento regulador transcricional”, conforme aqui usados,
cada um, refere-se a uma sequéncia de nucleotideo dentro.da
regido promotora que permite receptividade a um fator de
transcricio regulador. A receptividade pode abranger um
decréscimo ou um aumento no rendimento transcricional e é
mediado pela ligagdo do fator de transcrigdo a sequéncia de
nucleotideo compreendendo o elemento regulador
transcricional. Em algumas modalidades, uma sequéncia
reguladora transcricional é uma seqiéncia de término de
transcricdo, alternativamente referida aqui como um sinal
de término de transcrigdo.

O termo “fator de transcricdo” refere-se de maneira
geral a uma proteina gue modula a expressdao do gene pela
interagdo com o elemento regulador transcricional e
componentes celulares para transcrigao, incluindo RNA
Polimerase, Fatores Associados a Transcrigao (TAFs) ,
proteinas de remodelagem de cromatina e qualquer outra
proteina relevante que impactue a transcrigdo do gene.

V. Métodos para Modular a Expressdo de Gene em
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Mibcitos

O assunto presentemente divulgado fornece método para
modular a expressao de genes em midcitos com
especificidade. Em algumas modalidades, os métodos
compreendem contatar um midécito com um miRNA ou um vetor
codificando o© miRNA tido como alvo para a um gdene no
midcito. Ter como alvo um ou mais gene(s) particular(es) em
midcito considera a manipulag¢do da fungdo do midcito ou o
desenvolvimento (por exemplo, diferenciagdo) com um alto
nivel de especificidade. Assim, em algumas modalidades, o
assunto presentemente divulgado também fornece métodos para
modular a fungdo do mibdcito ou o desenvolvimento pelo
contato de um midécito com um miRNA tido como alvo para um
gene no miécito que pode modular a fungdo do midcito ou
desenvolvimento.

Em algumas modalidades, o miRNA tido como alvo para um
gene particular é selecionado a partir do grupo consistindo
de miR-1, miR-133, miR-206, miR-208, miR-22, miR-26, miR-
29, miR-30, miR-128, miR-143 e miR-145 (Id. de Seq. n°°®:
1-11, respectivamente) , incluindo miRNASs possuindo

4

seqiéncias pelo menos cerca de 70%, 80%, 85% 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 095%, 96%, 97%, 98% ou 99% idénticas as
seqiiéncias expostas em qualquer uma de Id. de Seq. n°®:1-
11.

Um miRNA é “tido como alvo para” uma molécula de RNA
se ela possuir similaridade de nucleotideo suficiente a
molécula de RNA gue se espera que module a expressdo da
molécula de RNA sob condi¢des suficientes para que o miRNA

e a molécula de RNA interajam. Em algumas modalidades, a

interagd3o ocorre dentro de um midcito. Em algumas
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modalidades, a interacdo ocorre sob condig¢des fisioldgicas.
Conforme aqui usado, a expressdo “condig¢des fisioldgicas”
refere-se as condig¢des in vivo dentro de um midcito, se
aquele miécito é parte de um individuo ou de um tecido do
individuo, ou se aquele midécito estd sendo desenvolvido in
vitro. Assim, conforme aqui usada, a expressdo “condig¢des
fisioldégicas” refere-se as condigdes dentro de um midcito
sob quaisquer condi¢des que o midcito possa ser exposto a,
ou como parte de um organismo ou quando desenvolvido in
vitro.

Em algumas modalidades, o gene tido como alvo & um
gene de diferenciagdo de midcito ou um gene de proliferagao
de midécito e quando expressado pode modular a diferenciagao
e/ou proliferagdo do midcito, respectivamente. Em algumas
modalidades, o gene dirigido pode expressar um produto do
gene gque inibe a diferenciagdo e/ou proliferagdo do
midcito. Assim, a inibig¢do alvejada da expressdo de um ou
mais destes genes alvo de diferenciag¢do e/ou proliferagdo
pelo miRNA pode resultar em um aumento na diferenciagdo
e/ou proliferagdo do wmidcito tratado. Em uma modalidade
exemplar ndo limitante do assunto presentemente divulgado,
o gene de diferenciagdo do midcito pode codificar uma
polipeptideo de histona desacetilase 4 (HDAC4) ou uma
proteina receptora de horménio da tiredide 240 (TRAP240) e
o gene da proliferagdo do midcito pode codificar um
polipeptideo do fator de resposta sérica (SRF).

A expressdo de um ou mais gene(s) de diferenciagdo ou
proliferacdo de mibécito pode ser alvejada para inibigdo da
utilizacdo de um dos miRNAs aqui divulgados. Por exemplo,

os miRNAs, miR-1 e miRNA-133, cada um, especificamente
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alveja a regido ndo traduzida 3’ de HDAC4 e SRF,
respectivamente, e inibir a expressdo dos produtos de gene
codificados por estes genes. Assim, em algumas modalidades
do assunto presentemente divulgado, a diferenciacéo de um
midcito pode ser aumentada contatando-se o midcito com miR-
1, que alveja o gene que codifica HDAC4, assim prevenindo
substancialmente a expressdao de HDAC4 e aumentando a
diferenciagdo do midécito. De forma semelhante, em algumas
modalidades do assunto presentemente divulgado, a
proliferagao de um midcito pode ser aumentada contatando-se
o mibécito com miR-133, que alveja o gene gque codifica SRF,
assim prevenindo substancialmente a expressdo de SRF e
aumentando a proliferacdo do midcito.

VI. Métodos Terapéuticos

O assunto presentemente divulgado fornece em algumas
modalidades métodos terapéuticos para tratar um dano
muscular em um individuo. Conforme aqui divulgado, miRNAs
pode ser dirigido a genes para modular a expressdo dos
genes. Particularmente, os genes que expressdo produtos que
funcionam para inibir a diferenciac¢do e/ou proliferagdo do
midcito podem ser dirigidos pelos miRNAs para inibir a
expressdo destes genes, resultando em diferenciagdo e/ou
proliferagdo aumentada de midcito. Também, os inibidores de
miRNA podem ser dirigidos para miRNAs enddgenos para
facilitar um aumento relativo na expressdo de produtos de
gene particulares de uma maneira benéfica para o tratamento
do dano muscular. Adicionalmente, combinag¢des de miRNAs
e/ou inibidores de miRNA podem ser co-administrados ao dano
muscular em um método para otimizar a cura do dano.

Diferenciagdo e/ou proliferagdo aumentada de midcito pode
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ser benéfica na cura de tecido muscular danificado ou no
estimulo do redesenvolvimento do tecido muscular perdido.

Assim, em algumas modalidades do assunto presentemente
divulgado, métodos para tratar um dano muscular em um
individuo compreende administrar a um local de dano
muscular em um individuo uma quantidade efetiva de um
mMiRNA, um vetor codificando o© miRNA, um inibidor de um
miRNA ou combinac¢des destes, onde o miRNA é dirigido a um
gene em um midcito no local do dano muscular.

O desenvolvimento do mGsculo e comparativamente o
desenvolvimento e/ou a cura do masculo, tal como apds o
dano, pode ocorrer em fases. As fases representativas
incluem proliferagdo de midbcito ndo diferenciada, seguida
por diferenciagdo dos midcitos em células maduras do tecido
muscular. Assim, o reparo do tecido muscular em um local do
dano muscular pode ser facilitado pela administragdo
coordenada ao local do dado de miRNAs e/ou inibidores de
miRNA que melhoram a proliferagdo de midcitos nao
diferenciados, e a administracdo ao local do dano de miRNAs
e/ou inibidores de miRNA que melhoram a diferenciag¢do dos
midcitos proliferados em tecido muscular gque funciona
maduro.

Por exemplo, conforme aqui divulgado, foi determinado
que o miR-1 e miR-133, cada um, executa fun¢gdes distintas
na modulagdo da proliferagdo e diferenciagdo do masculo
esquelético. O miR-133 melhora a proliferagdo do midcito
pela repressdo do SRF. Contrariamente, o miR-1 promove a
diferenciagdao do midcito tendo como alvo HDAC4, um
repressor transcricional da expressdao do dene muscular.

Assim, em uma modalidade representativa ndo limitante do
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assunto presentemente divulgado, miR-133 e um inibidor de
miR-1 (por exemplo, 2’'-o-metil-miR-1) s&8o primeiro co-
administrados ao 1local do dano muscular em um primeiro
momento para aumentar a proliferag¢do do midcito no local do
dano. Entdo, o miR-1 e um inibidor de miR-133 (por exemplo,
2’ -o0o-metil-miR-133) sdo coadministrados ao local do dano
muscular em um segundo momento para aumentar a
diferenciagdo dos midcitos proliferados. A coadministragdo
temporariamente coordenada dos miRNAs e/ou inibidores de
mMiRNA mGltiplos podem também melhorar a recuperagao do dano
muscular.

Em algumas modalidades, o dano muscular resulta de um
trauma muscular mecédnico, uma doeng¢a degenerativa muscular,
um dano cardiaco, ou uma combina¢dao destes. O trauma
muscular mecdnico pode ser um resultado de, por exemplo,
trauma por forga brusca tal como ocorre em acidentes de
automdveis ou danos por perfuragdo, onde o tecido muscular
&€ cortado ou dilacerade. Doengas degenerativos musculares
ndo limitantes exemplares incluem distrofias (por exemplo,
distrofia muscular de Duchenne (DMD)), doengas neurais
motoras (por exemplo, esclerose lateral amiotrdéfica (ALS)),
miopatias inflamatérias (por exemplo, dermatomiosites
(DM) ) , doencas da Jjungdo neuromuscular (por exemplo,
miastenia grave (MG)), miopatias enddcrinas (por exemplo,
miopatia hipertiroidiana (HYPTM)) e doengas musculares
metabdlicas (por exemplo, deficiéncia de fosforilase
(MPD) ) . Danos musculares por dano cardiaco ndo limitantes
exemplares incluem infarto do miocdrdio e dano de miasculo
cardiaco por reperfusdo.

Em algumas modalidades, o miRNA dirigido para um gene
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particular é selecionado a partir do grupo consistindo de
miR-1, miR-133, miR-206, miR-208, miR-22, miR-26, miR-29,
miR-30, miR-128, miR-143 e miR-145 (Id. de Seq. n°®: 1-11,
respectivamente), incluindo wmiRNAs possuindo sequéncias
pelo menos cerca de 70%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%
95%, 96%, 97%, 98% ou 99% idénticas as seqUéncias expostas
em qualquer uma de Id. de Seq. n°®°:1-11. Em algumas
modalidades, o gene & um gene de diferenciagdo de midcito
(por exemplo, codificando HDAC4 ou TRAP240) ou um gene de
proliferacdo de midcito (por exemplo, codificando SRF).

Com relagdo aos métodos terapéuticos do assunto
presentemente divulgado, individuo preferido & um individuo
vertebrado. Um vertebrado preferido é um vertebrado de
sangue quente, um vertebrado de sangue quente & mamifero. O
mamifero preferido é mais preferivelmente um humano.
Conforme aqui wusado, o termo “individuo” inclui tanto
individuos humanos quanto individuo animais. Assim, usos
terapéuticos veterinadrios s8o fornecidos de acordo com o
assunto presentemente divulgado.

Como tal, o assunto presentemente divulgado fornece o
tratamento de mamiferos tais como humanos, assim como
aqueles mamiferos de importdncia por estarem em risco de
extingdo, tais como os tigres siberianos; de importéncia
econbmica, tais como os animais criados em fazendas para
consumo por humanos; e/ou os animais de importéncia social
para humanos, tais como os animais mantidos como pets ou em
zooldgicos. Exemplos de tais animais incluem, mas ndo estdao
limitadas a: carnivoros tais como gatos e <cachorros;
suinos, incluindo leitdes, porcos e javali; ruminantes e/ou

ungulados tais como gado, boi, ovelha, girafas, cervos,
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cabras, bis3o e camelos; e cavalos. E também fornecido o
tratamento de passaros, incluindo o tratamento daqueles
tipos de péassaros que estdo em risco de extingdo e/ou
mantidos em zooldgicos, assim como galinha e mais
particularmente aves domésticas, tais como perus, galinhas,
patos, ganso, galinha d’angola e etc., uma vez que sdo de
importédncia econdmica para humanos. Assim, é também
fornecido o tratamento de animais de criag¢do em fazendas,
incluindo, mas ndo limitados a suinos domesticados,
ruminantes, ungulados, cavalos (incluindo cavalos de
corrida), aves domésticas e etc.

Métodos adequados para administrar a um individuo um

mMiRNA ou um vetor codificando o miRNA inclui mas nao estao

limitados a administragdo sistémica, administrag¢ado
parenteral (incluindo administracg¢ao intravascular,
intramuscular, intraarterial), entrega oral, entrega bucal,
administracgao subcuténea, inalacgdo, instalagdo

intratraqueal, implantag¢do cirGrgica, entrega transdérmica,
injecgao local e inje¢do/bombardeamento com hiper-
velocidade. Onde aplicavel, a infusdo continua pode
aumentar o acimulo de droga em um sitio alvo.

O modo de administra¢do particular usado de acordo com
os métodos do assunto presente depende de varios fatores,
incluindo mas ndo limitado ao miRNA e/ou veiculo do vetor
empregado, da severidade da condigdo a ser tratada, e
mecanismos para metabolismo ou remogdo do(s) composto(s)
ativo(s) depois da administragdo.

