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“E bom quando nossa consciéncia sofre grandes ferimentos, pois isso a torna mais sensivel a
cada estimulo. Penso que devemos ler apenas livros que nos ferem, que nos afligem. Se o
livro que estamos lendo ndo nos desperta como um soco no cranio, por que perder tempo
lendo-0? Para que ele nos torne felizes, como vocé diz? Oh Deus, nds seriamos felizes do

mesmo modo se esses livros ndo existissem. Livros que nos fazem felizes poderiamos
escrever nés mesmos num piscar de olhos. Precisamos de livros que nos atinjam como a mais
dolorosa desventura, que nos assolem profundamente — como a morte de alguém que
amavamos mais do que a ndés mesmos —, que nos facam sentir que fomos banidos para o
ermo, para longe de qualquer presenca humana — como um suicidio. Um livro deve ser um
machado para o mar congelado que ha dentro de n6s”

Franz Kafka
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RESUMO

O papel do exercicio fisico de endurance é bem estabelecido na promocdo da salde e
protecdo contra doencas, principalmente aquelas associadas ao sistema cardiovascular. No
entanto, sdo pouco conhecidos os mecanismos moleculares relacionados a esta importante
atividade fisica para a saude humana. Os miRNAs apareceram na literatura cientifica nos
ultimos 19 anos e hoje sdo caracterizados com importantes efetores no controle da expresséo
génica em nivel pés-transcricional. Mais recentemente, a partir de 2008, os miRNAs foram
identificados no soro ou plasma e diferentes padrées tem sido relacionados com estados
patologicos diversos sendo estudados como biomarcadores promissores. Estes miRNAs
circulantes ttm o potencial de serem transferidos horizontalmente de um tecido para outro,
levando mensagens ainda ndo bem compreendidas pela comunidade cientifica. Neste projeto,
foi analisado o nivel de 5 miRNAs (miR-16, -let-7a, -1, -133a, -206) circulantes em duas
fracOes plasmaticas (sobrenadante e vesicular) de 10 atletas recreacionais apds a corrida de
meia maratona (21 km), assim como foi analisada a estabilidade desses miRNAs apds o
tratamento com proteinase K. Os resultados mostraram diminui¢cdo dos miRNAs miR-16,
miR-1, miR-133a, leve aumento no miR-let7a e um grande aumento no miR-206 na fracdo
vesicular apo6s a corrida. O tratamento com proteinase K levou a forte reducdo nos niveis
plasméticos de miR-16 e miR-133a na fracdo sobrenadante do plasma indicando que estes
miRNAs podem estar circulando no plasma associados a complexos proteicos. Ja 0s miR-
let7a, miR-1 e miR-206 ndo apresentaram forte reducdo nos niveis plasmaticos nas fracdes
sobrenadante e vesicular do plasma ap6s o tratamento com Proteinase K indicando que estes
miRNAs circulam no plasma associados a vesiculas lipidicas. Os resultados encontrados
sugerem que 0s niveis plasméaticos de miR-206 associado a fragdo vesicular aumentam
fortemente como resposta ao exercicio fisico de endurance, sendo o miRNA mausculo
especifico estudado que apresentou maior resposta ap6s o estimulo do exercicio. Seria
importante compreender os genes alvos regulados pelo miR-206 e também os tecios alvos das
microvesiculas transportadoras de miR-206 e assim buscar entender 0s possiveis mecanismos
deste miRNA na adaptagéo ao exercicio fisico de endurance, assim como sua participacdo nos

beneficios causados pela atividade fisica.

Palavras Chave: microRNA, exercicio fisico, PCR guantitativa



ABSTRACT

The role of endurance exercise is well established in health promotion and protection
against diseases, especially those associated with the cardiovascular system. However, little is
known about the molecular mechanisms related to how physical activity is essential for
human health. MiRNAs appeared in the scientific literature over the past 19 years, and today
are characterized by important effectors in the control of gene expression in post-
transcriptional level. More recently, from 2008, miRNAs have been identified in serum or
plasma and different patterns have been correlated with various disease states being studied as
promising biomarkers. These circulating miRNAs have the potential to be transferred
horizontally from one tissue to another, taking messages not yet well understood by the
scientific community. In this project, we analyzed the level of five circulating miRNAs (miR-
16,-let-7a, -1,-133a, -206) into two plasma fractions (supernatant and vesicular) of 10
recreational athletes after running a half marathon (21 km), as well as the stability of such
miRNAs after treatment with proteinase K. The results showed a decrease of miRNAs miR-
16, miR-1, miR-133a, slight increase in let7a and a very large increase in miR-206 in the
vesicular fraction after the marathon. The treatment with proteinase K led to a strong decrease
in plasma levels of miR-16 and miR-133a in the plasma supernatant fraction indicating that
this circulating plasma miRNAs may be associated with protein complexes. Otherwise, miR-
let7a, miR-1 and miR-206 had no substantial reduction in plasma levels in the supernatant and
vesicular plasma fractions after treatment with proteinase K, which indicates that these
miRNAs circulate in plasma associated with the lipid vesicles. The results suggest that plasma
levels of miR-206 associated with vesicular fraction increases strongly in response to
endurance exercise, being the muscle-specific miRNA studied that showed higher response
after the exercise stimulus. It would be important to understand the target genes regulated by
miR-206 and also the tissue targets of microvesicles carriers of miR-206 and thus seek to
understand the possible mechanisms of miRNA in adaptation to endurance exercise, as well
as their participation in the benefits caused by physical exercise.

Key words: microRNA, physical exercise, quantitative PCR
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1 Introdugéo

1.1 Mecanismos moleculares da adaptacéo ao exercicio fisico

A prética da atividade fisica aerdbica regular é reconhecida como um dos principais
componentes para a promocao da salde, prevencdo de um conjunto de doengas crénicas e até
no tratamento de algumas delas (BLAIR et al., 1993; BOOTH; TSENG, 1995; MOKDAD et
al., 2004). Em humanos, os mecanismos moleculares envolvidos na adaptacdo fisica ao
exercicio evoluiram em um ambiente onde a atividade fisica era uma constante, como
necessidade para a caga e/ou coleta de alimentos. Neste ambiente, ciclos de saciedade e fome,
eram alternados com ciclos de intensa atividade fisica e repouso. Neste contexto
evolucionario tem-se a hipoOtese de selecdo de gendtipos econdmicos (do inglés thrifty
genotypes), ou seja, genotipos eficientes na aquisicdo e/ou utilizacdo de alimentos (NEEL,
1962). No entanto, desde o desenvolvimento da agricultura, a partir da revolucédo industrial e,
mais recentemente, pela revolucdo tecnoldgica, tem-se uma clara mudanca no padrdo de
atividade fisica em popula¢cdes humanas. Esta nova norma, maximizada nos ultimos 50 anos
tem sido marcado por inatividade fisica e alta ingestdo calérica (HAWLEY, J. A. H. J. A,,
2009). Logo, o sedentarismo e a alta ingestdo caldrica sdo condi¢des da vida moderna para as
quais ndo estamos genomicamente adaptados como populagdo (BOOTH et al., 2002;
BOOTH et al.,, 2000). Um genoma humano que evoluiu moldado pela atividade fisica,
responde como consequéncia de uma vida sedentaria, com um padrdo de expressao génica
que predispde as doencas cronicas, como diabetes tipo 2, aterosclerose e cancer (BOOTH et
al., 2002; BOOTH et al., 2000; CHAKRAVARTHY; BOOTH, 2004). Embora a etiologia
destas doencas seja extremamente heterogénea, o desenvolvimento e prevencdo delas podem
depender do ambiente (BOOTH et al., 2000). Estudos recentes mostraram que a pratica de
atividade fisica reduz a mortalidade em 52%, a mortalidade associada ao cancer em 29% e
reduz o risco de desenvolver doencas cardiovasculares em 50% (KATZMARZYK;
CHURCH; BLAIR, 2004; MYERS et al., 2004; WESSEL et al., 2004). Dado ao aumento da
incidéncia de tais doencas na populagdo, principalmente de problemas cardiovasculares que
sdo apontados como a principal causa de morte no mundo (GARCIA et al., 2007), o exercicio
torna-se um grande aliado para ajudar a impedir o aumento dessas doengcas (HAWLEY, J. A.;
HOLLOSZY, 2009).