O termo “quantidade efetiva” é&é usado aqui para se
referir a uma quantidade da composigdo terapéutica (por

exemplo, uma composig¢do compreendendo um mMiRNA ou um vetor
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gque codifica o miRNA) suficiente para produzir uma resposta
bioldgica mensuravel (por exemplo, um aumento na
diferenciacdo de midcito e/ou proliferagdo). Os niveis de
dosagem reais dos compostos ativos em uma composigdo
terapéutica do assunto presentemente divulgado podem ser
variados de forma a administrar uma gquantidade do(s)
composto(s) ativo(s) que seja efetiva para alcangar a
resposta terapéutica desejada para um individuo e/ou
aplicagdo particular. O nivel de dosagem ira depender da
variedade de fatores incluindo a atividade da composigao
terapéutica, formulagdo, rota de administragdo, combinagdo
com outras drogas ou tratamentos, severidade da condigao
que esta sendo tratada, e da condigdo fisica e histdria
médica anterior do individuo que estd sendo tratado.
Preferivelmente, a dose minima & administrada, e a dose é
gradativamente aumentada na auséncia de toxidade limitada
por dose a uma quantidade minimamente efetiva. A
determinagdo e ajuste de uma dose efetiva, assim como a
avaliacdo de quando e como fazer tais ajustes, estdo
inseridos na habilidade comum da técnica.
EXEMPLOS

Os seguintes Exemplos foram incluidos para ilustrar os
modos do assunto presentemente divulgado. A luz da presente
divulgagdo e o nivel geral de habilidade na técnica,
aqueles habilitados poderdo avaliar gque os seguintes
Exemplos sdo objetivados para serem exemplares apenas e que
numerosas mudangas, modificag¢des, e alteragdes podem ser
empregadas sem se afastar do escopo do assunto
presentemente divulgado.

EXEMPLO 1
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A fim de compreender o envolvimento dos micro-RNAs
(miRNAS) na proliferagdo e diferenciagdo de Amﬁsculo
esquelético, analisou-se a expressdo dos miRNAs durante a
diferenciacdo do misculo esquelético usando-se a analise de
microarranjos estabelecida’. Escolheu-se usar mioblastos
C2Cl1l2 porque esta linha de células imita fielmente a
diferenciacdo in vitro do misculo esquelético uma vez que
mioblastos podem ser induzidos para se tornarem miotubos
diferenciados terminalmente quando soro & retirado do meio

de cultural®'?.

Descobri-se que a expressdo de uma fracgao
dos miRNAs examinada foi reguIada em mioblastos/miotubos de
c2C12 diferenciados (Figura la e Figura 6). O aumento na
expressdo de miR-1 e miR-133 em mioblastos diferenciados
foi confirmada por andlise de Northern blot (Figura 1b e
Figura 7).
EXEMPLO 2

miR-1 e miR-133 s3o especificamente expressos em
tecidos cardiaco de adulto e tecidos do musculo
esquelético, mas ndo em outros tecidos testados (Figura 1C,
Figura 8) . Entretanto, pouco é conhecido sobre a
distribuicdo termoespacial de miRNAs especificos durante o
desenvolvimento de mamifero. Examinou-se portanto a
expressio do miR-1 e miR-133 em embrides e recém-nascidos
de camundongos. MiR-1 e miR-133 s8o expressos a niveis
muito Dbaixos nos coragdes e misculo esquelético em
desenvolvimento de embrides E13.5 e E16.5 (Figura 1d e
Figura 8). Um nivel crescente de expressdo de miR-1 e miR-
133 foi descoberto em coragdes e misculo esquelético de
recém-nascido, embora ainda seja significativamente menor

que aquele de adultos (Figura le e Figura 8). Estes dados
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sdo consistentes com as descobertas a partir de peixe zebra
em gue a maioria dos miRNAs & expressada relativamente
tarde durante a embriogénese®®.
EXEMPLO 3

Tanto o© miR-1 guanto miR-133 estdoc unidos nos
cromossomos 2 (separados por 9,3 kb) e 18 (separados por
2,5 kb) de camundongo (Figura 9 e referéncia 14). Executou-
se uma analise de Northern blot usando-se marcadores
gendmicos de ~300 bp incluindo as sequéncias de miR-1 e
miR-133 (Figuras 9a-9e). Os marcadores de miR-1 e miR-133
do cromossomo 18 detectaram uma Unica transcrigdo primaria
de ~6 kb dos RNAs totais isolados do musculo do coragdo e
esquelético (Figuras 9b e 9c), indicando que miR-1 e miR-
133 sdo realmente transcritos juntos. Enquanto os
marcadores tanto de miR-1 quanto de miR-133 do cromossomo 2
detectaram uma transcricdo de ~10 kb do miGsculo do coragdo
e esquelético, o marcador de miR-133 também se hibridizou a
duas transcrig¢des adicionais de ~4,5 kb e ~2,2 kb, enquanto'
o marcador de miR-1 também detectou uma maior transcrigdo
de ~6 kb (Figuras 9d e 9e), sugerindo o envolvimento
potencial do processamento pds-transcricional. Juntos, os
dados obtidos indicam que a expressdo especifica a masculo
cardiaco e esquelético de miR-1 e miR-133 & ditada na etapa
de transcrig¢do primaria.
EXEMPLO 4

Considerou-se que os elementos reguladores que
controlam a transcrigdo dos aglomerados de miR-1 e miR-133
no cromossomo 2 e 18 sdo provavelmente conservagos.
Portanto, executou-se andlise de seqUéncia e identificou-se

uma regido altamente conservada (~2kb), que esta situada a
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aproximadamente 5 kb a montante dos aglomerados de miR-
1/133 em ambos os cromossomos 2 e 18 (Figura 10). Quando
este fragmento gendémico do cromossomo 2 foi wusado para
direcionar a expressdo de um gene repdrter dsRed em Xenopus
transgénico, descobriu-se expressdo especifica a masculo
cardiaco e esquelético do transgene (Figura 10).
EXEMPLO 5

Para avaliar a funcdo de miR-1 e miR-133 no miasculo
esquelético, tentou-se primeiro superexpressar miR-1 e miR-

133 em células de mamiferos. Testou-se e validou-se a

.expressdo e atividade de ambos os miRNAs usando-se analise

de Northern blot assim como os “sensores”!’ de miR-1 e miR-
133, em que as sequéncias complementafes para miR-1 ou miR-
133 foram clonadas a jusante de uma sequéncia codificadora
dsRed (Figura 11 e dados ndo mostrados). Transfectou-se os
mioblastos C2Cl2 com miR-1 e miR-133 e entdo ou se manteve
as células em meio de crescimento (GM) ou se transferiu as
mesmas ao meio de diferenciacdo (DM) apds a transfecgdo.
MiR-1 aumentou fortemente a miogénese conforme indicado
pela expressdo aumentada de cadeia pesada de miosina e
miogenina de marcadores miogénicos iniciais e posteriores
(MHC) , respectivamente, assim como outros marcadores
miogénicos, incluindo MyoD, Mef2 e o-actina esquelética
(Figuras 2a-2e, 2i, 2j e Tabela 2). MiR-1 induziu a
expressdo do gene do marcador miogénico em células mantidas
em condic3o de crescimento de log-fase (Figura 2c¢) e em
condicdo de diferenciagao (Figuras 2, 2d e 2e). A
diferenciacdo miogénica acelerada induzida por miR-1 &
também acompanhada por um decréscimo na proliferagao

celular, conforme sinalizado por uma diminuigao
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significante na expressdo de fosfo-histona H3 (Figuras 2,
2c, 2e e Tabela 2). De significag¢do particular, a miogénese
induzida por miR-1 é especifica, uma vez que a
superexpressdo de um controle de GFP ou miR-208, gque ndo &
endogenamente expressado em midcitos esqueléticos, nao
mostrou nenhum efeito (Figuras 2a-2e). Além disso, as
mutagdes introduzidas nas sequéncias “semente” de miR-1
anularam sua capacidade de ativar a expressdo do gene
miogénico (Figuras 2d-2e). Contrariamente, a superexpressao
de miR-133 reprimiu a expressdo da miogenina e MHC (Figura
2, a-e e Tabela 2) e promoveu a proliferagdo de mioblasto
(Figuras 2c-2e e Tabela 2). Novamente, o efeito de miR-133
na proliferagdo de mioblastos & especifica, uma vez que oOs

controles ndo mostraram nenhum efeito e a mutacgao

introduzida anulou a fun¢do de miR-133 (Figuras 2a-2e, 2j).
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Executou-se o experimento reciproco onde se fez a
transfecg¢do dos mioblastos C2Cl2 com os oligos inibitdrios
anti-sentido de 2’-o-metil de miR-1 ou miR-133 (ou GFP de
controle e miR-208), dque mostraram inibir a fungdo dos
miRNAs?®1®. As células transfectadas com o inibidor de miR-
1 apresentou inibigdo de miogénese e promogao da
proliferagdo de mioblasto, conforme indicado por um
decréscimo nos marcadores miogénicos e um aumento em fosfo-
histona H3 (Figuras 2f-2i e Tabela 2). Consistente com a
funcdo de miR-133 na promog¢do da proliferag¢do de mioblasto
e repressdo da diferenciagdo, a inibigdo de miR-133 causou
um efeito oposto, onde a miogénese foi aumentada e a
prolifera¢cdo celular reprimida (Figuras 2f-2j e Tabela 2).
Contrariamente, os inibidores de 2’'-o-metil de controle ndo
apresentaram nenhum efeito (Figuras 2f£-2j). Concluiu-se que
o miR-1 e miR-133 possuem fungdes distintas na proliferagao
e diferenciag¢do do mGsculo esquelético: miR-1 promove a
diferenciacdo de mioblasto, enquanto que o miR-133 estimula
a proliferagdo de mioblastos.

EXEMPLO 6

Tanto miR-1 quanto miR-133 foram encontrados na
maioria das espécies animais, de Drosophila a humano,
sugerindo que eles sdo conservados de maneira
evoluciondria. Para testar os efeitos de miR-1 e miR-133 no
desenvolvimento do miasculo esquelético e coragdo in Vivo,
identificou-se cdépias de miR-1 e wmiR-133 em Xenopus e
testou-se sua funcdo através da expressdo errada. A
introducio de miR-1 no estdgio de uma célula leva a um eixo
dramaticamente encurtado com redugao associada nas

estruturas anteriores e um aumento no tamanho do corpo ao
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longo do eixo dorsal-ventral comparado ou aos controles nao
injetados ou injetados com miGFP (n > 45, dois experimentos
independentes) (Figura 3). Embora os somitos formados nos
embrides injetados com mwmiR-1 (Figura 3), mancha de
anticorpo integral e seccionamento serial revelaram dJue o
tecido é altamente desorganizado e falha ao se desenvolver
em estruturas segmentadas (Figuras 3e, 3f, 33j). O tecido
cardiaco estid completamente ausente conforme julgado por
histologia, mancha de tropomiosina (Figuras 3f, 3j) e
mancha de actina cardiaca. Além destes efeitos, h& um
decréscimo dramatico na mancha de fosfo-histona H3 (Figuras
31-3k), consistente com a fungdo essencial de miR-1 na
regulacio da proliferagdo e diferenciagdo de midcito.
Embora a expressdo errada de miR-133 também leve a uma
redugao nas estruturas anteriores e detecte o
desenvolvimento de somito, contrariamente ao miR-1, ha
apenas uma modesta redugdo no comprimento anterior-
posterior e defeitos somadticos sdo mais severos nos
aspectos mais anteriores e posteriores do embrido onde os
somitos falham ao se formarem (Figuras 3g, 3h). Além disso,
o tecido cardiaco frequentemente se forma nos embrides de
miR-133, ainda que isto seja altamente desorganizado e
falhe ao passar pelo ciclo cardiaco ou formagdoc da camara
(Figuras 3g, 3h, 3k). Coletivamente, estes dados sugerem
que o tempo correto e os niveis tanto de miR-1 quanto de
miR-133 s3o necessarios para o desenvolvimento adequado do
misculo esquelético e do coragdo.
EXEMPLO 7

HDAC4 contém dois sitios de miR-1 sabido como

ocorrendo naturalmente em sua UTR 37, que sdo
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evolucionariamente conservados entre as espécies dos
vertebrados (Figura 12). Similarmente, dois sitios de
ligagdo de miR-133 conservados sdo encontrados na UTR 3’ do
gene SRF de mamifero (Figura 12), que mostraram executar um
importante papel na proliferagdo e diferenciagdo muscular
in vitro e in vivo*''?*?5,

Fundiu-se as UTRs 3’ de SRF e HDAC4 de camundongo a um
gene 7repdbrter de luciferase e transfectou-se estas
construgdes junto com os controles de transfec¢dao dentro de
células de mamifero. A superexpressdo ectdpica de miR-1
reprimiu fortemente um gene repdrter de luciferase em UTR
3’ de HDAC4, enquanto gque o miR-133 inibiu a expressdo do
gene repdrter de luciferase em UTR 3’ de SRF (Figura 4a).
Contrariamente, as muta¢des introduzidas nas seqUéncias de
“semente” de miR-1 e miR-133 aboliram tal repressao,
indicando a especificidade da agdo (Figura 4a).

Quando os repdrteres acima foram transfectados em
mioblastos C2Cl2 e a atividade da luciferase medida antes e
apds a indugdo da diferenciagdo celular, descobriu-se que a
atividade do repdrter foi dramaticamente reprimida nas
células diferenciadas (Figura 4b), indicando que niveis
aumentados de miR-1 e miR-133 enddgenos inibiram o gene
repbrter. Os efeitos e a especificidade de miR-1 e miR-133
enddgenos foram monitorados pelo “sensor” de miRNA (Figura
11) . Contrariamente, a atividade da luciferase do repdrter
MCK-luc, um indicador de diferenciacdo de mwmiasculo, foi
aumentada nos midcitos diferenciados (Figura 4b). Além
disso, a superexpressdo de miR-1 levou a regulagdo para
baixo da proteina HDAC4 enddgena nas células C2Cl2 tanto na

condicdo de crescimento (Figura 4c) quanto na condig¢do de



10

15

20

25

30

96/138

diferenciagdo (Figura 4e), enquanto que o miR-133 reprimiu
a expressdo de proteinas SRF enddgenas (Figuras 4c, 4e).
Contrariamente, os niveis de SRF e HDAC4 ndo foram
alterados por aqueles miRNAs (Figura 4d), sustentando a
idéia de qgque wmiRNAs reprimem a fungdo de seus genes alvo
principalmente através da inibigdo da tradugdo. Quando os
oligos de 2’'-o-metil-anti-sentido contra miR-1 ou miR-133
foram aplicados, eles abrandaram a repressdo exercida nos
niveis de proteina de HDAC4 ou SRF, respectivamente (Figura
4g), com nenhum efeito nos seus niveis de mRNA (Figufa 4f) .

Para também verificar que HDAC4 e SRF sdo alvos
cognatos para miR-1 ou miR-133 na regulagdo da expressdo do
gene de mGsculo esquelético, testou-se se a cotransfecgdo
dos plasmidios de expressdo para SRF ou HDAC4 poderao
“suprimir” a miogénese mediada por wmiRNA. Realmente,
conforme mostrado na Figura 4h, a superexpressdao de SRF
reverteu parcialmente a repressdo do gene miogénico
induzido por miR-133. Contrariamente, o HDAC4 agiu contra
os efeitos de miR-1 na expressdo do gene do miasculo
esquelético (Figura 4h).

Consistente com o envolvimento potencial de HDAC4 e
SRF na proliferag¢do e diferenciagdo de maGsculo esquelético
dependente de miR-1 e miR-133, os niveis de proteina de
HDAC4 e SRF enddgenos foram regulados para baixo em células
c2C12 diferenciadas, com um aumento concomitante na
expressdo de marcadores de diferenciagdo miogénicos e um
decréscimo na expressdo da fosfo-histona H3 do marcador de
indice mitético (Figura 4i e Figura 7d). A expressdo
diminuida de proteinas SRF e HDAC4 foi acompanhada por um

aumento na expressdo de miR-1 e miR-133 (compare a Figura
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4i com a Figura 1b). Juntos, estes dados demonstram gque
miR-1 e miR-133 reprimem especificamente os niveis de
proteina de HDAC4 e SRF, respectivamente, que
sucessivamente, contribui para (pelo menos em parte) os
efeitos reguladores daqueles miRNAs na diferenciagdo e
proliferagdo de mioblasto.

Foram caracterizados o miR-1 e o miR-133 especificos a
misculo cardiaco e esquelético e mostrou-se sua fung¢do no
controle da proliferagdo e diferenciagdo de masculo
esquelético. De importdncia, descobriu-se que o miR-1 e o
miR-133, que estdo aglomerados no mesmo loci cromossémico e
transcritos juntos como uma transcrigdo UGnica, tornaram-se
dois miRNAs maduros e independentes com fungdes bioldgicas
distintas alcancadas pela inibigdao de diferentes genes
alvos. Isto implica no envolvimento de miRNAs em mecanismos
moleculares complexos. De forma interessante, enquanto a
expressdo tecido especifica de miR-1 e miR-133 & controlada
por myoD e SRF®, a expressdo de SRF & reprimida por miR-
133. Portanto, estas descobertas revelam um ciclo regulador
negativo em que os miRNAs participam nas rotas reguladoras
para controlar a proliferagdo e diferenciagdo celular
(Figura 5).

MATERIAIS E METODOS PARA OS EXEMPLOS 1-7

Analise da expressdo de microRNA por microarranjo

RNA total foi isolado de células C2Cl2 postas em

cultura em meio de crescimento (GM) consistindo de
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (Sigma Chemical
Co., St. Louis, Missouri, U.S.A.) ou meio de diferenciagdo

(DM) consistindo de DMEM (Sigma) com soro de cavalo 2%

(Sigma) em diferentes momentos (dias 0, 1, 3 e 5 com ©O
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primeiro dia de transferéncia em DM contato como dia 0). A
hibridiza¢do microarranjo foi executada e os dados foram
analisados conforme descrito’. Resumidamente, 2,5 pg de RNA
isolado foi marcado com 5’'-fosfatoOcitidil-uridil-ci3-3’
(Dharmacon, Inc., Lafayette, Colorado, U.S.A.) usando-se
RNA ligase e hibridizado com mistura 0,5 mM de provas de
oligonucleotideo para 124 microRNAs marcados com ALEXA 647°
(Cis) (Molecular Probes, Eugene, Oregon, U.S.A.) em camaras
descartaveis (MJ Research, Reno, Nevada, U.S.A.; numero de
pega SLF-0601). Os dados de log normalizados (base 2) foram
hierarquicamente aglomerados pelo gene e sdo colocados em
grafico como um mapa de calor. A faixa de sinal era de -4
vezes a + 4 vezes. Amarelo denota alta expressdo e azul
denota baixa expressdo, em relagdo ao valor médio.

Andlise de Northern blot

O RNA total foi extraido de células C2Cl2, tecido
adulto ou embridnico de camundongo usando-se Reagente
TRIZOL® (Invitrogen). Para a anadlise de Northern blot de
miRNA, PG foi aplicado para remover RNAs de tamanho grande.
Resumidamente, 30 pg de cada amostra de RNA total foram
misturadas 1:1 com solugdo de PEG 5X e colocados em gelo
por 10 minutos. Apds 10 minutos, centrifugou-se a uma
velocidade méxima de 4°C, o sobrenadante foi transferido a
um tubo novo. Os RNAs foram entdo precipitados adicionando-
se 2,5 volumes de EtOH 100% e centrifugado por 30 minutos a
velocidade méxima. A anadalise de Northern blot para miRNAs
foi executada conforme descrito®. Sequiéncias de
oligonucleotideo de miR-1 e miR-133 usadas como marcadores
estdo listadas na Tabela 3. A analise de Northern blot foi

usada para detectar as transcrigdes primarias de miRNAs e



99/138

foi executada conforme descrito®®, usando-se 20 pg de RNA
total de cada amostra. Fragmentos gendmicos para miR-1 e
miR-133 foram clonados por PCR e servem como marcadores.
Tabela 3

Seqliiéncias de Oligonucleotideos Aqui Divulgadas

Nome Seqiéncia
Marcador miR-1 TACATACTTCTTTACATTCCA
Marcador miR-133 ACAGCTGGTTGAAGGGGACCAA

miR-133a-1 para cima CATGTGACCCCTCACACACA
miR-133a-1 para baixo ACAAGGGGAGCCTGGATCCC
miR-133a-2 para cima GGACATATGCCTAAACACGTGA

miR-133a-2 para baixo GAAACATCTTTATCCAGTTT

miR-1-2 para cima AGACTGAGACACAGGCGACACC

miR-1-2 para baixo TGCCGGTCCATCGGTCCATTGC

miR-1-1 para cima CACTGGATCCATTACTCTTC

miR-1-I para baixo TTGGAATGGGGCTGTTAGTA

miR-1lmut para cima TGAACATTCAGTGCTATAAAGAAGTATGTATTTTGGGTAGGTA

miR-1lmut para baixo TACCTACCCAAMTACATACTTCTTTATAGCACTGAATGTTCA

miR-133mut para cima AATCGCCTCTTCAATGGATrTGTCAACCAGCTGTAGCTATGCATTGAT

miR-133mut para baixo ATCMTGCATAGCTACAGCTGGTTGACAAATCCATTGAAGAGGCGATT

Diplice de miR-1 UGGAAUGUAAAGAAGUAUGUA
CAUACUUCUUUACAUUCCAUA

Diplice de miR-1-mut UUAACCAUAAAGAAGUAUGUA
CAUACUUCUUUAUGGUUMUA

DGplice de miR-133 UUGGUCCCCUUCAACCAGCUGU

AGCUGGUUGAAGGGGACCAAAU

Diplice de miR-133- UCAAGUAACUUCAACCAGCUGU
mut AGCUGGUUGAAGUUACUUGAAU
Diplice de miR-208 AUMGACGAGCAAAAAGCUUGU

AAGCUUUUUGCUCGUCUUAUAC
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DGplice de GFP AACUUCAGGGUCAGCUUGCCUU

GGCAAGCUGACCCUGAAGUUGG

2’ -0-metil-miR-1 AAAUACAUACUUCUUUACAUUCCAUAGC

2’ -0-metil-miR-133 AGCUACAGCUGGUUGAAGGGGACCAAAUCCA
2’ -0O-metil-miR-208 GACCAACAAGCUUUUUGCUCGUCUUAUACGUG
2’ -0-metil-GFP AAGGCAAGCUGACCCUGAAGUU

HDAC4-UTR para cima CAGCACTGGTGATAGACTTGG

HDAC4 -UTR para baixo CTTAAGAATAAGTTCAATAAGAC

SRF-UTR para cima AGATATGGGGGCTTGTGCCC
SRF-UTR para baixo CTGGGAGAAAGGGGGTAGAC
Miogenina F TGGAGCTGTATGAGACATCCC
Miogenina R TGGACAATGaCAGGGGTCCC
MioD F GCAGGCTCTGCTGCGCGACC
MioD R TGCAGTCGATCTCTCAAAGCACC

a-actina F Esquelética CAGAGCAAGCGAGGTATCC

a-actina R Esquelética GTCCCCAGAATCCMCACG

MEF2D F CAAGCTGTTCCAGTATGCCAG
MEF2D R AAGGGATGATGTCACCAGGG
HDAC4 F GAGAGAATTCTGCTAGCAATGAGCTCCCAA

Clonagem e Expressdo de miR-1 e miR-133

Os fragmentos gendmicos para os precﬁrsores de miR-1 e
miR-133 de cromossomos de camundongo 2 e 18 (ch 2 e ch 8)
foram amplificados por PCR usando-se DNA gendmico de
camundongo como um modelo (para iniciadores de PCR, ver
Tabela 3 acima). Os produtos de PCR foram clonados no vetor
PcDNA™(+)3.1 (Invitrogen) e a expressdo de miRNAs foi
determinada transfectando-se os vetores de expressdao dentro
de células de mamifero (COS7, 10T1l/2 ou C2Cl2) e fez-se a
detecgdo por analise de Northern blot.

Cultura de célula, diferenciagd@o de miogénese in vitro
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e ensaio repdérter de luciferase

As células dos mioblastos C2Cl2 foram colocadas em
cultura e a miogénese foi induzida conforme descrito'?. Os
ensaios repérteres de luciferase de transfecgdo transitodria
foram executados conforme descrito'?'?®. Os daplices de
miRNA e oligorribonucleotideos anti-sentido de 2’'-o-metil
para miR-1, miR-133, miR-208 e GFP foram adquiridos a
partir de Dharmacon (Ver Tabela 3 para sequéncias). Eles
foram introduzidos em células de mamifero usando-se ou
transfeccdo com LIPOFECTAMINE™ (Invitrogen) (200 nM) ou
eletroporagdo usando-se o sistema NUCLEOFECTOR® (5 pg) de
Amaxa Biosystems (Gaithersburg, Maryland, U.S.A.).

Para a coﬁstruc;éo repdrter de luciferase-UTR 3’, o
sitio de clonagem miltipla do vetor pGL3-Controle (Promega,
Madison, Wisconsin, U.S.A.) foi removido e colocado a
jusante do gene de luciferase. UTRs 3’ para HDAC4 e SRF de
camundongo foram amplificados por PCR e clonados no Vetor
pGL3-Controle modificado para resultar nas constru¢gdes SRF-
3’'UTR e HDAC4-3'UTR (ver Tabela 3 para seqiiéncias
iniciadoras de PCR). Os ensaios repdrteres de luciferase
foram executados conforme descrito®®.

Northern blot e mancha imunohistoquimica

Northern blot foram executadas conforme descrito
previamente?’. Os seguintes anticorpos foram usados: anti-
miogenina, SRF, MEF2, HDAC4 e f-tubulina (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, California, U.S.A.); e fosfo-
histona H3 (Upstate Biotechnology, Lake Placid, New York,
U.S.A.). O anticorpo MF20, que reconhece o MHC especifico a
mGsculo estriado, foi obtido de DSHB (University of Iowa,

Iowa City, Iowa, U.S.A.).
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Para mancha imunohistoquimica, a célula C2Cl2 tratada
em placas de 12 cavidades foi fixada com formaldeido 4% por
5 minutos a 37°C e mudou-se para solugdo de NP40/PBS 0,1%
por 15 minutos & temperatura ambiente (TA). Anticorpos
primdrios foram incubados em NP40-PBS 0,1l% com BSA 3% por 2
horas na seguinte concentragdo: anti-miogenina (diluigdo de
1: 20), anti-fosfohistona H3 (diluig¢do de 1:100), MF20
(diluigao de 1:10). Anticorpos secundarios anti-
camundongo/coelho conjugados a fluoresceina (diluigdo de
1:100, Vector Laboratories, Burlingame, California, U.S.A.)
foram adicionados em NP40-P§S 0,1% com BSA 3% por 1 hora a
37°C. DAPI foi adicionado por 5 minutos a TA. Apds varias
lavagens com PBS, as células foram sujeitadas a observagédo
por microscopia de fluorescéncia. Os campos due cobre a
cavidade inteira foram selecionados e células positivas de
fluorescéncia verde e células totais com mancha DAPI foram
contadas para cada cavidade, respectivamente.

Anilises por RT-PCR

RT-PCR foi executada essencialmente conforme
descrito?’. RNA total foi extraido de células C2C1l2 usando-
se reagente TRIZOL® (Invitrogen), e aliquotas de 2,0 ug
foram transcritas de forma zreversa a c¢DNA usando-se
hexameros aleatdrios e transcriptase reversa MMLV
(Invitrogen) . Para cada caso, unido de cDNA 2,5% foi usada
para a amplificagdo e PCR foi executada por 24-48 ciclos.
As seqliéncias para iniciadores de PCR podem ser encontradas
na Tabela 3.