Muito pouco se sabe sobre os mecanismos moleculares envolvidos nas adaptacdes

metabolicas, estruturais e fisiolégicas em resposta ao exercicio fisico, nem sobre a potencial
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relagdo desses mecanismos com as melhorias observadas no estado geral de saude fisica e
mental daqueles que praticam exercicios regularmente (WISL@FF et al., 2005).

Os resultados do exercicio fisico, que consiste na atividade fisica estruturada,
planejada e repetitiva a fim de melhorar uma condicéo fisica sdo conhecidos pela mudanga no
consumo de combustivel pelo musculo passando de acidos graxos ndo esterificados (AGNE)
para uma mistura de AGNE, glicose e glicogénio muscular. O glicogénio muscular é a
principal fonte de energia durante as fases iniciais do exercicio, enquanto que conforme o
exercicio vai aumentando, a contribuicdo da glicose circulante e particularmente AGNE
tornam-se mais importantes com o esgotamento gradual do glicogénio (SIGAL et al., 2004).

A resposta molecular causada por uma Unica sessdo de exercicio resistido (RE),
destinado a induzir a hipertrofia e ativar mecanismos miogénicos e anabdlicos resultando no
aumento do tamanho da fibra muscular, aumenta o nivel de RNA mensageiro (MRNA) dos
genes IGF binding protein-4, MyoD, myogenin, cyclin e p21-Wafl (BICKEL et al., 2005).

Entre os mecanismos moleculares envolvidos no exercicio de endurance, que esta
relacionado com o aumento na capacidade aerobica do individuo e correspondente aumento
na expressdo de enzimas oxidativas e fatores de transcricdo necessarios a biogénese de
mitocondrias, podem-se destacar dois grupos de reguladores transcricionais (WISL@FF et al.,
2005). O primeiro grupo compreende os fatores de transcricdo nucleares, tais como nuclear
respiratory factors (NRF) 1 e 2 e peroxisome proliferator-activated receptor alpha (PPAR«)
que se ligam especificamente a uma sequéncia do DNA. O segundo grupo, conhecido como
co-ativadores transcricionais, alteram a transcricdo sem se ligarem diretamente ao DNA. O
co-ativador peroxisome proliferator-activated receptor gamma (PPARy) da familia de
proteinas (PGC) foi identificada como a familia central dos co-ativadores transcricionais
envolvidos na inducdo de biogénese mitocondrial (BAAR, 2004; JOSEPH et al., 2006).

A expressdo génica envolvida na biogénese mitocondrial é regulada em nivel
transcricional e pds-transcricional onde PGC-la é um importante co-ativador de genes
nucleares que codificam proteinas mitocondriais, enquanto que o fator de transcri¢éo
mitocondrial A (TFAM) regula a transcricdo de genes mitocondriais assim como a replicacéo
do genoma mitocondrial. Compreender os mecanismos pelos quais o exercicio afeta a
biogénese mitocondrial pode ajudar a entender se o exercicio pode ser utilizado no tratamento
de doengas metabolicas que envolvam as mitocondrias (JOSEPH et al., 2006).

O exercicio de endurance aumenta também o nivel de enzimas de oxidacdo de acidos
graxos e do transportador de glicose GLUT4 estimulado por insulina, e desloca proteinas

contrateis e regulatorias para suas isoformas mais eficientes (BAAR, 2004).
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Apesar do conhecimento desses mecanismos moleculares envolvidos na adaptacéo ao
exercicio, ainda ndo esta clara a diferenca na variacdo da adaptacdo entre individuos
respondedores e ndo respondedores ao exercicio. Com a expansdo de pesquisas gendmicas,
vém sendo estudados fatores genéticos individuais relacionados a essas respostas, porém
poucos genes foram conhecidos como efetivamente contribuindo aos mecanismos
relacionados a atividade fisica. Evidéncias recentes mostram que possivelmente muitos genes
com efeitos pequenos podem contribuir para caracteristicas complexas, 0 que leva a
necessidade de uma abordagem menos centrada em genes codificadores de proteinas, ja que
estes s&0 uma pequena parcela do genoma, que apresenta >3 x 10° nucleotideos e cuja funcéo
ainda néo é totalmente compreendida (ROTH, 2011).

Para isso, estdo sendo estudadas diferencas na expressao de RNAs ndo codificadores
de proteinas, em especial de microRNAs (miRNA) cuja principal funcdo resulta em
silenciamento génico pds-transcricional, entre respondedores e ndo respondedores a um
programa de treinamento de forca. Alguns dos miRNAs conhecidos podem regular vérios
MRNAs alvos, tornando este processo um dos mais complexos reguladores génicos. Varios
grupos mostraram recentemente a importancia potencial da regulacdo de miRNA em
adaptacGes ao exercicio no muasculo esquelético, mostrando ser uma area promissora de
investigagcdo. Por exemplo, miRNAs foram encontrados envolvidos na resposta ao
treinamento e destreinamento ao exercicio aer6bio em seres humanos, assim como a
sobrecarga funcional (DAVIDSEN et al., 2011).

Apesar de ter sido pouco demonstrada a expressdo anormal de miRNAs associados
com a adaptacdo ao exercicio, € consenso de que eles desempenham um papel importante no
desenvolvimento muscular em resposta ao estresse causado pela atividade fisica (NIELSEN et
al., 2010; VAN ROOIJ; LIU; OLSON, 2008), e também pelo fato que ja foram descritos
miRNAs especificos presentes em musculo esquelético e cardiaco (MCCARTHY, J.J., 2008;
MCCARTHY, J. J.; ESSER, 2007). Tanto em roedores e humanos, os efeitos do exercicio
fisico sobre a expressdo de diferentes genes tém sido investigados por meio de microarranjos
ou pela andlise de expressdo individual de mMRNAs utilizando métodos de PCR quantitativo
(QPCR) (BRADBURY, 2003).
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1.2 O tecido muscular esquelético e o exercicio de endurance

A menor unidade contratil do musculo esquelético é a fibra muscular ou miofibrila,
que é uma célula cilindrica longa que contém muitos nucleos, mitocondrias e sarcbmeros
(Figura 1). Cada fibra muscular estad rodeada por uma fina camada de tecido conectivo
chamado endomisio. Cerca de 20 a 80 destas fibras musculares sdo agrupadas em um arranjo
paralelo chamado fasciculo muscular ou feixe de fibras que é encapsulado pelo perimisio, que
€ mais espesso do que o epimisio, juntando cada uma das fibras musculares empacotadas. Um
masculo distinto é formado pelo envolvimento de um grande numero de fasciculos
musculares em uma bainha externa colagenosa de espessura que se estende desde os tenddes,
chamado epimisio (KORTHUIS, 2011).

i’ af ; Fasciculo

Vénula coletora’”
Fibra muscular

Artéria de alimentacdo

Figura 1: Estruturas anatdbmicas gerais do musculo esquelético e seu suprimento
vascular. Adaptado de (KORTHUIS, 2011).

Os exercicios fisicos que moldam o tecido muscular sdo geralmente agrupados em
duas grandes categorias, aqueles que aumentam a resisténcia muscular e aqueles que
aumentam a forca muscular. A resisténcia muscular, como a capacidade muscular para
sustentar esforcos repetidos de relativamente baixa intensidade durante longos periodos de
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tempo, estd também relacionada com a capacidade aerdbia do corpo, ou seja, a eficiéncia do
sistema cardiovascular e respiratorio em assumir o transporte de oxigénio. Exercicios
altamente repetitivos de baixa carga favorecem a adaptacdo dos musculos a um fendtipo
resistente a fadiga (MARINI; VEICSTEINAS, 2010).

Como uma consequéncia do treinamento de endurance, um aumento na capacidade
oxidativa do musculo esquelético é observada. Tal adaptacdo metabolica € o resultado de
cascatas bioquimicas que influenciam a expressdo génica e que é desencadeada pelas
alteracdes nos niveis de calcio intramusculares, a disponibilidade de energia, a concentragdo
plasmatica de &cidos graxos livres, estresse mecéanico e hipoxia local. O aumento na
capacidade oxidativa muscular envolve multiplos caminhos e é conseguido através da
utilizacdo mais sustentada de acidos graxos, biogénese mitocondrial e niveis mais elevados de
enzimas do metabolismo oxidativo, melhoria no transporte de glicose e neo-angiogénese
(MARINI; VEICSTEINAS, 2010).

A utilizacdo aprimorada de lipidios durante o exercicio de moderada intensidade nos
musculos de individuos que treinam endurance foi observada, com um aumento seletivo nos
niveis de MRNA de enzimas envolvidas na metabolizacdo de acidos graxos intramusculares e
na sua oxidacdo. Em particular, em atletas de endurance, tem sido relatado que o contetdo de
Medium e Very Long Chain-especifica Acil-CoA Desidrogenases (MDAC e VLDAC),
envolvidos na beta-oxidacdo de &cidos graxos e de peroxisome proliferator-activated receptor
alpha -(PPARa) no musculo esquelético dobrou, apesar de um aumento limitado em todo o
corpo e na oxidacdo de acidos graxos plasmaticos. Também foi relatado que o treinamento de
endurance em ratos e 0 exercicio agudo em seres humanos aumentam a expressdo de
PPARP/S, que ¢é varias vezes mais abundante do que PPARa ou PPARy no musculo
esquelético e sdo expressas em niveis mais elevados em estresse oxidativo lento comparado
com mausculos glicoliticos rapidos. As trés isoformas PPAR sdo membros de uma
superfamilia de receptores nucleares que se ligam a heterodimero de DNA com retinoid X
receptors (RXRs). Nos mamiferos eles funcionam como sensores metabdlicos, sendo ativados
por lipidios e afetando o metabolismo lipidico. Eles controlam um grande nimero de genes
gue codificam proteinas envolvidas no metabolismo mitocondrial, incluindo as proteinas
codificadas responsaveis pelo transporte e ativagdo de acidos graxos, B-oxidagdo
mitocondrial, e desacoplamento energético (MARINI; VEICSTEINAS, 2010; RODGERS et
al., 2008).

A mitocondria parece ser a organela chave envolvida na adaptacdo metabdlica ao

treinamento de endurance. Elas hospedam numerosas proteinas envolvidas na beta oxidacéo,
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bem como todas as proteinas envolvidas na fosforilagdo oxidativa. O contetdo de DNA
mitocondrial aumenta no masculo de atletas de endurance, juntamente com o nivel de fatores
de transcricdo nucleares (NRF-1, NRF-2 e TFAM) que controlam genes mitocondriais
codificados no nucleo. Como resultado, RNAs mitocondriais transcritos no nucleo e nas
mitocondrias tém um aumento coordenado em atletas de endurance (MARINI;
VEICSTEINAS, 2010). Os fatores de transcricdo nucleares que promovem a biogénese
mitocondrial sdo ativados pelo co-ativador transcricional PGC1-a. O nivel de expressdo de
PGCl1l-a ¢ mais baixos em fibras rapidas do que em lentas, porém o exercicio de endurance
aumenta rapidamente a sua expressdo, permitindo que PGCl-a estimule a biogénese
mitocondrial e a sintese de enzimas oxidativas, tornando assim musculos de contracdo rapida
mais resistentes a fadiga. A expressdo de PGCl-a é controlada positivamente por varias
moléculas, como as espécies reativas de oxigénio (ROS), caucineurina, proteinas quinases
dependentes de calmodulina/Ca®* (CaMKs), fatores de transcricdo myocyte enhancer factor-2
(MEF2), que em muitos tecidos esta envolvido na resposta ao estresse, da proteina quinase
p38 ativada por mitdgeno (p38MAPK), que por sua vez requer a atividade do fator de
transcricdo ATF2, e AMP quinase que controla as vias que levam a um melhor
aproveitamento da energia disponivel, incluindo a passagem da via glicolitica a via oxidativa.
Esta Gltima atividade é desencadeada por sinais de escassez de energia (MARINI;
VEICSTEINAS, 2010).

1.3 Epigenética e RNAs ndo codificadores de proteinas

O genoma humano possui cerca de trés bilhGes de bases que codifica, direta ou
indiretamente, as instrucdes para a sintese de quase todas as moléculas que formam cada
célula humana, tecidos e 6rgdos. Por meio do projeto The Encyclopedia of DNA Elements
(ENCODE) espera-se analisar cada uma das sequencias de DNA codificadoras de proteinas
geradas pelo sequenciamento do genoma humano que forneceu sequéncias de DNA altamente
precisas para cada um dos 24 cromossomos. No entanto, atualmente, a compreensdo das
porcbes codificadoras de proteinas ainda é incompleta, e menos ainda em relacdo aos
transcritos ndo codificadores de proteinas e aos elementos genémicos que temporal e
espacialmente regulam a expressdo génica. Para compreender o genoma humano, e
consequentemente 0s processos bioldgicos orquestrados por ele, as maneiras pelas quais
mutacdes e erros no genoma podem originar doencas, € preciso uma visdo mais holistica da
informagdo codificada (BIRNEY et al., 2007).
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A partir das experiéncias de Oswald Avery, Colin MacLeod e Maclyn McCarty ficou
conhecido que o DNA é o fator transformante de cepas avirulentas de bactérias pneumococos
R (rough) em cepas virulentas S (smooth) ao contrario do que se pensava na época, que as
proteinas desempenhavam essa funcdo (AVERY; MACLEOD; MCCARTY, 1944). Em
seguida, Hershey-Chase nos anos 1950, confirmaram que o DNA é realmente o material
hereditério, para isso eles mostraram que virus quando infectam bactérias inserem apenas o
DNA e n3o proteinas como se achava anteriormente (HERSHEY; CHASE, 1952). E consenso
na comunidade cientifica que as nossas caracteristicas fisicas, fisiologicas, nossos tracos
hereditérios e algumas doencas genéticas sdo determinadas por processos altamente regulados
que envolvem genes no DNA que sdo transcritos em RNAS mensageiros e em seguida
traduzidos em proteinas. Essa passagem de DNA até proteina é regulada em Vvarios niveis,
entre eles, a metilacdo do DNA, as modificacGes pos-traducionais em proteinas histonas e
consequente modificacdo na estrutura da cromatina, a ligacdo de fatores de transcrigdo ao
DNA, o processamento que sofre 0 RNA mensageiro (splicing) e as interacfes entre RNAS
ndo codificadores de proteinas (nCRNA) ao DNA e RNA mensageiros. Provavelmente 0s
nossos tracos hereditarios sdo determinados tanto por meio de mudancas na regulacdo como
diferencas no contetdo de genes (RANEY et al., 2011).

No inicio de 1940 o termo Epigenética foi introduzido pelo bidlogo do
desenvolvimento Conrad Waddington, como o ramo da biologia que estuda as interagdes
entre genes e seus produtos que fazem o fendtipo visivel. No sentido original da sua definicéo,
epigenética se referia a todas as vias moleculares que modulam a expressdo de um genotipo
em um fendtipo particular (DUPONT; ARMANT; BRENNER, 2009). A histdria da
epigenética é ligada ao estudo da evolucéo e do desenvolvimento, mas durante os Gltimos 50
anos, o significado do termo “epigenética” tem se submetido a uma evolucdo que aumentou
significativamente o conhecimento cientifico dos mecanismos moleculares envolvidos na
regulacdo da expressao génica em eucariotos. Atualmente a epigenética pode ser definida
como o estudo das mudancas nas fungdes génicas herdaveis meidticas e/ou mitoticas que nao
podem ser explicadas pelas mudancas nas sequéncias de DNA (ALLIS; JENUWEIN;
REINBERG, 2007). Grande parte da pesquisa epigenética esta convergindo para o estudo de
RNAs néo codificadores de proteinas, modificaces covalentes e ndo covalentes de DNA e de
proteinas histonas e 0s mecanismos pelos quais essas modificacdes influenciam na estrutura
geral da cromatina (GOLDBERG; ALLIS; BERNSTEIN, 2007).