Inje¢des de embrifio Xenopus e transgénese

Métodos padrdes foram utilizados na obtencdo e cultura

de embrides de Xenopus laevis. As construgdes de DNA foram
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linearizadas com Kpn I e embrides transgénicos foram
gerados de acordo com os métodos descritos por Kroll &
Amaya®®. A expressdo do transgene foi analisada sob um
microscépio Leica MZFLIII. A preparagdao e 1injegdo de
Xenopus com miRNAs foi executada essencialmente conforme
previamente descrito®’. Entretanto, RNA n3o foi coberto
antes da injecdo. Andlise imunohistoldégica integral foi
executada conforme descrito’°.
EXEMPLO 8

miR-208 é um miRNA especifico a miGsculo cardiaco
conservado entre humano, camundongo e rato (Figura 14). A
andlise de Northern blot revelou que a expressdao de miR-208
é regulada de forma desenvolvida (Figura 15). As Northern
blot foram preparadas a partir de tecidos de camundongo
escalonado e marcado com marcador radiomarcado complementar
a miR-208. Os niveis de miR-208 foram dramaticamente
maiores no coragdo de camundongo adulto em relagdo a E13.5,
E1l6.5, e coracdes em estdgio neonatal. miR-208 €& hospedado
por um intron do gene de cadeia pesada de oa-miosina (a-
MHC) de mGsculo cardiaco (Figura 14). Uma das duas
isoformas pesadas de miosina cardiaca, «-MHC & fracamente
expressada durante o desenvolvimento do camundongo mas
depois torna-se a isoforma predominante no coragdo do
camundongo adulto. miR-208 e a-MHC sdo ambos especificos a
corag¢d3o e transcritos a partir do filamento reverso, dque
sugere que miR-208 €& processado do intron a-MHC &
expressado paralelo a uma transcrigdao de o-MHC.
EXEMPLO 9

Para investigar a fungdo in vitro de mwmiR-208 em

cardiomidcitos, escolheu-se usar cardiomidcitos de rato
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neonatal porque ele & um modelo bem caracterizado in vitro
para estudo de caracteristicas morfoldgicas, biogquimicas e
eletrofisioldgicas de células cardiacas. Os cardiomidcitos
neonatais ndo perdem sua capacidade de replicar apds o
nascimento, uma grande fragdo passa por divisdo mitdtica e
prolifera-se in vitro e in vivo onde a expressao do gene
cardiaco & também ativada. E provavel que o miR-208 promova
a diferenciacdo de cardiomidcito uma vez que ela é
expressada altamente no coragdo adulto em relagdao ao
desenvolvimento prévio. A fim de determinar a fungdo de
miR-208 no coragdo, este sistema de modelo & usado para
estudar os efeitos da expressdo de miR-1-208 e a inibicéé
sob o programa de cardiogénese.

Sistema do modelo in vitro

Os cardiomidbcitos em cultura sdo os modelos
experimentais mais amplamente usados na pesquisa cardiaca.
A preparagdo de cardiomidécitos a partir de pequenos
mamiferos é econdmico em relag¢do a todos os estudos de
animal, confiavel e permite um amplo espectro de
experimentos. Por razdes econdmicas e técnicas, os
cardiomidcitos s83o mais comumente isolados de ratos
neonatais. Isolou-se cardiomidécitos de rato essencialmente
como previamente descrito, com menores modificacdes®®.

MiRNAs maduros funcionais podem ser ectopicamente
expressados usando-se uma seqUéncia promotora Pol II de RNA
para direcionar a transcrigdo da sequéncia precursora de
miRNA mais ~150 nucleotideos flanqueadores. As transcrigdes
de RNA resultantes sdo reconhecidas pelo mecanismo de
processamento de miRNA e tornam-se miRNAs> completamente

funcionais capazes de direcionar a repressao traducional.
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Amplificou-se por PCR a seqUéncia precursora de miR-208 e
as regides flanqueadoras do DNA gendmico de camundongo e
inseriu-se este fragmento em um vetor de adenovirus para
gerar o adenovirus recombinante que expressa miR-208 (Ad-
208). A analise de Northern blot mostra um aumento
dependente da dosagem da expressao de miR-208 em
cardiomibcitos isolados infectados com Ad-208 de
concentragdes crescentes (Figura 16). Esta ferramenta pode
ser utilizada para estudar os efeitos da superexpressdo de
miR-208 no fendtipo de cardiomibcito in vitro.

Andlise da express3o de miR-208 ectdpica

Um ensaio de contagem de célula & wusado para
determinar se mudan¢as na expressdo de miR-208 afeta a
proliferagdo. Os cardiomidcitos sdo colocados em placa a
baixa densidade e infectados com Ad-208. Embora o
adenovirus tenha sido usados extensivamente com gJgrande
sucesso em estudos de cardiomiécitos, células com Ad-GFP
podem também ser infectadas com a mesma multiplicidade de
infecgdo (MOI) como Ad-208 para controlar os efeitos
indiretos causados pela infecgdo adenoviral. Uma vez dque
ambos os virus expressam a proteina fluorescente verde
(GFP), eficiéncias de infecgdo sdo também controladas por
microscopia de epifluorescéncia.

As células sd3o contada sob iluminagdo de campo
brilhante antes da infec¢do e em 24, 48, 72 e 96 horas apds
a infecg¢do. As células em 10 campos de visdo sdo contadas
para ambas as condigdes em cada momento. Analises
estatisticas s3o aplicadas aos dados de contagem celular. O
Student t-test ndo pareado pode ser usado para determinar a

probabilidade de que o nimero médio de células contado por
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vista de campo difere de forma significativa entre a
infec¢io por Ad-208 e Ad-GFP em cada momento particular,
enquanto que o Student t-test pareado pode determinar a
probabilidade de que o numero médio de células contado para
cada infeccdo difere-se de forma significativa entre os
momentos. Se a probabilidade de que qualquer uma das duas
médias é significativamente diferente & maior que ou igual
a 95%, aquelas diferengas sdo consideradas significantes.

O ensaio de contagem de célula & complementado com
estudos para determinar o indice mitdético wutilizando
anticorpos de fosfohistona  H3 e para determinar o
percentual de células gque passa pela sintese de DNA pela
incorporagdo de BrdU. Células fixas sdao manchada com TUNEL
para excluir a possibilidade de gque a superexpressao de
miR-208 cause a morte da célula. Resultados potenciais da
infeccdo por Ad-208 sob proliferagdo de cardiomidécito sao
diminuidos, aumentados ou ndo sofrem nenhuma mudanga no
nimero celular. Sem desejar estar limitados pela teoria, é
provavel que a expressdo de miR-208 ira retardar a
proliferagdo do cardiomidcito em relagdao aos controles uma
vez que o xniR—éos é normalmente altamente expressado em
cardiomibdcitos adultos diferenciados.

Um conjunto de fatores de transcrigdo cardiaca,
incluindo Nkx2.5, MEF2C, GATA4! miocardina e TBX5 mostrou
ser expressado em cardiomibécitos de diferenciagdo inicial,
tornando-os marcadores genéticos iniciais de diferenciagdo
cardiaca. As proteinas contrateis especificas a masculo
cardiaco, tais como «a-MHC, B-MHC, o-CA e MLV2V, s3do
marcadores de diferenciacd3o terminal de cardiomidcitos.

Alguns destes genes cardiacos sdo regulados de forma
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diferencial durante o desenvolvimento. Por exemplo, P-MHC é
altamente expressado em coragdo embridnico, mas torna-se
regulado para baixo de forma pds-neonatal, enquanto que o-
MHC possui um padrdo de expressdo oposto. A fim de
determinar se miR-208 possui um papel na regulagao da
expressdo de gene cardiaco, o efeito da expressdo de miR-
208 ectdpica sob expressdo do gene marcador cardiaco em
cardiomibécitos de rato neonatal é examinado. Sem desejar
estar limitado pela teoria, espera-se que a expressdo de
miR-208 diminua a expressdo do gene fetal e/ou promova a
expressdo de genes cardiacos adultos.

Usando-se métodos de transcriptase reversa-PCR (RT-
PCR) semiquantitativos, os niveis de transcrigdo de mRNA
relativos de varios genes marcadores cardiacos em
cardiomidcitos de rato neonatal infectados com Ad-208
versus Ad-GFP s3o analisados. As bibliotecas de cDNA s&o
feitas de RNA isolado de cardiomidcitos infectados por
técnicas convencionais. GAPDH, que €& expressada altamente
em quase todos os tecidos, é amplificada e usada para
normalizar os niveis de <cDNA. Todos os conjuntos de
iniciador de PCR sdo projetados para amplificar o produto
gque transpde um ou mais intron(s), gque ird produzir um
produto amplificado por PCR maior se a contaminagdo de DNA
estd presente. Adicionalmente, anticorpos disponiveis
comercialmente s3oc usados para examinar os niveis de
expressdo de proteina de varios marcadores cardiacos por
andlise de Northern blot para determinar se quaisquer
mudancas na expressdo da proteina coincidem com as mudangas
nos niveis de transcrigdo de mRNA.

Além de estudar os efeitos de miR-208 sob expressdo do
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gene cardiaco, quaisquer efeitos sob localizag¢do de varias
proteinas cardiacas, incluindo fatores de transcrigdo e
componentes estruturais sdo determinados. A observagdo de
cardiomibéecitos infectados com Ad-208 sugere dque estas
células exibem diferentes morfologias para cardiomidcitos
infectados com Ad-GFP (Figura 16Db). Os cardiomidcitos
infectados com Ad-208 parecem “arredondados” em relagao as
suas contrapartes infectadas com Ad-GFP.

Cardiomiécitos infectados com Ad-208 e Ad-GFP séo
fixados em laminulas de vidro, marcados com anticorpos
primarios e secundarios apropriados, tingidos no nitcleo, e
montados em laminas para andlise microscdpica.

Inativagdo de miR-208

Paralelamente aos estudos de superexpressdo de miR-
208, os efeitos da inibig¢do de miR-208 wusando-se 2'-o0-
metiloligonucleotideos anti-sentido a miR-208 sdo
estudados. Os 2’ -o-metiloligonucleotideos atuam como
inibidores especificos a sequéncia e irreversiveis da
funcdo de miRNA de uma forma estequiométrica. Este sistema
de inibic3o de miRNA é adaptado aos cardiomidcitos. 2'-o-
metiloligonucleotideos anti-sentido de miR-208 ou, em
controles, 2’ -o-metiloligonucleotideos aleatdérios sdao
transfectados em cardiomidcitos por um reagente 1lipidico
catiénico, ou alternativamente por eletroporagdo. Uma
construcdo repdrter com uma sequéncia de miR-208 anti-
sentido ligada diretamente em 3’ ao gene de luciferase
(luc-miR-208-sensor) & usada como um controle e para testar
a eficacia do sistema em bloquear a fungdo do miR-208. Os
niveis de mRNA e proteina, assim como a localizagdo da

proteina, sdo estudados conforme descrito para os estudos
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de superexpressido de miR-208.

EXEMPLO 10

O miR-208 é fracamente expressado no coragdo
embridnico e sua eXxpressdo aumenta dramaticamente no
coracgdo adulto. Este exemplo analisa se a fun¢do de miR-208
é mais importante para a regulagdo do gene no coragao em
desenvolvimento ou no coragao adulto. Durante o
desenvolvimento, era discutido que o miR-208 é
provavelmente sem importéncia uma vez que ele & expressado
fracamente no embrido. Contra este argumento, a dosagem de
miR-208 adequada pode ser importante para regular certas
rotas genéticas durante o desenvolvimento. Além disso, o
camundongo nocauteados de seu gene hospedeiro a-MHC, que é
fracamente expressado durante o desenvolvimento em relagdo
ao estdgio adulto, sofreu de letalidade embridnica, embora
ndo seja conhecido se a expressdo do miR-208 é afetada
naquele animal®’. A alta expressdo de miR-208 detectada no
coragdo adulto pode indicar que sua fungdo mais importante
encontra-se no desenvolvimento posterior. Para classificar
estes tipos de resultados, dois modelos de camundongo sdo
criados para estudar as fungdo de miR-208: um camundongo
nocauteado de miR-208 e um camundongo transgénico que
condicionalmente superexpressa miR-208.

Modelo de camundongo nocauteado de miR-208

Um camundongo funcionalmente invadlido para miR-208 &
designado e criado sem afetar a expressdo de seu gene
hospedeiro a-MHC. A produgdo de célula tronco embridnica
derivada de camundongo nocauteado de miR-208 & um processo
de trés estagios: produgdo do vetor alvo; introdugdo de

seqUéncias de DNA em células tronco embridnicas por
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recombinagdo de homdélogos e produgdo de camundongos
geneticamente modificados a partir de células tronco
embridnicas. Os miRNAs relacionados estdo agrupados em
familias com base na homologia de seqiéncia dentro de suas
regides de semente. Estas familias podem regular de forma
redundante a expressdo dos mesmos Jenes, complicando
potencialmente a andlise genética de sua fung¢do in vivo. A
regido de semente de miR-208 ndo se aglomera com outros
miRNAs conhecidos em uma &arvore filogenética, tornando o
miR-208 um candidato a nocaute de miRNA adequado.

A construgdo que tem como alvo miR-208 é desenvolvida:
usando-se uma eStratégia chamada de engenharia
recombinogénica, que usa recombinagdo homdéloga entre
fragmentos de DNA lineares e plasmidios circulares®®?®. o
plasmidio circular pode conter um fragmento de 6-7 kb do
gene o-MHC em que o miR-208 estd situado centralmente. O
fragmento de DNA 1linear contém dois bragos homdlogos
projetados para substituir a seqiéncia de miR-208 de 22 nt
com um cassete de selegdo “floxed” . As bactérias
transformadas com o plasmidio circular sdo eletroporadas
com o fragmento de DNA 1linear, e subsequUentemente, a
resisténcia codificada pelo fragmento linear determina as
coldénias recombinantes. A construcdo resultante é usada
para alvejar as células ES por recombinagdo homéloga. Uma
vez que a célula ES heterozigdtica é identificada usando-se
selecdo baseada em PCR ou por mancha do Sul, ela & usada
para gerar quimera por injegdo de blastocisto. O modelo de
nocaute presentemente divulgado deixa apenas uma pedgquena

pegada de DNA exdgeno no intron de um o-MHC e ajuda a

assegura que a transcrigdo de um a-MHC ou o padrdo de unido
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de mRNA de a-MHC permanece ndo afetado.