A maioria dos RNAs ndo codificadores (ncRNAs) sdo conhecidos por cumprirem

fungdes relativamente especificas nas células, tais como o RNA ribossomal (rRNA) e 0 RNA
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transportador (tRNA) que estdo envolvidos na tradugdo do mRNA. Os pequenos RNAs
nucleares (SNRNASs) séo conhecidos por participarem do splicing e os pequenos RNAs
nucleolares (snoRNAs) estdo envolvidos na modificacdo do rRNAs. O dogma central da
biologia molecular, desenvolvido a partir do estudo de organismos simples, como Escherichia
coli, tem mostrado que o RNA funciona principalmente como um intermediario informacional
entre uma sequéncia de DNA “gene” e a sua proteina codificada. O conhecimento adquirido é
que a maioria da informacgdo genética responsavel por especificar a forma bioldgica e o
fenOtipo é expressa em proteinas, que nao s6é cumprem diversas funcdes cataliticas e
estruturais, mas também regulam a atividade do sistema de vérias formas. Isto é verdadeiro
em procariotos e é também verdadeiro para 0s eucariotos. Porém, os eucariotos “superiores”
apresentam extensas sequéncias de DNA que ndo codificam proteinas e elementos
reguladores cis-acting. Estas sequéncias estdo localizadas, na grande maioria, em regides
intrbnicas e intergénicas e foram consideradas vestigios que se acumularam ao longo da
evolugéo e possivelmente se originaram durante a montagem precoce de genes e durante a
insercdo de elementos genéticos moveis (MATTICK; MAKUNIN, 2006). Evidéncias recentes
indicam que a maioria das sequéncias do genoma eucariotico é transcrito e que a proporc¢éo de
transcricdo de genes ndo codificadores de proteinas aumenta com o aumento da complexidade
(Tabela 1) (FRITH; PHEASANT; MATTICK, 2005).
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Tabela 1. Aumento da transcricdo de sequéncias ndo codificadoras de proteinas em
Metazoarios. Adaptado de (FRITH et al., 2005).

Total de
sequéncias
nao
Sequencias  Sequencias  codificadoras
codificadoras UTR transcritas
Relacéo
entre
sequencias
N° de genes codificadoras

codificadores  Tamanho do e ndo

Organismo  de proteinas genoma(Mb) Mb % Mb % Mb % codificadoras
Genoma total

Humano ~20-25000 2851 34 1.2 32 1.1 1619 57 47/1
Camundongo ~20-25000 2490 31 1.3 26 1.1 1339 54 43/1
Mosca-da- ~13500 120 22 18 6.4 5.3 53 44 2.4/1
fruta

Nematoide ~19000 100 26 26 04 04 33 33 1.3/1
Porgdo do genoma néo repetitiva

Humano 1455 33 2.3 26 1.8 867 60 27/1
Camundongo 1422 29 2.0 22 1.6 811 57 28/1
Mosca-da- 109 21 20 6.2 5.7 48 44 2.2/1
fruta

Nematoide 86 25 29 0.3 0.4 26 31 1.1/1

A ideia de que o transcriptoma é proveniente exclusivamente de genes codificadores
de proteinas e alguns RNAs ndo codificadores especificos como — snRNAs, snoRNAs e
tRNASs, rRNAs — tem sido deixada de lado, ja que estudos indicam que a RNA polimerase |1
pode ser encontrada em quase qualquer regido genémica. A transcricdo “pervasiva” €
generalizada e, longe de ser um processo inutil, tem um papel crucial no controle da expressado
génica e plasticidade gendmica. Como exemplo, mais de 85% do genoma de S. cerevisiae é
transcrito (BERRETTA; MORILLON, 2009).

O desenvolvimento de arranjos de alta resolucdo e mais recentemente o
sequenciamento em larga escala de RNA, aliado a técnica de imunoprecipitagdo de cromatina
permitiram uma melhor caracterizagdo do transcriptoma. Estas novas tecnologias revelaram
que o cenario da transcricdo em eucariotos “superiores” é muito mais complexo do que se
tinha antecipado, com uma elevada proporcdo de transcritos provenientes de regides
intergénicas, que anteriormente foram pensadas ndo ativadas transcricionalmente, e em
orientacbes opostas aos transcritos codificadores (antisenso). Também foi encontrada

atividade transcricional em regifes que ndo sdo responsaveis pela codificacdo de genes em
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leveduras. O nivel inesperado de complexidade levou a nogdo de transcri¢cdo generalizada ou
pervasiva, que se refere ao fato de que os transcritos ndo estdo restritos a caracteristicas
funcionais bem definidas, tais como “genes” conhecidos anteriormente por codificarem
proteinas (JACQUIER, 2009). O genoma humano é pervasivamente transcrito e produz
muitos milhares de RNAs ndo codificadores de proteinas de fungdo regulatéria (ncCRNA),
incluindo microRNAs, pequenos RNAs de interferéncia, complexos de proteinas Piwi que
interagem com RNA (piwiRNA) e varias classes de ncRNAs longos (TAFT et al., 2010).

1.4 microRNAs (miRNAS)

Os microRNAs (miRNAs) pertencem a uma classe de pequenos RNAS ndo-
codificadores de filamento Unico, que contém aproximadamente 22 nucleotideos (BARTEL,
2004). MiRNAs estdo envolvidos na regulacdo da expressao génica pos-transcricional por
meio da ligagdo a regido 3’ ndo traduzida (UTR), sequéncia codificadora ou 5’UTR de RNAs
mensageiros (MRNA) alvos e conduzindo a inibicao da transcri¢do ou degradacdo do mRNA
em animais, plantas e virus (ALMEIDA; REIS; CALIN, 2011; DAVIS-DUSENBERY;
HATA, 2010). Nos seres humanos, prevé-se que a expressao de aproximadamente 50% de
genes codificadores de proteinas sdo regulados por miRNAs (ZHOU, R. et al., 2012).
Também foi mostrado que miRNAs de plantas adquiridos durante a alimentacdo sdo capazes
de atravessar o trato gastro intestinal e regular mRNAs dentro de tecidos de mamiferos
(ZHANG, L. et al., 2012). Desde a sua descoberta, estdo cadastrados hoje 18.226 entradas
representando precursores de miRNAs expressando 21.643 miRNAs maduros em 168
espécies, e em Homo sapiens estdo cadastrados 1.527 precursores e 1.921 miRNAs maduros
existentes (http://www.mirbase.org, acessado dia 10/04/12) (KOZOMARA; GRIFFITHS-
JONES, 2011).

Os miRNAs controlam genes envolvidos em varios processos bioldgicos, entre eles,
apoptose, proliferacdo, diferenciacdo, metastase (ALMEIDA et al., 2011) e em células de
mamiferos desempenham papéis importantes no desenvolvimento humano, na diferenciacéo
celular, homeostase, na adaptacdo ao meio ambiente, ontogénese, e nas interacfes das células
hospedeiras com agentes patogénicos (HA, 2011 2; MA etal., 2011 3).

A caracterizagdo do primeiro miRNA - lin-4 foi feita em 1989 e ocorreu no nematoide
C. elegans. A validagdo posterior de lin-4 como um RNA ndo codificador complementar a
regido 3’UTR do gene lin-14 ocorreu em 1993. A caracterizagdo funcional de lin-4 como

tendo um efeito de repressédo na traducdo do gene lin-14 abriu um importante campo de
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investigacdo (SHIRDEL et al., 2011). Em seguida, muitos experimentos in vitro e de previsdo
computacional destinados a revelar as relagfes entre os mMiRNA e seus alvos e entender seus
efeitos na regulacdo da expressdao génica foram feitos tendo como resultado a descoberta de
um segundo miRNA também em nematoide, 0 miR-let7, que tem como alvo os genes lin-41 e
hbl-1, a partir da descoberta do miR-let7 o conceito de miRNAs deu o salto de nematoides
para espécies mais complexas, uma vez que a sequéncia de let-7 apresenta homologia
conhecida em seres humanos (SHIRDEL et al., 2011).

1.5 Biogénese dos miRNA

Os miRNAs sdo codificados em diversas regides do genoma incluindo unidades
codificadoras e ndo codificadoras de proteinas. Aproximadamente 50% dos miRNAs sdo
derivados de transcritos de RNA ndo codificadores, enquanto que aproximadamente 40%
estdo localizados dentro de introns de genes codificadores de proteinas. A maioria dos
miRNAs sdo transcritos pela RNA polimerase Il (RNA polll) e apresentam a marca 7-metil
guanosina na extremidade 5' e cauda poli (A) na extremidade 3', semelhante aos mMRNAs. A
RNA pol Il também foi encontrada gerando transcritos de um subconjunto de miRNAs
(DAVIS; HATA, 2009).

A biogénese dos miRNA em humanos € um processo que ocorre em duas etapas, com
eventos de clivagem nucleares e citoplasmaticas realizados por duas ribonucleases 111, Drosha
e Dicer. O gene de miRNA é transcrito produzindo um miRNA primario (pri-miRNA) que €
processado em um precursor de miRNA (pré-miRNA) e posteriormente em um duplex de
miRNA (miRNA/miRNA*, a fita passageira é designada com asterisco), em seguida ocorre a
liberacdo do miRNA maduro (MACFARLANE; MURPHY, 2010)

Os transcritos primarios longos de miRNA (pri-miRNAS), geralmente apresentam
milhares de nucleotideos e sdo submetidos a duas clivagens sequenciais para tornarem-se
miRNAs maduros de 22nt (figura 2). O primeiro passo do processamento do miRNA é
catalisado no nucleo pela RNAse I, Drosha. Os pri-miRNAs contém uma estrutura em
forma de grampo caracteristica. A ribonuclease Drosha cliva na base do “grampo” para gerar
um pré-miRNA de 60-100nt com a caracteristica de 2nt que nao se sobrepdem no final 3. O
complexo microprocessador Drosha inclui um cofator, o DiGeorge syndrome critical region
8 (DGCRS), que é capaz de promover a clivagem eficaz de pri-miRNA in vitro (DAVIS-
DUSENBERY; HATA, 2010). A atividade de DGCR8 pode controlar niveis celulares de
miRNAs e foi demonstrado que a diminuicdo da DGCR8 pode causar uma deficiéncia na
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producdo de miRNA, levando a aumentos significativos do miRNA primario e concomitante
diminuicdo dos miRNAs maduros funcionais. Logo, o knockdown in vivo de DGCR8 pode ser
utilizado como uma ferramenta molecular para inibir a sintese de miRNA maduros e assim
revelar processos fisiologicamente dependentes de miRNAs (SCHOFIELD et al., 2011).

A Drosha juntamente com DGCR8 decompdem inicialmente transcritos primarios
longos de miRNA em precursores de miRNAs (pré-miRNA) de aproximadamente 70
nucleotideos com grampo. Estes, por sua vez, sdo exportados do nucleo e processados pela
Dicer em miRNAs maduros funcionais (SCHOFIELD et al., 2011).

Os pré-miRNAs sdo entdo transportados para o citoplasma pelo canal Exportina 5
onde a RNAse citoplasmatica Dicer juntamente com a proteina transactivating response
RNA-binding protein (TRBP) clivam os pré-miRNA em um duplex de miRNA maduro longo
de 20-25 pares de bases (HAVENS et al., 2012). O miRNA de fita dupla, em seguida, se liga
ao complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC). A fita passageira do duplex de
miRNAs é degradada ao passo que a fita madura de miRNA atua como um guia para
direcionar o RISC aos mMRNA alvos, geralmente por meio da sequéncia em sua regido 3’'UTR
(FREZZETTI et al., 2011). Geralmente, a fita retida no RISC é a fita que tem a menor
estabilidade no pareamento de bases no final 5’ no duplex mMiIRNA/MiIRNA*. A fita passageira
(MiRNA*) ndo é sempre subproduto da biogénese do miRNA e também pode ser
funcionalmente incorporado ao complexo miRISC e funcionar como miRNAs (KROL;
LOEDIGE; FILIPOWICZ, 2010). O complexo RISC atua com os membros da familia de
proteinas Argonauta, produzindo um complexo funcional para o direcionamento do mRNA
através de emparelhamento de base direta. Os resultantes hibridos miRNA/mRNA podem
alterar a expressdo da proteina do mRNA alvo de diferentes mecanismos, tais como a
repressao da traducdo e degradacdo do mRNA (HAVENS et al., 2012)

Nos seres humanos, existem oito classes de complexos RISC, que sdo baseadas na
composicdo proteica centrada em torno das quatro proteinas Argonauta, Ago 1-4. Analises
gendmicas indicam que as proteinas Argonauta evoluiram a partir de proteinas de iniciacdo da
traducdo, dai o sinbnimo eucariotico fator de iniciacdo da traducdo. A Ago2 é a Unica proteina
Argonauta com atividade “slicer” capaz de catalisar a clivagem do mRNA. No entanto, todas
as quatro proteinas Ago se associam com miRNA e parecem funcionar no silenciamento
génico. Ndo é bem estabelecido se existem mecanismos de silenciamento particulares
associados a cada proteina Argonauta. Os principais componentes do complexo RISC sdo
Dicer, Ago2, PACT e TRBP. Os RISCs que carregam miRNA sdo designados miRNA
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contendo complexo ribonucleoproteina (miRISC ou miRNP) (MACFARLANE; MURPHY,
2010).

Processo geral Mirtrons

L> rNaPI
L> rnaPn
Transcrido & 7mGe—{Exonl[Exon2] —AAAA » ¢
) mRNA maduro Transcricao
(A)n
TmG Drosha
Clivagem e degradacdo do mRNA
DGCRS Processamento
A
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O miRNA se liga
2o mRNA alvo
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miRNA/miRNA*
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Figura 2: Os microRNAs (miRNAS) séo processados a partir da RNA polimerase 11
(RNAPII) em transcritos especificos de genes independentes (processo geral) ou a partir de
introns de genes codificadores de proteinas. Na via geral, o processamento do precursor
priméario (Pri-miRNA) ocorre em duas etapas, catalisadas pelas enzimas, Drosha e Dicer, que
operam em conjunto com proteinas ligantes a RNA dupla fita (dsRBPs), por exemplo DGCR8
e proteina (TRBP) em mamiferos. No primeiro passo, o complexo Drosha-DGCRS8 processa 0
pri-miRNA no ndcleo em um precursor de aproximadamente 70 nucleotideos com grampo
(pré-miRNA), que € exportado para o citoplasma. Alguns pré-miRNAs sdo produzidos a
partir de introns muito curtos (Mirtrons) como resultado de splicing, pulando assim a etapa de
clivagem da Drosha-DGCR8. Em ambos os casos, a clivagem pela Dicer, juntamente com
TRBP no citoplasma produz um duplex miRNA/mMiRNA* de aproximadamente 20 pb. Apo6s o
processamento, uma fita do duplex miRNA/miRNA* (a fita guia) é preferencialmente
incorporada no complexo de silenciamento induzido por miRNA (miRISC), enquanto que a
fita passageira, ou miRNA*, é liberada e degradada. GW182: proteina de glicina-triptofano de
182 kDa. 7mG: 7 metilguanosina. PABP: proteina de ligacao poli (A). Adaptado de (KROL et
al., 2010).