Modelo de camundongo transgénico condicional

A estratégia transgénica condicional é diagramada na
Figura 17. A método transgénico condicional €& um sistema
binadrio consistindo de dois transgenes. Um transgene
codifica miR-208 (tet208), enquanto o outro transgene
codifica um transativador (tTA) que ativa o transgene de
miR-208 através da ligacdo de uma seqiéncia reguladora com
seu promotor. A 1ligagdo de tTA & inibida sempre dque a
doxiciclina (DOX) est& presente (isto &, “tet-off”), assim
permitindo a regulagdo temporal do transgene de miR-208
pelo tratamento com DOX.

Uma de coldénia de camundongo homozigdtica para o
transgene de miR-208 & estabelecida. Os camundongo s tet208
é& acasalado com camundongo transgénico abrigando um
transgene tTA para criar transgénicos duplos para estudo.
Assumindo a genética Mendeliana, 1 em 4 descendentes sera
transgénico duplo e expressa miR-208 sempre que tTA for
expressado. Um promotor de o-MHC & utilizado para direciona
a expressdo de tTA. O promotor de o-MHC foi bem
caracterizado e é suficiente para direcionar adequadas a
expressdo especifica a tecido no desenvolvimento inicial®®.
O uso de um promotor de a-MHC para expressar tTA aumentara
a dosagem de miR-208 nos mesmos tecidos como miR-208
endégeno nos animais transgénicos duplos, uma vez dJque O
miR-208 enddgeno normalmente origina-se de um intron dentro
do gene a-MHC. Uma linha de camundongo transgénico que usa
o promotor de oa-MHC de camundongo para direcionar a
expressdo de tTA existe e foi wusada de forma bem

91,92

sucedida A 1linha de camundongo transgénico tet208
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permite o estudo dos efeitos da dosagem da expressdo de
miR-208 no embrido em desenvolvimento ou coragdao de
camundongo adulto independentemente. Tipicamente, a
letalidade embridnica inicial em iniciadores transgénicos
regulares limitara severamente o nimero de embrides
capturados de maneira desenvolvida disponiveis para estudo
e impedirda a analise fenotipica. Com a estratégia
condicional, foi-se capaz de atrasar a eXxpressdo do
transgene de miR-208 no camundongo transgénico duplo onde a
superexpressdo de miR-208 inicial provou ser letal.

Analise

A andlise especifica conduzida depende de como ©Os
fenétipos s3o manifestados. Em geral, usando-se métodos
histolégicos e bioquimicos para caracterizar os fendtipos
potenciais no embrido em desenvolvimento e/ou adulto é
aceitavel. Coracgdes sdo examinados para anormalidades
graves e seccionados para analise histolégica para
identificar mais potencialmente defeitos de desenvolvimento
sutis. As possibilidade para defeitos sdo inumeraveis e
podem incluir qualquer espécie de formagdo defeituosa de
septo a Aatrio espessado. E igualmente possivel que o
fendtipo possa ser um defeito de contralidade que pode ser
caracterizado por estudos eletrofisioldgicos.
EXEMPLO 11

A identificacdo de alvos moleculares diretos de miR-
208 facilita a compreensdo do mecanismo que fundamente sua
funcdo bioldgica. Prognésticos alvo sdo utilizados para
complementar observagdes relacionadas a investigagao da
funcdo de miR-208 em modelos de camundongo in vitro e 1in

vivo.
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Sem desejar estar limitado pelo teoria, criou-se uma
hipétese de que a expressdo de Thrapl & regulada por miR-
208. A UTR 3’ de Thrapl contém dois sitjios de 1ligagdo de
miR-208 previstos (Figura 18). Os dois alvos estao
localizados ~80 bp a jusante do cbédon de parada de Thrapl e
estdo separados entre si por apenas ~50 bp. Ambos os alvos
s3o perfeitamente complementares com a régiéo de semente de
miR-208. O gene Thrapl codifica uma subunidade de 240 kd do
complexo de TRAP (proteina receptora de hormdnio da
tiredide) que é ubiqlitariamente expressada®. TRAP & um
complexo de proteina de multisubunidade que & um coativador
para receptores nucleares. TRAP foi ~inicialmente
caracterizada para receptor nuclear do hormdnio da
tiredide®. Thrapl ndo foi caracterizado, mas defeitos em
outras subunidades de TRAP mostraram afetar a sinalizagao
do receptor nuclear. A ablagdo do gene de TRAP220 em
camundongos prejudicaram o desenvolvimento do sistema
nervoso e do corac¢do, enquanto que homdélogos de Drosophila
de TRAP230 e TRAP240 sido exigidos para o desenvolvimento do

disco olho-antena adequado®®’®.

Mutagbes em um gene
altamente similar a Thrapl, chamado de Thrap2, foram
encontradas em pacientes com defeito do coragdo congénito,
Transposition of the Great Arteries’’ . Assim, os membros da
familia TRAP s3o importantes para o desenvolvimento
adequado. Tem-se um interesse particular no Thrapl como um
alvo de miR-208, uma vez gque sabe-se que o hormbénio da
tiredide exerce efeitos profundos na contratilidade
cardiaca.

O hormdénio da tiredide estd ligado a troca da isoforma

da miosina cardiaca. Em cardiomidécitos, o hormdnio da
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tiredide causa um actmulo rapido de o-MHC mRNA enquanto
inibe simultaneamente a express3o de B-MHC’®*'’’. Varios
elementos de resposta tiroidiana atuantes positivos (TRESs)
estdo 1localizados no promotor de o-MHC e um meio-Ter
atuante negativo no promotor B-MHC foram

identificados!?® 101,

Os genes a-MHC e PB-MHC estdo dispostos
em tandem no cromossomo 14 e eles codificam duas isoformas
de cadeia pesada de miosina cardiaca que convertem ATP em
trabalho mecdnico a diferentes taxas e sua relagdo de
express3o de proteina afeta a contratilidade dos sarcOmeros
cardiacos; o-MHC é ‘“rapido” enquanto que B-MHC & “lento”.
Sua expressdo & regulada de forma desenvolvida. Em
camundongo e rato, fB-MHC & predomihante na vida fetal
posterior, mas imediatamente apdés o nascimento, a-MHC
torna-se a isoforma cardiaca adulta predominante. A
transicdo é provavelmente causada pelo surto de hormdnio da
tiredide circulante que ocorre imediatamente apds o
nescimento®®. Em animais maiores, como coelhos e humanos,
a-MHC é a isoforma cardiaca adulta predominante.
Entretanto, os promotores dos genes o-MHC e B-MHC sao
altamente conservados entre camundongo e humano, sugerindo
que eles s3o regulados de forma similar. Dada a origem de
miR-208 a partir de um intron de a-MHC, e sem desejar estar
preso pela teoria, €& possivel que o miR-208 atue como um
inibidor especifico a tecido da sinalizagdo do hormdnio da
tiredide em um ciclo de resposta negativo para regular a
relacdo das isoformas de cadeia pesada de miosina cardiaca
alvejando-se um componente do complexo TRAP (Figura 19).

A estratégia de selegdo inicial pergunta se a

superexpressio de miR-208 regula para baixo a expressdo de
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um gene repdrter portando supostos sitios alvo em sua UTR
3. Inseriu-se a Thrapl UTR 3’ diretamente atras da
seqiéncia codificadora de um gene repdrter de luciferase
expressado de forma constitutiva. Os resultados sugerem que
miR-208 alveja Thrapl UTR (Figura 18). Para confirmar esta
observacdo, mudou-se as regides de semente de dois suposto
sitios alvo dentro de Thrapl UTR, separadamente e em
combinagdo. O polinucleotideo mudado pode ser testado para
determinar se eles podem aliviar a repressdo mediada por
miR-208.

Estudos prévios mostraram que o hormdnio tiroidiano
ativa de maneira transcricional a expressdo da cadeia de o-

]
MHC e inibe a expressdo de B-MHC em cardiomidcitos

98,99,102 .
Os cardiomidécitos sdo infectados com Ad-208 para determinar
se a expressdo de miR-208 inibe a sinalizag¢do do hormdnio
tiroidiano monitorando-se a transcricdo e os niveis de
proteina de um a-MHC e B-MHC. A inibigdo da expressdo de o-
MHC por miR-208 suportarad indiretamente a hipétese de que o
miR-208 alveja um componente da rota de sinalizagdo do
hormbénio da tiredide.

Para também validar os alvos previstos, pode ser
determinado se a expressdo de miR-208 diminui os niveis de
mMRNA ou de proteina nos coragdes a partir de modelos de
camundongo transgénico de wmiR-208 e nocaute de miR-208.
Anticorpos especificos contra as proteinas alvo sdo
empregados. Thrapl humano estd comercialmente disponivel.
Se nio efetivo em estudos de camundongo, Thrapl de
camundongo - anticorpos especificos ddo desenvolvidos.

Alvos Candidatos Adicionais para miR-208

Além do Thrapl, clonou-se as UTR 3’ de quatro outros
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alvos previstos de miR-208 de interesse diretamente ao gene
de luciferase para estudos repdrteres. As UTR’s 3’ sdo de
SP3 (fator 3 de transcri¢do trans-atuante Sp3), EYA4
(homélogo 4 ausente nos olhos), CSNK2A2 (caseina quinase 2,
alpha prime polypeptide) e TTN (Titin).

A expressdo da proteina SP3 & oposta a expressdo de
miR-208, SP3 & um fator de transcrigdo gue interage com uma
variedade de promotores contendo GC-boxes'®* /1041 p
proteina SP3 & facilmente detectada em coragdes da
camundongo fetal, mas é raramente detectavel no coragdo
adulto. Os padrdes de expressdo opostos de SP3 e miR-208
tornam expressamente possivel para miR-208 regular a
tradugcao de SP3.

EYA4 & um alvo potencial de interesse de miR-208 dada
sua ligacdo estabelecida a patologia no coragdo humano. As
mutacdes foram identificadas em EYA4 humano gue causam
cardiomiopatia dilatada e falha associada do coragdo'®® 7.
EYA4 é& um coativador transcricional gue interage com os
elementos da familia sine-oculis (Six1-Six6) e fatores de
transcricdo Dach levando a ativagdo do gene'®®'?. A
caracterizagdo 'da muta¢do humana foi' supoftada pelo
trabalho em peixe zebra, uma vez gque niveis de EYA4
atenuados produzem caracteristicas morfoldgicas e

hemodinamicas da falha do coragdo'®®.

Correntemente, nenhum
gene cardiaco potencial de EYA4 foi identificado.

CSNK2A2 é uma proteina serina/treonina guinase
amplamente expressada que foi comprometida na replicagdo de
DNA, regulagdo de transcrigdo basal e indutivel, tradugdo e

110,111

controle de metabolismo Ha interesse em CSKN2A2 por

seu potencial na regulagdo de uma variedade de rotas
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genéticas.

Similar ao EYA4, TTN & também um candidato alvo de
miR-208 de interesse dado a sua associag¢do estabelecida
com a funcdo cardiovascular e patologia. TTN & uma proteina
sarcomérica gigante expressada tanto em tecido do masculo
cardiaco quanto em misculo esquelético e & importante para
a montagem do sarcdmero e transmissdo de forga. As mutagdes
em TTN foram legadas as cardiomiopatias hipertrdéfica e
dilatadas. Dada a exigéncia da TTN para a fungdo do misculo
cardiaco e esquelético, suspeita-se que o miR-208 regula
fortemente a expressdo da TTN, mas & possivel que um gene
sarcomérico (isto &, a-MHC) possa focar a expressdo de um
outro (isto &, TTN) para ajustar as propriedades contrateis
de cardiomidbcitos.

A UTR 3’ do gene alvo previsto & testada pelo ensaio
repdérter para determinar se ela confere supressdo mediada
por miR-208. Os genes candidatos s8o também caracterizados
pela mutagdo dos sitios alvo previstos e para testar se a
supressdo de miR-208 & diminuida. Apds a selegdo repérter
inicial dos alvos candidatos, os efeitos da superexpressdo
de miR-208 in vitro usando-se células de cardiomidcito sob
a expressdo do gene candidato na transcrigdo e niveis de
proteina sd3o analisados. A relevancia bioldgica de alvos
verificados sd3o estudados in vivo usando-se os modelos de
camundongo transgénico indutivel e nocaute de miR-208. A
anialise dos alvos de miR-208 potenciais in vitro e in vivo
pode validar as previsdes de alvo e confirma sua relevancia
biolégica a fim de compreender as rotas genéticas reguladas
por miR-208 no coragao.

EXEMPLO 12
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MaGsculos esqueléticos sdo danificados e reparados
repetidamente por toda a vida. A regeneragao muscular
mantém a fung¢do locomotora durante os envelhecimento e
retarda a aparéncia dos sintomas clinicos em doengas
neuromusculares, tais como distrofia muscular de Duchenne.
Esta capacidade para reparo de tecido & conferida por um
subconjunto de células como células tronco chamadas de
células satélites 1localizadas entre a lamina basal e o
sarcolema das miofibras maduras. Sob dano, as células
satélites entram outra vez no ciclo celular, proliferam-se,
e entdo saem do ciclo celular ou para renovar o conjunto de
célula satélite quiescente ou para diferencial em miofibras
maduras. Tanto o programa de proliferagdo celular quanto o
programa de diferenciagdo células sdo essenciais para a
miogénese.

O assunto presentemente divulgado fornece dados que
demonstram que os miRNAs sdo responsaveis pela proliferagdo
e diferenciacdo de células musculares.

Métodos

A cardiotoxina foi injetada em misculos tibiais
anteriores (TA) de camundongos C57BL/6 machos de seis

semanas de vida de acordo com Yan e outros!!®. 0Os miasculos

foram coletados 3 dias apbds a injegdo. Masculos TA nao
injetados foram wusados como controle. RNA total foi
extraido do masculo TA e 5 pg foram usados para andlise de
microarranjo de microRNAs.