23

1.6 OncomiRs miR-16 e Let-7a

Vaérias familias de miRNA tém atraido a atencdo por seu envolvimento na regulacdo
do ciclo celular e pela sua regulacdo diferencial em células cancerosas. Um exemplo
particularmente bem estudado € a familia altamente conservada miR-16, composta por seis
miRNAs maduros (miR15a/b, miR-16, miR-195, miR-424 e miR-497) que séo transcritos a
partir de quatro loci gendmicos. A delecdo ou a down-regulation de miR-15a e miR-16 em
casos de leucemias linfociticas crénicas de células B (B-CLL) sugeriu pela primeira vez uma
associagdo desta familia de miRNAs com cancer. Além disso, relatos apoiam um papel mais
amplo desta familia como potenciais supressores de tumor uma vez que seus membros sdo
frequentemente reprimidos em outros tipos de céancer, como cancer colorretal e
adenocarcinomas de pulmdo (RISSLAND; HONG; BARTEL, 2011). Delecdes e
translocagbes envolvendo, miR-15a e miR-16-1, localizados em um cluster em 13914.3,
foram encontradas em aproximadamente 68% de pacientes com B-CLL (LIU et al., 2008).
Este papel para a familia miR-16 pode ser explicado por varios dos seus mRNASs alvos: o
gene anti-apoptotico BCL2, genes envolvidos na via da MAP quinase, tais como MAPKS3,
MAP2K1 e MAP3K4, e numerosos genes envolvidos no ciclo celular de transicdo G1-S,
como a ciclina D1/2/3, E1 CICLINA, CDC25A e CDKG6 (RISSLAND et al., 2011).

O miRNA let-7 foi descoberto em uma localizacdo cromossdémica que afeta a
diferenciacdo terminal nas juncdes celulares em C. elegans. Nos seres humanos e
camundongos, existe uma associacdo entre let-7a, ciclo celular e diferenciacdo. A inibicdo do
miR-let7a em células A549 de céncer de pulmdo aumenta a taxa de proliferacdo celular,
enquanto que a super expressao de miR-let-7a bloqueia a progresséo do ciclo celular. A super
expressao de miR-let-7a em fibroblastos primarios humanos causa reducdo da proliferacédo
celular e 0 acimulo de células na fase G2/M do ciclo celular. Em C. elegans, camundongos e
humanos, a expressdo de miR-let-7a é dificilmente detectavel nas fases embrionarias, mas
aumenta apos a diferenciagdo em tecidos maduros. A familia de miRNAs a qual pertence o
miR-let-7 é consistentemente down-regulated em cancer de pulmao e em cancer de célon. Em
cancer de pulmao, baixos niveis de miR-let-7a foram relacionados com a menor sobrevida
apos a recidiva (WANG, D. J. et al., 2012).
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1.7 MiRNAs musculo especificos miR-1, -133a, -206

Véarios miRNAs codificados dentro do genoma de mamiferos apresentam rara
especificidade tecidual. Especificamente, miR-1-1, miR-1-2, miR- 133a-1, miR-133a-2 sdo
expressos quase exclusivamente no tecido do musculo estriado (musculo cardiaco e
esquelético). Além disso, miR-133b e miR-206 sdo exclusivamente expressos no musculo
esquelético (figura 3) e tém sequéncias seed que sdo idénticas aos miR-133a e miR-1,
respectivamente. Uma vez que a sequéncia seed € criticamente importante na determinacédo da
especificidade e funcionalidade do alvo, o muasculo esquelético, essencialmente, expressa trés
copias funcionais de miR-1 e miR-133 (RAO et al., 2010).

Os miRNA considerados musculo especificos (miR-1, -133a, -133b e -206) foram
identificados e demonstrados como importantes na miogénese, no crescimento do musculo
embrionario, no crescimento e funcdo do musculo cardiaco (MIYACHI et al., 2010). Estes
miRNAs, sdo induzidos durante a diferenciacdo de mioblastos C2C12 in vitro. A transfeccéao
de miR-206 promove a diferenciacdo, apesar da presenca de soro, ao passo que a inibicdo do
miRNA por oligonucleotideos antisenso inibe a retirada do ciclo celular e diferenciacdo, que
sdo normalmente induzida por privacdo de soro (KIM et al., 2006). Os efeitos de miR-1 e -
206 sdo parcialmente mediados pela repressdo da histona desacetilase 4 (HDAC4) e DNA
polimerase o (Polal), respectivamente. Alvos diretos adicionais para miR-206 como conexina
43 (Cx43), follistatin-like 1 (Fstl1), utrophin (Utrn), receptor de estrogénio alfa (ERa),
transcrito induzido por butirato 1 (Bindl), proteina associada a diferenciacdo da idade de
mondcito a macréfago (Mmd), e CMET foram identificados (DEY; GAGAN; DUTTA,
2011).
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Figura 3: Alguns miRNAs sdo diferentemente expressos dependendo do tecido. Em
embrides de zebrafish, os padrdes de localizacdo de miRNAs individuais indicam que a sua
atividade pode ser limitada aos tecidos e 6rgdos em que eles sdao expressos. Tal como indicado
pela coloracdo azul, 0 miR-206 é expresso principalmente no musculo, 0 miR-126 nos vasos
sanguineos e no coracdo, 0 miR-200a no sistema linha lateral (um sistema de detec¢do de
movimento na agua) e 0rgdos sensoriais e 0 miR-30c em precursor de rim. Adaptado de
(GROSSHANS; FILIPOWICZ, 2008).

Foi mostrado que miR-1 tem a expressdo aumentada em individuos com doenca
arterial coronariana, e que quando super expresso em coragdes de ratos normais ou infartados,
ela agrava arritmogénese. A eliminagdo de miR-1 por um inibidor antisenso em coragdes de
ratos infartados atenua a arritmogénese. A super expressdo de miR-1 diminuiu a conducdo e a
despolarizacdo da membrana citoplasmatica pela repressdo pds-transcricional do gene KCNJ2
(que codifica o canal de K* subunidade Kir2.1) e do gene GJA1 (que codifica a conexina 43),
e isso provavelmente contribui pelo menos em parte para o seu potencial arritmogénico.
Assim, miR-1 pode ter importantes fungdes patofisioldgicas no coragéo, e € um alvo potencial
anti-arritmico (YANG et al., 2011).

Os miR-1-1 e miR-1-2 sdo especificamente expressos em células precursoras do
musculo esquelético e cardiaco. Foi descoberto que os genes miR-1 sdo alvos transcricionais
diretos dos reguladores de diferenciagdo muscular, incluindo o fator de resposta do soro,
MyoD e MEF2 (ZHAO; SAMAL; SRIVASTAVA, 2005). Os mir-1 e -133 tém papéis

distintos na modulacao da proliferacéo e diferenciacdo do muasculo esquelético em culturas de
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mioblastos in vitro e em embrides de Xenopus laevis in vivo. O miR-1 promove miogénese se
ligando a histona desacetilase 4 (HDAC4), um repressor transcricional da expresséo do gene
do musculo. Por outro lado, 0 miR-133 aumenta a proliferacdo de mioblastos reprimindo o
fator de resposta sérica (SRF) (CHEN, J. F. et al., 2006).

1.8 MiRNA na adaptacéo ao exercicio fisico

No musculo esquelético, miR-1, -133a, -133b e -206 respondem juntos por quase 25%
de toda a expressdao de miRNAs, por isso sdo chamados miRNAs musculo especificos ou
myomiRs(NIELSEN et al., 2010). A expressdo de myomiRs é dramaticamente aumentada
durante miogénese. Além disso, a expressao diferencial de myomiRs ap0s exercicios de
endurance e em musculo esquelético de diabéticos sugerem que myomiRs desempenham um
papel na satde e doenca em humanos (NIELSEN et al., 2010). As diferencas na regulacdo de
miRNAs em mdusculos esqueléticos de individuos diabéticos e saudaveis pode resultar de
diferencas na sensibilidade ou sinalizacdo a insulina, que podem ser melhoradas pelo
treinamento de endurance (NIELSEN et al., 2010). Os myomiRs, que sdo altamente expressos
in vivo, podem também ser regulados durante alteragdes no fendtipo muscular. Por exemplo,
miR-1 e miR-133a sdo reprimidos no musculo esquelético de camundongos durante
hipertrofia induzida por ablacéo sinérgica bilateral no musculo plantaris. Uma sessdo aguda
de exercicios de endurance resulta em resultado similar, aproximadamente 50% de repressao
em miR-1, enquanto que ndo houve alteracdo na expressdo de miR-133a. No entanto, em
seres humanos, é importante ligar alteracBes agudas na expressdo génica com resultados
fenotipicos relevantes para a intervencdo, porque nem todos os individuos demonstram uma
adaptacdo fisiologica robusta ou respostas moleculares ao treinamento fisico. Enquanto isto
tem sido claramente demonstrado para o treinamento de forca, também é razoavel suspeitar de
um cenario semelhante em treinamento de endurance, portanto, na auséncia de conhecimento
de como cada individuo se adapta ao treinamento crdnico, as respostas moleculares agudas ao

exercicio agudo podem ou néo ser informativas (DAVIDSEN et al., 2011).
1.9 MiRNAs circulantes
Um dos primeiros estudos que mediram os niveis de miRNA no soro demonstrou que