Resultados

As Figuras 20A e 20B mostram os dados de expressdao do
arranjo de miRNA de masculo tibial anterior (TA) injetado

com cardiotoxina (Danificado) ou ndo injetado (controle).
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Os dados de log normalizados (base 2) foram
hierarquicamente aglomerados pelo gene e sdo colocados em
grafico como um mapa de calor. A faixa de sinal era de -4
vezes a + 4 vezes. Sombreamento claro denota alta expressdo
e sombreamento escuto denota baixa expressdo, em relagao ao
valor médio. A Figura 20A mostra miRNAs que sdo regulados
para baixo em masculo danificado e a Figura 20B mostra
miRNAs que sd8o regulados para cima em musculo danificado.
EXEMPLO 13

As células satélites de milsculo esquelético sdo um
grupo de pequenas células mononucleares posicionadas entre
a membrana plasmatica e a 1lamina basal circundante de
fibras musculares multinucleares maduras. As células
satélites tém sido hd muito tempo consideradas como as
células precursoras do masculo esquelético adulto.
Evidéncia recente sustenta a nogdo de gque as células
satélites s3o heterogéneas e possuem potencial semelhante a
célula tronco. Estas células sdo mantidas em um estado
gquiescente, mas uma vez ativadas, irdo se proliferar
extensivamente para formar um conjunto de mioblastos que
irdo se diferenciar e regenerar ou reparar o tecido
muscular.

As rotas genéticas e mecanismos moleculares que mantém
as células satélites em seu estado quiescente inativo sob
condi¢des normais, assim como a maneira pela qual eles se
tornam ativados em resposta ao dano muscular para facilitar
a regenerag¢do muscular estdo comegando a ser reveladas.
Pax3 e Pax7, membros de wuma familia de fatores de
transcrigdo box pareados/homeodominio, demonstraram

executar papéis importantes, ainda distintos, na mediagdo
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de processo de regeneragao de masculo esquelético
relacionado a célula satélite. E menos claro, entretanto,
como a expressdo das proteinas Pax €& regulada durante o
curso da manutencdo e ativag¢do da célula satélite. De
maneira intrigante, a expressdo de Pax3 e Pax7 & regulada
para baixo na diferenciag¢do de mioblastos. De maneira mais
importante, a superexpressdo ectdpica de Pax3 ou Pax7 em
mioblastos c2c12 bloqueia sua diferenciagado. Estas
observag¢des sugerem que o status de quiescéncia da célula
satélite e a auto-renovagdo assim como a proliferagdo e
diferenciacgao de mioblastos esta sob controle
transcricional e pdés-transcricional rigido.

Além disso, o fator neurotrdfico derivado de cérebro
(BDNF) é expressado nas células satélites de misculo
esquelético e inibe a diferenciag¢do miogénica. Foi
descoberto e & agora divulgado aqui que tanto Pax7 quanto
BDNF sao supostos alvos reguladores para miR-1/206,
implicando que o miR-1/206 executa um papel vital na
regulacdo da célula satélite do misculo esquelético.

Superexpressdo de miRNA .estabelecida e sistema de
detecgdo em células satélites

A fim de superexpressar de forma eficiente os miRNAs
em células satélites ectopicamente, um sistema de
superexpressdo com base retroviral foi adaptado. As
seqiéncias gendmicas que flanqueiam miR-1 e miR-206 (em
torno de 300-400 bp) sdo flanqueadas com um doador de
splice (SD) e um aceptor de splice (SA) dentro de um vetor
de retrovirus derivado de virus de célula tronco de murina
(MSCV) em que uma sequéncia codificadora de proteina

fluorescente verde (GFP) é localizada a Jjusante da
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seqiiéncia de miRNA-SDSA. Desta forma, ambos miR-1/206 e GFP
serdo expressados simultaneamente e a expressdo de GFP
servirda como uma excelente indicagdo da expressdao de miR-
1/206 (Figura 23).

A fim de monitorar a expressdo e o efeito inibidor de
miRNAs em células satélites, criou-se um “sensor de miRNA”
em que a expressdo de um gene dsRed estd sob controle
transcricional de um promotor CMV  ativo de forma
constitutiva. A seqiéncia complementar do miR-1/206 estava
ligada & 3’ de um gene repdrter dsRed e inserida em um
vetor de retrovirus derivado de MSCV de forma gque um miRNA
ird reprimir a tradugdo da proteina dsRed (Figura 22).
Usando-se este sistema, pode-se detectar de forma precisa a
expressdo e o efeito inibitdério de um miRNA em células
satélites, que fornece ferramentas poderosas para também
estudar a funcdo de miRNAs no misculo esquelético.

Pax7 e BDNF sdo alvos reguladores de miR-1/206 em
células satélites

Descobriu-se que os genes Pax7 e BDNF contém sitios
alvo de miR-1/206 altamente conservados em suas UTRs 3’
(Figuras 24, 25 e 26). Estas sequéncias UTR 3’ foram
clonadas em um repdrter de luciferase e foi testado se elas
podem ser reprimidas pelos miRNAs. Conforme mostrado na
Figura 24, tanto miR-1 quanto miR-206 reprimem
potencialmente estes repdrteres. A repressdo mediada por
miRNA & anulada quando as seqUéncias de ligagdo de miRNA
conservadas foram mudadas, indicando a especificidade da
repressao. Estes dados sugerem  gue miR-1/206 podem
controlar a proliferagdo e diferencia¢dao das células

musculares e/ou seus precursores reprimindo genes alvo
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importantes.

Isolamento de células satélites a partir de miofibras
de misculo esquelético Unico

As células satélites sdo células progenitoras de
misculo esquelético adulto responsivas ao desenvolvimento
pés-natal e regeneragdo. Sem desejar estar limitado pela
teoria, had a hipdétese de gque os miRNAs sdo também
reguladores de células satélites. Para testar  esta
hipétese, comegou-se isolando-se as células satélites de
misculo esquelético do membro posterior ou diafragma de
camundongos neonatais e adultos. Foi-se capaz de isolar
células satélites de miofibras Gnicas, que produz populagdo
de célula satélite mais pura e fornece <resultados
reproduziveis. Estas células satélites podem ser mantidas
em um estado ndo diferenciado quando bFGF estava incluido
no meio de cultura, em que a expressdo de Pax7 e outros
marcadores de células satélites podem ser detectados.
Entretanto, elas podem ser induzidas para diferenciarem em
mioblastos e miotubos sob remog¢do do fator de crescimento
bFGF, imitam exatamente o processo de diferenciagdo do
misculo esquelético in vitro (Figura 28).

miR-1/206 inibe a proliferagdo de cé&lulas satélites

Para definir a funcdo de miR-1/206 em células
progenitoras de misculo esquelético, as células satélites
isoladas de miofibras uUnicas de camundongos adultos s&do
plagqueadas em placas de culturé de tecido de 24 cavidades e
miR-1/206 & introduzido nas células usando-se um retrovirus
baseado no vetor SDSA. A expressdo e atividade de miRNAs
expressados ectopicamente s3o monitoradas de varias formas:

Analise da mancha no Norte foi aplicada para detectar e
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medir quantitativamente a expressdo de miR-1. A atividade
de miR-1/206 é também monitorada usando-se repdrteres
“sensores” em que a seqiéncia complementar para miR-1/206 &
clonada na regido 3’ em diregdo a um gene repdrter dsRed.
Para os ensaios de proliferag¢do, a cultura de célula
satélite foi marcada com BrdU lhoras antes da colheita. As
células foram entdo fixadas e a proliferagdo das células
foi medida pela contagem de células coradas positivas para
BrdU. Conforme mostrado na Figura 27, a superexpressdo de
miR-1/206 em células satélites inibe sua proliferacgédo.
miR-1/206 aumenta a diferenciagdo de células satélites
Para diferenciagdo da analise cinética, as células
satélites de miofibras UGnicas foram plaqueadas em placas de
24 cavidades revestidas com coldgeno em DMEM adicionado com
FBS 20% e 10 ng/mL de DLFGF. As células foram plaqueadas a
uma densidade em torno de 5 X 10° células/cm®? e infectadas
com retrovirus de miR-1/206 ou retrovirus de controle. Uma
vez que o DbFGF é removido do meio de cultura, as células
satélite sairdo espontaneamente do ciclo celular e se
diferenciardo. Conforme mostrado nas Figuras 28 e 29, a
superexpressdo de miR-1/206 aumenta a diferenciagdo de
células satélite e acelera sua cinética de diferenciagdo.
Em resumo, os dados expostos no presente Exemplo
demonstram que miR-1 e miR-206 executam um importante papel
no controle do processo de proliferagdo e diferenciagdao de
célula satélite de maGsculo esquelético. Dada a fungado
importante das células satélites no processo de regeneragao
e reparo de misculo esquelético, & sugerido, e sem desejar

estar limitado pela teoria, que miR-1, miR-206 e miR-133

sdo importantes para regeneragdo do miasculo esquelético
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(Figura 30).
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REIVINDICAGOES

1. Método para modular a expressdao de um gene em um

midcito caracterizado pelo fato de compreender contatar um

midcito com um microRNA (miRNA) ou um vetor codificando o
miRNA dirigido a um gene no midcito.

2. Método, de acordo com a reivindicagao 1,

caracterizado pelo fato de que modular & inibir.

3. Método, de acordo com a reivindicagado 2,

caracterizado pelo fato de que o miRNA inibe a tradugdo do

gene.

4. Método, de acordo com a reivindicacgado 3,

‘caracterizado pelo fato de que o miRNA é dirigido a uma

regido 3’ ndo traduzida do gene.
5. Método, de acordo com a reivindicacgao 1,

caracterizado pelo fato de gque o miRNA compreende uma

sequéncia de nucleotideo selecionada a partir do grupo
°$:; 1-11 e seqgUéncias
pelo menos 70% idénticas a qualquer uma das Id. de Seq.
n°®:1-11. .

6. Método, de acordo com a reivindicacao 1,

caracterizado pelo fato de que o miRNA é selecionado a

partir do grupo consistindo de miR-1, miR-133, miR-206,
miR-208, miR-22, miR-26, miR-29, miR-30, miR-128, miR-143 e
miR-145.

7. Método, de acordo com a reivindicacao 1,

.caracterizado pelo fato de que o vetor codificando o miRNA

compreende:
(a) um promotor operativamente ligado a uma molécula
de Acido nucleico codificando a molécula de miRNA; e

(b) uma seqiéncia de terminagdo de transcrigdo.
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8. Método, de acordo com a reivindicagao 1,

caracterizado pelo fato de que o gene €& selecionado a

partir do grupo consistindo de um gene de diferenciac¢do de
midécito e um gene de proliferac¢do de midcito.
9. Método, de acordo com a reivindicacao 8,

caracterizado pelo fato de que o gene de diferenciagdo de

midécito codifica um polipeptideo de histona desacetilase 4

(HDAC4) .

10. Método, de acordo com a reivindicagdo 8,

caracterizado pelo fato de que o gene de proliferagdo de

midcito codifica wum polipeptideo de fator de resposta
sérica (SRF).

11. Método para inibir a expressdo de um gene em um

mibécito caracterizado por compreender transformar o midcito

com o vetor codificando uma molécula de microRNA (miRNA),
onde a molécula de miRNA compreende uma sequéncia de
nucleotideo pelo menos 70% idéntica a uma subseqiéncia de
17-24 nucleotideos contiguos do gene.

12. Método, de acordo com a reivindicacao 11,

caracterizado pelo fato de que o miRNA inibe a tradugdo do

gene.
13. Método, de acordo com a reivindicacgao 11,

caracterizado pelo fato de gque a subsequéncia esta

‘localizada na regifio n3o traduzida 3’ do gene.

14. Método, de acordo com a reivindicacgao 11,

caracterizado pelo fato de gque o miRNA compreende uma

seqgiiéncia de nucleotideo selecionada a partir do grupo
°; 1-11 e seqUéncias
pelo menos 70% idénticas a qualquer uma das Id. de Seq.

n°®:1-11.



10

15

20

25

30

3/6

15. Método, de acordo com a reivindicag¢dao 11,

caracterizado pelo fato de que o miRNA & selecionado a

partir do grupo consistindo de miR-1, miR-133, miR-206,
miR-208, miR-22, miR-26, miR-29, miR—jo, miR-128, miR-143 e
miR-145,

16. Método, de acordo com a reivindicacao 11,

caracterizado pelo fato de que o vetor que codifica o miRNA

compreende:

(a) um promotor operativamente ligado a uma molécula
de Acido nucleico codificando a molécula de miRNA; e

(b) uma seqiéncia de terminagdo de transcrigdo.

17. Método, de acordo com a reivindicag¢do 11,

caracterizado pelo fato de que o gene €& selecionado a

partir do grupo consistindo de um gene de diferenciagdo de
miécito e um gene de proliferagdo de midcito.
18. Método, de acordo com a reivindicagao 17,

caracterizado pelo fato de que o gene de diferenciagdo de

midécito codifica um polipeptideo de histona desacetilase 4

(HDAC4) ou um polipeptideo de proteina receptora de

‘horménio da tiredide 240 (TRAP240).

19. Método, de acordo <com a reivindicagdo 17,

caracterizado pelo fato de que o gene de proliferagdo de

midcito codifica um polipeptideo de fator de resposta

sérica (SRF) .

20. Vetor para expressar uma molécula de microRNA
(miRNA) em um midcito caracterizado pelo fato de
compreender:

(a) um promotor operativamente ligado a uma molécula
de &cido nucleico codificando uma molécula de miRNA; e

(b) uma seqiéncia de terminag¢do de transcrigdo.
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21. Vetor, de acordo com a reivindicagao 20,

caracterizado pelo fato de que o miRNA expressado inibe a

"tradugdo de um gene no midcito.

22. Vetor, de acordo com a reivindicacgao 21,

caracterizado pelo fato de que o miRNA é dirigido a uma

regido 3’ ndo traduzida do gene.

23. Vetor, de acordo com a reivindicagédo 20,

‘caracterizado pelo fato de gque o miRNA compreende uma

seqiéncia de nucleotideo selecionada a partir do grupo

consistindo de qualquer Id. de Seg. n°®: 1-11 e sequéncias

pelo menos 70% idénticas a qualquer uma das Id. de Seq.

n°®:1-11.

24 . Vetor, de acordo com a reivindicagao 20,

caracterizado pelo fato de que o miRNA €& selecionado a

partir do grupo consistindo de miR-1, miR-133, miR-206,

miR-208, miR-22, miR-26, miR-29, miR-30, miR-128, miR-143 e

.miR-145.

25. Vetor, de acordo com a reivindicacao 21,

caracterizado pelo fato de que o gene & selecionado a

partir do grupo consistindo de um gene de diferenciagdao de
midécito e um gene de proliferagdo de midcito.
26. Vetor, de acordo com a reivindicacgao 25,

caracterizado pelo fato de que o gene de diferenciagdo de

midcito codifica um polipeptideo de histona desacetilase 4

(HDAC4) ou um polipeptideo de proteina receptora de

hormdénio da tiredide 240 (TRAP240).

27. Vetor, de acordo com a reivindicacgao 25,

caracterizado pelo fato de que o gene de proliferagdo de

midcito codifica um polipeptideo de fator de resposta

sérica (SRF).
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28. Kit caracterizado pelo fato de compreender o

vetor da reivindicag¢do 17 e pelo menos um reagente para
introduzir o vetor em um midcito.
29. Kit, de acordo com a reivindicacéao 28,

caracterizado por também compreender instrugdes para

introduzir o vetor no midcito.
30. Composigdo médica para o tratamento de 1lesdo

muscular em um sujeito caracterizada pelo fato de

compreender um microRNA (miRNA) que é dirigido para um gene
em um midcito no 1local de lesdo do maGsculo, um vetor
codificando o miRNA, um inibidor do Mirna, ou combinag¢des
destes.

31. Composigdo médica, de acordo com a reivindicagdo

30, caracterizada pelo fato de que o miRNA compreende uma

sequéncia de nucleotideo selecionada a partir do grupo
consistindo de qualquer Id. de Seq. n°®: 1-11 e sequéncias
pelo menos 70% idénticas a gqualquer uma das Id. de Seq.
n°®:1-11.

32. Composic¢do médica, de acordo com qualguer uma das

reivindicagdes 30 ou 31, caracterizado pelo fato de que o

inibidor de miRNA & capaz de se hibridizar a um Mirna
dirigido.
33. Composigdo médica, de acordo com qualquer uma das

reivindicag¢des 30, 31 ou 32, caracterizado pelo fato de que

o MiRNA é selecionado a partir do grupo consistindo de miR-
1, miR-133, miR-206, miR-208, miR-22, miR-26, miR-29, miR-
30, miR-128, miR-143 e miR-145.

34. Composigdo médica, de acordo com a reivindicagdo

30, caracterizado pelo fato de que o gene & seleciocnado a

partir do grupo consistindo de um gene de diferenciagdo de
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midécito e um gene de proliferagdo de midcito.
35. Composigdo médica, de acordo com a reivindicagdo

34, caracterizado pelo fato de que o gene de diferenciagdo

de midcito codifica um polipeptideo de histona desacetilase
4 (HDAC4) ou um polipeptideo de proteina receptora de
horménio da tiredide 240 (TRAP240).

36. Composig¢do médica, de acordo com a reivindicagdo

34, caracterizado pelo fato de que o gene de proliferagdo

de midcito codifica um polipeptideo de fator de resposta

sérica (SRF).
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Sequéncias melhoradora de aglomerado de miR-1/133 do Cromossomo 2

h ¢

41
121
181
241
301
361
421
491
43
601
601
721
732
B4l
001
POl
i022
1081
1r41
2201
1z63
1321
1381

4321

1301
ide1
1621
iG81
1731
1601
itgl
ip23

3931

2042
21901
2234
2221
2281
2331
2401
24461
2522
2581

GAGCAAGTIT
GG@CCACGET
TATCCTGGCS
CCCCCAGAEC
ACCAARCAIG
AZGAGGCAARC
TGTCTTCIGC
GECTCATCARG
GTIGGTICIG
CCTCCCATCT
GGGCCTCTIGC
RZGCACTGAT
CAGTCGTIIT
CAGACACTIGT
GITGGCCAZT
GRTTGTACGC
CCTGGTTARAAA
AGGATTACCC
TACCCOCCICC
GZTCCCACCC
CCATIGAGTIT
CACTTACCAG
ATTITIGGAIT
TETTAACAGC

CCCAGTTICT

GGATGLGGCA
ARTTCCCGAT
CICCCACCAS
TGTCACTTGT
CTTIGATTIG
CCATTTGARAGA
TEATITGGIT
TCTGTCARBAT

AGTGTICCTIT

TCTTAGTGCC
AGGCTATTEC
TEGATICCRCT
CIACARTGCAG
CGCTIGIGEA
CRATGCTTIT
TCAGGGATGT
TCCTAGGTIT
AITGCATIGG
TITACTATGG

CACZTAGGEGCC
FCTCCTCCCT
GCAGITTIICC
CATICCICTT
GCATAACAARG
CCAARCAGGRG
TAGAACACAR
GETCCGIGTT
IGGGTTGIGT
TCTTIGBAGT
ATTZATZIICC
CTATIGAGGAT
IGGTTICICTC
CAGTIGIGGE
CCCACAAGTT
GGAAGGAITT
GAAGACAGCT
TCACCCICAG
AATECCAGTC
CCATCCACCC
CTCIGTGICT
TGAGTACACA
IITITTIETTIC
TGRCGANITC

ACACAGTATC
CTTTCIAGCC
CTICCCICCAC
ATGCCCLCCC
TTARCRATRAG
GRAARGGGCC
AGCTACACARM
TGETGCTACA
TCITGIGGCA
TCCCCICGLT
GICAGTIGCT
AGCAGAGTAT
CCGAGZICTCT
TICCCITITEG
CTACACCACC
ATGGCIGGET
AGTTCTGACT
GGCATITCCA
GCCTITICOCA
CCAGTICCACLC
GIGGATTIGGA
CCGTTIGICT
AGIGCTIATCC
TCICAGAACC

sitio MEF2

GGCIATIATA
tcaaTica

AGGCTGCTAT
ca

(mutagdo de MEF)

ICCETTGEGGT
ITICTGAGAA
CAACGGAGGA
GTTITTGATC
CATITCOCCIG
ITTATCCATT
TTITAMAATAT
GIGGAGITGG

GCTZCACAGA

IGTECTATIG
CCRCTTECTC
TACAGTZIGAG
ATATCCAGTA
ITTICIGGECTY
CTGCCGATAC
GATGCCCCTG
TTTGGTZTIC
GATZIITGEGTG
TAATCCTACC

ATATGCCTAG
ACEGCCATAT
GIGTICECCT
TTAGCCTTZIC
CTGGCTAAGS
GAGRAKRITIC=G
CCACTTICIC
IGARGAICTT

AGCTTITICAG

ATIGTCTATIC
TICTAITIAGS
TIITGIGCAG
AGRCCAGCAT
CTITATAARA
CAZGIGGTIT
GACGTCCT=T
CACATGGAGT
GAGATIGTAT

FIGURA

ATTIGAGCACT
EICCTTC=ECC
ICCTCCCAGT
CCCCCARGAG
ATCAGGARACA
CCAAGAGCAG
CIATAATGTIA
GITTCIGZIGA
SCCTCARCTC
ATGCCTGATG
GGARMGCATC
CACTAGGAAT
GGGCIGTCCA
TGGTIGTTGGC
ATTACCCIAG
IATGCICTCAG
CAGTATTCCC
CAGCACTAGG
GAACECTCCT
ZACAARAGCTIC
STIATGATCIG
ITITGGGTCTIG
ATITTGTCEGC
ACATITTICIT

GARACATGGIT

GAGTGGTATC
CTGTIICCAA
IACTCCTCCC
TCACACGIGT
ATGTIGAATA
TTIAGATCIG
GAGTICTIAA
TICCCATICG

TITCAIGAGG

AGGAAGTIGT
TTCAGTIGIAT
AGIGATAGAT
CATITZIATIGC
ATCAGSGTGIT
TATIGCTATA
TATIGTACAG
TAACTATIGT
TGCATTTGIA

10G

GAGCGTGGAN
CTCCCTITIC
TCCITCCCCA
CAGGCTITCC
BACCCTCATA
GCRAARAALT
TATIGCAGAGG
ACCZICIGTIGS
CTCIGELTCC
ITIGGTIGGC
CCICIGITGA
TACITTATIS
GTCICTIGGTY
CTCAARCTIGG
CAZGTCTCCC
TCCCAGSGCT
TGTIACTAGC
GTICTGCATT
CCCCCAGCCT
TTICCCCTIC
IGGATTTAGC
GGTTACCTCA
AAATGTCATG
TATCCATTAT

GRACRAAGTGT

GAIGGGICTIC
AGITGGECIGTG
ACATITAICAA
ARGATGCGAAT
TTICITIAAG
ARCTCCACCT
TGGGTTIIGE
GTAGGTITIG

GSAGACAGAT
TZATACATIA
CITCCATICT
AIGAATACCC
TCARAGGCTGG
CCCACIGTEIG
ACCCAGCTCA
GCTCTGCTZA
TACAATICTZT
TIGGCIGTIGT
CAGTTGGTCC
TCITTETIGC
CCIGGLCTIC
CCAGTCATIG
AGGCRGGATA
GGAAGCCTEG
AGAATTCACT
GCCTCTCCAN
GATCCCTAIT
CCAAGRAAGAT
AGCTARTIGET
CICAGGGTGG
AIGTCATT=T
TCAGATIGIT

CCTTGIGGZA

GAGGTAGATC
TAAGTTITGCG
CAGTGIGAGC
CZCAANGTAG
TGETTCTCAG
TCTRATTGGA
ATATTAGCCC
TCCTAITGAC

CAXG BOX

TCCCATTTIAT
atecTTggT

TGATIGTIGA
ct

(mutacdo do CArxrG Box)

CTCLCTIGTIGCC
CTCATTITIAZ
ATGGATCTAT
GGATIGCTITTIZ
CACIGATITC
GCICTEAGGT
GAGTATCCTA
CCITTCAACS
GATITIGGTAS

ARTGOGTTCA
GTTGAGGICT
TIGCATTCIT
TAAATITIZT
AZTIGATCAGC
ACAGCITGAG
GGETTAGCIA
TCEATAGAGA
GGTGGCCATT
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A. Transcrig¢ao B. Clivagem Nuclear
gene de miRNA > E———
R 0. % :

pri-miRNA pre-miRNA
C. Exportagio

ATGCTAGCAGTCAATGCCATA

UTR 3' mRNA

FIGURA 13

A.  pre-miR-208 de Camundongo
v ¢ uc G ¢ G c ac miR-208 Maduro

UCCUUUGAC CO AGCUUUU GC CG UUAUAC UG \ >
AGGAGACUG UU UCGARAZ CG GC AARUAIG AC A UGUUCGAAAAACGAGCAGAAUA

(<2 a ou A A AG c uc
3 ’
B ‘e dongo UUCCUUUGAC UUUUGGCCCGGGUUAUACCUGACACUCACGIAUAAGACGAGCARARAGCUUGUWGGUCAGAGGAG
Rato UUCCUUUGACGGGUGAGCUUUUGGCCGEGUUAVACCUGBACUCUCACGIAVARGACGAGCAARAAGCUUGUIGGUCAGAGGAG
Humano =---=-= UGACGGGCCAGCUUDUGGCCCGGGUUAUACCUGAUGCUCACGIAUAAGACGAGCARARAGCUUGUUGGUCA=- - = ~ -
R X232 222222222 R RS R R A A2 A X A2 2] 'SR 2RI EZ ARSI R RS A R AR AR R A R R R 2 2
C. .
c d - I3 23,13 X 1lamanto Reverso-d
e WMMMN'\/{MWM 39 exons

28.63 Xb Yilamento Reversod

*locus de miR-208 esta no Intron 29 e 28 do gene a-MHC de camundongo e humano, respectivamente.