0s niveis de miR-21 no soro estdo associados com sobrevida livre de recidiva em pacientes

com linfoma difuso de grandes células B, assim, miR-21 poderia ter potencial como um
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biomarcador de diagnostico para esta doenga (KOSAKA; IGUCHI; OCHIYA, 2010;
LAWRIE et al., 2008). Em seguida, outro miRNA circulante, miR-141, foi analisado e por
meio da medicdo dos niveis séricos puderam ser diferenciados pacientes com cancer de
préstata de individuos saudaveis. Nesse estudo, eles também demonstraram a presenca de
miRNAs circulantes derivados de tumor no sangue usando um modelo de rato com cancer de
prostata. Além disso, estes miRNAs circulantes também foram encontrados no soro de ratos,
camundongos, bezerros, fetos bovinos e cavalos, indicando que miRNAs circulantes sdo
encontrados em varias espécies de mamiferos (KOSAKA et al., 2010; MITCHELL, P. S. et
al., 2008).

Os miRNAs circulantes, presentes no soro, plasma e outros fluidos corporais podem
ser potencialmente utilizados como biomarcadores ndo-invasivos para diversas doencas
humanas, uma vez que eles podem suportar ciclos repetitivos de congelamento e
descongelamento(MITCHELL, P.S. et al., 2008) (CORTEZ et al., 2011; TURCHINOVICH
et al., 2011). Alguns miRNAs especificos de tecidos com cancer sdo capazes de ser liberados
na circulacdo e esses miRNAs circulantes presentes no soro ou plasma podem ser usados
como novos biomarcadores para diversos tipos de cancer. No entanto, um método para medir
a quantidade absoluta de miRNA no sangue ainda ndo esta bem estabelecido, devido a falta de
controle estavel de RNAs neste tecido, especialmente sob condi¢des de doenca (CHENG et
al., 2010).

A notavel estabilidade de miRNAs em amostras de plasma sanguineo levantou
questdes importantes sobre o mecanismo pelo qual os mMiRNAs sdo protegidos da atividade de
RNAses enddgenas. Resultados preliminares mostraram que miRNAs tém uma incomum alta
estabilidade em tecidos fixados em formalina, plasma e soro. Esta estabilidade pode ser
explicada pela associacdo de miRNA a lipoproteinas de alta densidade (HDL), protecdo por
meio de outras moléculas (RNA- complexo de proteinas), modificacdes nos miRNAs que 0s
tornam resistentes a atividade de RNAses enddgenas ou associacdo dos miRNAs a
microvesiculas, tais como exossomas (MITCHELL, P.S. et al., 2008).

A hipdtese de modificagdo nos miRNAs circulantes baseia-se principalmente na
comparagdo entre miRNAs circulantes e miRNAs celulares/teciduais. Uma vez que 0 miRNA
do mesmo individuo é mais estavel no soro ou plasma do que na célula/tecido, em termos de
resisténcia a digestdo por RNAse, € razoavel sugerir que estes miRNAs circulantes podem
sofrer modificacdes. As modificagdes gerais encontradas em miRNAs incluem metilagéo,
adenilacdo e uridilagdo. Nas plantas, a metilacdo e a adenilacdo de miRNA desempenham

papeis criticos na estabilizacdo e na regulacdo das funcdes de miRNAS. Foi mostrado que a 3’
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adenilacdo mediada pela enzima poli(A) polimerase GLD-2 citoplasmatica é capaz de
estabilizar seletivamente miRNAs de mamiferos, no entanto, ndo se sabe se MiRNAs
circulantes sdo metilados ou adenilados. A uridilacdo de miRNA nos tecidos também foi
demonstrada modificando a funcdo de miRNAs, mas uridilagdo de miRNAs circulantes, ndo
foi relatada (ZEN; ZHANG, 2010).

Lipideos especificos encontrados em lipoproteinas tais como fosfatidilcolina, tém sido
mostrados em complexos ternarios com os acidos nucléicos. Lipoproteinas de alta densidade
(HDL) podem entregar miRNAs de células receptoras com consequéncias funcionais na
regulacdo génica (VICKERS et al., 2011). Outros estudos utilizando centrifugacdo diferencial
e cromatografia de exclusdo de tamanho mostraram que a minoria dos miRNAs circulantes
sdo transportados por exossomas e que a maioria € protegida das RNAses enddgenas
presentes no plasma por um complexo de proteinas, tais como Argonauta (Ago)(ARROYO et
al., 2011). Embora esses artigos tenham mostrado que a maioria dos miRNAs circulantes
imunoprecipitam com Ago2, outro artigo afirma que os miRNAs circulantes no soro e na
saliva estdo majoritariamente presentes dentro de microvesiculas, principalmente exossomas
(GALLO etal., 2012).

Uma vez que miRNAs tém sido mostrados associados a proteinas, tais como a familia
Argonauta 2 (AGO2) na formacdo do complexo de silenciamento induzido por RNA, é
possivel que os miRNAs circulantes também se liguem a algumas proteinas desconhecidas,
qgue por sua vez estabilizam miRNAs em condi¢bes adversas, incluindo a digestdo por
RNAse, temperaturas extremas e pH. Pesquisas voltadas na identificacdo de potenciais
proteinas que se ligam aos mMiRNAs circulantes € um processo continuo em Vvarios
laboratérios, no entanto, a natureza das proteinas ligantes a miRNAs circulantes permanecem
ndo identificadas (ZEN; ZHANG, 2010).

A protecdo dos miRNAs circulantes no plasma/soro contra as RNAses endogenas
também pode ser explicada pela associacdo destes miRNAs com microvesiculas, por
exemplo, exossomas. Os exossomas, envolvidos no transporte de miRNA entre as células, sdo
nanovesiculas esféricas formadas por uma membrana bi-camada de tamanho entre 50-90 nm
(VAN NIEL et al., 2006 217) abundante no plasma e bem conhecidas na participacdo da
mediacdo do sistema imunitario por meio da apresentacdo de antigenos (CABY et al., 2005).
Elas sdo secretadas pela membrana endossomal de células hematopoéticas ou néo
hematopoiéticas (LEE et al., 2010). Estas vesiculas sdo enriquecidas em varios materiais
bioativos, incluindo proteinas, lipidios, RNAs, e novas evidéncias sugerem gue €xossomas

séo "communicassomas”, isto é, organelas extracelulares que desempenham multiplos papéis
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na comunicacdo intercelular, incluindo a estimulagdo direta das células-alvo, tais como
complexo de sinalizagdo entre as proteinas de membrana das células receptoras (LEE et al.,
2010; VALADI et al., 2007). Foi relatada a presenca de ambos mMRNAs e miRNAs em
exossomas, mais especificamente nos exossomas derivados de mastécitos. Estes RNAS
podem ser transferidos de um mastocito para outro, provavelmente através da fusdo do
exossoma a membrana celular do destinatario. O RNA é funcionalmente entregue e 0 mMRNA
pode levar a traducdo de novas proteinas em uma célula receptora. O RNA transportado entre
as células via exossomas é chamado exosomal shuttle RNA (esRNA) (LOTVALL; VALADI,
2007; VALADI et al., 2007).