FIGURA 14



15/30

Adulto

o&w.ou

*bs3 ojnosn i

obewo)s3

<L

oedei0)
"bs3 2:3:2& obewgis3
'bs3 oJnasn
oeuijng {" w%msem
*bs3 ojnosniy & oewing
ouam_“_ W0 | 'bs3 ojnasn|;
- oas_.& © opebi4 [
i) oedeio) -
o opebl3 \a
o|  ongaigli =
o oedei0) w ew
0 Z1 . ounsaulRE edei0) |
: 0403199 m m
[vs) _ oOUNSAYY] | bs3 ojnasniy [ 3
m 0 ounsajy| £ ‘.z.
= i rm_,
« = oeeso 3
g 3| Sdonoen ey
5 8 : mo_&eo_w_
obewo)s3 m i ogw|n
T R ‘bs3 ojfias
bs3 ojnosniy ..:Lm...“ ; % 3 _o am__m
obewojs3 b 0 E_sm
oewng| - - W| . oedeigy
‘bs3 o.:omms_ . ™ ‘opebidf;
ogan] 4 N 0l m._oo
wiy oedei0) b
opebiJ ounsay f:
o:zma"h . U 0143139
01qa)| 4 ounsaju)
ouysajul v
0igay| - .
<& oedeso m
o._ac_mo ._m

FIGURA 15

AD-mir-208

AD-GFP

MOl

mir-208

FIGURA 16



16/30

promotor de o-MHC tT A_VP1 6 x . miR-208
+DOX <> —DOX

promotor de___u—M-(C {TAVP16 |— & promotor de a-MHC | ¢7A.VP16
(/*I/

tetO concatimero-CMV minimo| miR-208 I tetO concatimero-CMV minlmo! miR-208 I

FIGURA 17



17/30

>

Ensaio de Luc 293T 48hr

=y

7,

=5 T .
e B T e Ty Rl T
H : 7
s
é’f‘.ﬂdh A

AW -
T
PRTRI S N el (e ) L‘ii A X

Pl :,:_»& XX i :,‘. Y
: "f?' g ST “w' ':F:"M"_'t"{;%éﬁs
“‘!. A % .. I : ,. ‘.v

.%i
i"{..
it

2

=
&

et} # 4 v, ..L‘;. ,; 4 =

. 3
A TSP
L3 Y SRR IR R Yo Yo 3 o
B G S A Ty Wi
5 i TR

>
efen

=
e
o
£
Pt (3435

%
Vo

YRR

Atividade de luciferase média

C——— 1
R e L
ERRE RS &y

1000000 -} 1 :

3 %g | 8

R oF bk %

£ 43 £ &

500000 -} L

? % = = 1

i a.t:; Ll el 1k

o2 i | Rl
agln a asia

=E|B8|E % A

F3|F3lF E=|e=

Oug | 1 ug { O ug P.S0ugD.7Sug Cug ﬁ.SOUQJJSug. Oug 0.25ugD.S0ugO. g Oug ﬂ.m.smo?sug

mir208mir208mir203mir208mir208mir208mir208mir208 ! 208mir208nir208mir208ml

vy

Ensaio de Luc 20T 48hr

r :.ﬁaxn;rg "Ilﬁl

I
35

Atividade de luciferase média

G

}"ﬁﬁig

. w.:gf o "_ Sy,

e R 7 55 S R 2

AR E

gg‘i Ts 5 5 3|3 35 *5595 55185 i
L ElEis| g 3|3 f3iEE BE R4 RS :
-g ! §g rE eV ELE i i :
ing;gaim‘:augai:nuga!o'”l”!om 1}ngggaiozs(o::a75’1_ ;

3' UGUUCGAAAAACG--AGCAGAAUA 5' miRNA Humano: hsa-miR-208 {(UCSC) (Rfam)
st e bl Escore: 144, Energia: -10.9 kCal/mol
549:5' CUAAAAUAUAUGUAAUCGUCUUAA 3' Trancrigdo humana ENST0000026243§
PEEERRRLINLLL b blllE)lY  Conservagdo : 100.0%
532:5' CUAAAAUAUAUGUAAUCGUCUUAA 3! Transc. de Camundongo:ENSMUSG00000034297
31 b Ve Lhv gl Escore: 144, Energia: -10.9 kCal/mol
3' UGUUCGAAAAACG--AGCAGAAUA 5' miRNA de Camundongo: mmu-miR-208 (Rfam)

FIGURA 18



18/30

o-MHC

|

TTTT + —~——asaanna
miR-208 mRNA a-MHC

|

a-MHC + miR-208

o= I N
Y rlbossom- ......

TRE completo

e d
Ativa txn J

FIGURA 19



Monu-miR-133b
Mma-miR-106a

Mou-miR-30b
Mmu-miR-29a
Mmu-miR-196a
Mmu-miR-329
Mmu-miR-185
Mmu-miR-304
Mmu-miR-193
Mmu-miR-29c
Mnu-miR-101a
Mmu-miR-143
Mmu-miR~-127
Mmu-miR-128a
Mmu-miR-1
Mmu-miR-26a
Mmu-miR-337
Mmu-miR-145
Mmu-miR-32
Mmou-miR-134
Mmu-miR-1
Mmu-miR~-196a
Mmu-miR-125a
Mmnu-miR-150
Mmu-mniR-26b
Mmu-miR-152
Mmu-miR-22
Mmu~-miR-9%a
Mmu-miR-23a
Mmu-miR-181a
Mmu-miR-30b
Mmu-miR-133a
Mmu~-miR-299
Mmu-miR-133b
Mou-miR-133a
Mmu-miR-181la
Mmu-miR~30c
Mmu-miR-28
Mmu-miR~-26a
Mnu-let-7g
Mru-miR-30c

Mmu-miR-99b
Mmu~-miR-143
Mmu-miR-30d
Mou-miR-135
Mmu-miR-328
Mou-miR-10a
Mnonu-miR-224
Mmu-miR-26b
Mru-miR-22

Mmu-miR-29c
Mmu-miR-23b
Mmu-miR-32

Mmu-miR-296

Mmu-miR-193
Mnu-miR-189

Mmu-miR-10b
Mrou-miR-100

Mnu-miR-135
Mmu-miR-30e

Mnu-miR-28

Mmu-miR-299
Mmu-miR-139
Mmu-miR-127

Mou-miR-149
Mmu-miR-145
Mou-miR-337
Mmu-let-7f

Mmu-miR-10a
Mmu-miR-10b
Mmu-let7i
Mmu-let-7g
Mmu-miR-146
Mmu-miR-~194

Mmu-miR-30a-Sp

Mmu-miR-126-3p

Mmu-miR-199b
Mru-miR-30e~-3p

Mru-miR-106a
Mmu_let-7a_pre-9
Mmu-miR-128b
Mmu-miR-291-3p
Mrmu-miR-30e-3p
Mmu-miR-30a~3p

Mmu-miR-30a-3p

Mmu-miR-125a
Mmu_19a_post_14

Mou-miR-128a

Mou-~-miR-339
Mmu-miR-95
Mmu-miR-19b
Mmu-miR-142-5p
Mmu_18_pre-14
Mmu-miR-187
Mmu-miR~-155
Mmu_let-7e_post- 17
Mmu-miR-18
Mmu-miR-187
Mmu_let-7e_post- -17
Mmu 25_pre-5
Mmu 25 _post-5
Mou-miR-190
Mmu_let-7a_post-13
Mmu-miR-106b
Momu-miR-298
Mmu-miR-21
Mmu_25_post-5
Mmu-miR-19b
Mmu-miR-142-5p
Mmu-miR~-190
Mmu-miR-184
Mmu_19b-1_ post-14
Mmu-miR-290
Mmu-miR-184
Mmu-miR-208
Mmu-miR-324-5p
Mmu-miR-15b
Mmu-miR-376Db
Mmu_19b-2 pre-X
Mmu-miR-137
Mou-miR-~95
Mmu-miR-155
Mmu-miR-17-Sp
Mmu-miR-301
Mmu-miR-142-3p
Mmu-miR-142-3p
Mmu-~-miR-223
Mmu-miR-19a
Mmu_25 pre-5
,Mmu-mlR -21
Mmu-miR-200a
Mmu-miR-320
Mmu-miR~17-5p
Mmu-miR-211
Mmu-miR-223
Mou-miR-~-185b
Mmu-miR-33
Mou-miR-292-5p
Mmu_let-7b_pre-15
Mmu-miR-221
Mmu-miR-200c¢c
Mmu-miR-290
Mmu-miR-31

Mmu_ 106a_pre-X
Mmu-miR-7
Mmu-miR-18
Mmu-miR-200a
Mmu-miR-207
Mmu-miR-186
Mmu_let- 7i_pre-10
Mmu~-miR-323

FIGURA 20



20/30

miR-26 (ID de Seq No:6)
mmu-miR-26a MIMAT0000533
U_UCAAGUAAUCCAGGAUAGGC (ID de Seq No:12)

mmu-miR-26b MIMATO0000534
UUCAAGUAAUUCAGGAUAGGUU (ID de Seq No:13)

miR-29 (ID de Seq No:7)
mmu-miR-29a MIMAT0000535
UAGCACCAUCUGAAAUCGGUU (ID de Seq No:14)

mmu-miR-29b MIMATO0000127
UAGCACCAUUUGAAAUCAGUGUU (ID de Seq No:15)

mmu-miR-29c MIMAT0000536
UAGCACCAUUUGAAAUCGGU (ID de Seq No:16)

miR-30 (ID de Seq No:8)
mmu-miR-30a-3p MIMATO0000129
CUUUCAGUCGGAUGUUUGCAGC (ID de Seq No:17)

mmu-miR-30b MIMATO0000130
UGUAAACAUCCUACACUCAGCU (ID de Seq No:18)

mmu-miR-30c MIMATO0000514
UGUAAACAUCCUACACUCUCAGC (ID de Seq No:19)

mmu-miR-30d MIMATO0000515
UGUAAACAUCCCCGACUGGAAG (ID de Seq No:20)

mmu-miR-30e* MIMATO0000249
CUUUCAGUCGGAUGUUUACAG (ID de Seq No:21)

miR-128 (ID de Seq No:9)
mmu-miR-128a MIMATO0000140
UCACAGUGAACCGGUCUCUUUU (ID de Seq No:22)

mmu-miR-128b MIMATO0000675
UCACAGUGAACCGGUCUCUUUC (ID de Seq No:23)

FIGURA 21



21/30

Idvd

E<Q cmmz -M.M_E“ﬁoy—%

I

[- g paysp

oonjajenbsa ojnosnw ap aj1|9)es e|n|ad ap
oeSel1oualajip ajueinp ossaldxa ajuaweAissaibosd 9 |-yiw

FIGURA 22



22/30

I €6C

ogdisodaiqog Ty ysdas I paYsp

A0SU9S 90 /-yl

-UIWEPIYSP

90Z/1-4ru-ySas 0gssa1dxa ap ogdnnsuod

90¢Z/1-ylu Ommm&._nxw 9p ewd}sIS

v

FIGURA 23



FIGURA 24

ORF

1
!
[}
1
']
!
!
]
1]
1
']
y
"
E -
-— . )
¥ -4
-
E
o
;
f
]
1
1
o
t
t
g I
21
[5:]
Sl
=1
(4]
< | 3
st
=J ¢ |.
‘I.O
| I )
1|
l--!
=
l’
LI Y
1]
¥
1
]
1}
1
I.L‘
2|
(=]
~ 2
= W
< =2
21
o O
o m

AUGUAUGAAGARAUGUAAGGU 5°*

3!

AUGUAUGARGAAAUGUAAGGU 5'

3!

(RRRED

CEEE T H

=-=-~accaaATGCATCCTCCTCCACATTCCTTGCTC-93nt~-GTCCCAGCCAAGGGAGCAACATTCCAacget-~=

UTR Pax7
Camundongo

l

3' GGUGUGUGARGGAAUGURAGGU 5°'

111

GGUGUGUGAAGGAAUGUAAGGU §'

3l

3' mir-206 S'

3' mir-206 5°'

23/30

1
e o R i T
R R Rl
ooy . 3 = v g N5 R - u‘
R T il
e|pJjuod
] — GU3WRIGOp 3P SPEPIARY ]
l EEEEEEE g
W R G TR O Y
N e L
BB i sttt il | ©'P2uo0
1 owauieiqop p opepiay
1
'.+ "0z
“Hiw l
PR T P T L-diw
PR AN SR T 91psu00
.

AEREEE TH L-ﬂlw
ORI BGR K e s “¥iw
e by
EREE e Bl | ©(051u00

l Ojusieiqop ep epepiAny




24/30

9)senuo)) / ase

.

907/1-gu=:ySas

exXed ap B OBU Sew /Xed ap oessaidxo e aqiul 90z/|-yiw

ST YdNdDId



25/30

21581000) | 58] ogs1s0doiqog NGO 907/T-4ML::VSAS

ANad 907/1T- 4w ySas

4N@9 9p oeu sew JNQg op ogssaldxe e aqiul 90Z/L-UIN

9 WdNdDI4d



26/30

QZHNLYSS

o0

19

np-g 90¢+1-4W-vysds

. : .
s 5 &
nipasseanisod na1g

3
s|ejo3

ajl|93es e|n|9o ap oedesajtjoid aqiul 90z/L-yiw

LT ANDIA



27/30

494 8p ogdowe. sgde Uz

o
3
a 9|04)u0)
¢

1dvd OHAN <

902+ -4iW-ySas

ajlj9Jes e|njgo ap oeSeIousIB)Ip B BIOY[eW 90Z/L-y!W

8¢ WdNDIA



28/30

9]0JJuU0)D

494q ap oedowsal sode ygy

90¢+1-dlw-vsSAas

Idva i DHAN

aJl|g}es ejnj9o ap ogSejousieyp & eloyjew goz/L-yw

8C WJINOIdA



29/30

494q ap oedowsal sode seloH

ygy 4yoe Li74 uel 40 2

] — 0 Q.

(40

.

180 £

)

, n

170 ©

o

0,

49 %

»n

/ Q0Z+T 4Tl —— 180 S

{ STOTIU0) —+— 5
I

ajJljoles e[nj29o ap oeejouaiayip ap BIPIUID BIOYOW 90Z/L-YIW ap oessaidxaladng

6C YINOI4



30/30

‘bso ojnasnw ap asauaboll
asaugboI

A

. QoI [ 90z/1- 1w

J10L19)S0]

)

[e1oru]
I— - eEE o —-— —-——

‘ INGo/ANag | 1
| GIAN | |
JXed/gxed

‘0013919nbsa ojnosnul ap ogdeiouaiayp e eed sieoipnfzad ogs anb
/. Xe4/ANAg 2p sopefasapul soaabesuaw opuiwidaa 0o113jenbsa ojnosnu
9p 0JUSLUIAOAUISIP 3P OBSISURIY B 241|198} 907/ -1 9p 0Bssaldxa v

oyjeqel] ap OjopoN

0¢ YdNDId




L 067?755 -8

1/1

MICRORNAS QUE PEGULAM A PROLIFERAGAO E DIFERENCIAGAO DE
CELULAS MUSCULARES
O assunto presentemente divulgado fornece métodos e
composi¢des para modular a expressdo de gene em midcitos.
S3io também fornecidas células compreendendo as composigdes

do assunto presentemente divulgado.
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