1.10 Vesiculas como comunicadoras intercelulares

As células se comunicam e trocam informagBes por diferentes mecanismos. Elas
podem se comunicar (i) pela secrecdo de fatores de crescimento, citocinas, quimiocinas e
pequenos mediadores celulares (nucleotideos, ions de 6xido nitrico, lipideos bioativos); (ii)
pela adesdo célula-a-célula que é mediada por um conjunto especializado de moléculas de
adesdo e (iii) e pela troca de informacdo utilizando nanotlbulos. Todavia, torna-se foco de
pesquisas a comunicacdo célula a célula envolvendo fragmentos de membrana circulares
chamados microvesiculas (RATAJCZAK et al., 2006).

As microvesiculas estdo presentes no plasma sanguineo na concentracdo de 5 a
50pg/ml. Estas sdo secretadas pelo endotélio, por leucécitos, plaquetas e eritrocitos. No soro
sanguineo, a abundancia de microparticulas derivadas de plaquetas é de 80%, derivadas do
endotélio e leucdcitos € de 10%. As microvesiculas podem ser originadas de compartimentos
da membrana endossomal apos a fusdo de granulos secretores com a membrana plasmatica
onde eles existem como vesiculas intraluminais chamadas exossomas (RATAJCZAK et al.,
2006).

Estudos recentes revelaram a troca genética entre células utilizando miRNA tanto em
microvesiculas (até 1 um) quanto em pequenas vesiculas de membrana de origem endocitica
chamadas exossomas (50-100 nm) (KOSAKA et al., 2010).
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Tabela 2: Particulas em fluidos corporais e suas fungGes em células receptoras.
Adaptado de (KOSAKA et al., 2010).

Particulas Tamanho Origem da Funcdes da particula nas células
tipico particula receptoras
Microvesiculas 0.1 - 1um BCLL Estimula células ésseas estromais da
medula a induzir a produgéo de VEGF
Células de Aumenta a producdo de TGF-f1 em
melanoma macrofagos em cultura
Aumenta o potencial de metastase de
linhagem de células de melanoma in vivo
Exossomas 10-100mm  Células de Estimulam a formag&o de tubulos pelas
glioblastoma celulas endoteliais.
Células de Induzem potentes células T dependentes
adenocarcinomada  CD8+ com efeito antitumor pelas células
mama dendriticas
Prostassoma 50-500nm  Células epiteliaisdo  Aumentam a capacidade de sobrevivéncia,
ducto prostéatico motilidade dos espermatozoides e
modulam a reatividade acrossomal
Células da prostata Protegem as células malignas da préstata
de ataque do sistema complemento
Corpos 0.5-2um EBV-carregando Induz a expressdo de marcadores
apoptoticos linhagem de células  especificos de EBV nas céulas receptoras
do linfoma de
Burkitt's

Células endoteliais induzem a expressdo de CXCL12 nas

células endoteliais

BCLL, célula B de leucemia linfocitica crénica; CXCL12, quimiocina CXC ligando
motivo 12; EBV, virus de Epstein-Barr; TGF-B1, fator de crescimento de transformagdo P1;

VEGF, fator de crescimento vascular endotelial.

Exossomas tem sido associadas a diferentes funcdes celulares e podem ser
biomarcadores valiosos para estados de doenca. A maioria dos fluidos corporais contém
quantidades significativas de exossomas. N&o obstante a sua relevancia fisiologica, tem sido
dificil a sua investigacdo, pois 0 mecanismo de biogénese dos exossomas permanece
enigmatico (PISITKUN; JOHNSTONE; KNEPPER, 2006; ZHOU, H. et al., 2008).

Ja foi mostrado que exossomas derivados de linhagens de mastocito MC/9, medula
Ossea derivada de mastdcito e a linhagem celular de mastocito HMC-1 contém grande
quantidade de RNA, ao passo que nenhum DNA foi encontrado. Utilizando microarranjos e
analise por chip de microRNA, foram identificados 1.300 mRNAs e 120 microRNAs nestes
exossomas derivados de mastdcito, estes RNAs parecem ser especificos dos exossomas, ja
que ndo foram detectados nas células doadoras. Além disso, foi demonstrado em

experimentos in vitro que o mMRNA transportado por exossomas de mastocito de
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camundongos sdo funcionalmente entregues, pois, quando adicionados a células de mastocitos
humanos levam a producéo de proteinas de camundongos nas células humanas (LOTVALL;
VALADI, 2007) (VALADI et al., 2007).

Com o aumento dos estudos sobre exossomas, foi necessario a criacdo de um banco de
dados capaz de aproveitar todo potencial dos dados gerados referentes a estudos sobre o
contetdo dos exossomas, assim como armazenar os dados disponiveis. Esse banco de dados
de exossomas € chamado de "ExoCarta”, que cataloga 0s componentes exosomais, tais como
proteinas, MRNA, miRNA e lipideos . O ExoCarta € um web site (http://www.exocarta.org)
de exossomas que atualiza as moléculas identificadas nos exossomas nos ultimos anos
(MATHIVANAN et al., 2012; MATHIVANAN; SIMPSON, 2009; SIMPSON et al., 2009).

Apesar da importancia de determinar as associagdes dos miRNAs circulantes para
elucidar os mecanismos de acdo destas moléculas, poucos esforcos tém sido feitos nesse

sentido.
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2 Objetivos

2.1 Geral

Quantificar os miRNAs miR-16, -let7a, -1, 133a e -206 circulantes nas fracbes
plasmaticas sobrenadante e vesicular de 10 atletas recreacionais antes e ap6s corrida de meia
maratona;

Avaliar em amostras de plasma de corredores antes e ap6s corrida de meia maratona a
associacdo a fracdo proteica ou vesicular para os miRNAs musculo especificos, miR-1, miR-

133a e miR-206 apds tratamento com Proteinase K.

2.2 Especificos

Purificar fracbes plasmaticas associadas a complexos proteicos e vesiculas;
Validar a identificacdo de miRNAs circulantes associados a fracdo proteica (miR-16) e

a fracdo vesicular (let7a) pelo tratamento com Proteinase K.
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3 Justificativa

A avaliacdo de miRNAs circulantes é atualmente alvo de uma grande ndmero de
estudos tanto na busca de biomarcadores para doencas como no entendimento destas
moléculas na fisiologia. No entanto, o papel da atividade fisica via exercicios estruturados é
desconhecido. Potencialmente miRNAs circulantes regulados pela atividade fisica podem
representar uma das varias vias pelas quais o musculo esquelético, endotélio, musculo
cardiaco e outros tecidos enviam mensagens locais e sistémicas em resposta ao exercicio.
Nosso grupo iniciou trabalhos buscando identificar a presenca de miRNAs musculos
especificos em resposta ao exercicio. Os dados produzidos no contexto da tese de doutorado
da estudante Clarissa Pedrosa Gomes mostra que tanto o miR-1, miR-133a e 0 miR-206
aparecem aumentados no plasma ap06s corrida de 21km (meia maratona) em relacdo ao
momento imediatamente antes da prova.

Atualmente esta claro na literatura cientifica que os mMiIRNAs circulantes estdo
protegidos da acdo de RNAses por associacdo a proteinas, lipoproteinas ou a microvesiculas.
Agueles miRNAs associados a lipoproteinas e a microvesiculas podem potencialmente ser
transferidos horizontalmente o que implica em um fenémeno de comunicagdo paracrina. Para
0s MiRNAs mausculos especificos estudados em nosso grupo ndo se sabe como eles estdo
presentes no plasma. Assim estabelecer esta associacdo é importante para conhecimento do
fendmeno em si, como também tem implicacfes para o potencial papel destes miRNAs na
comunicagdo paréacrina no exercicio fisico. E totalmente desconhecido se o exercicio tem

algum papel ativo na liberagdo destas microvesiculas.
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4 Hipoteses

O exercicio fisico de endurance é capaz de alterar a quantidade dos miRNAs miR-16, -
let7a, -1, 133a e -206 circulantes nas fracdes plasmaticas sobrenadante e vesicular de atletas
recreacionais antes e apds a meira maratona.

Os miRNAs musculo especificos, myomiRs, miR-1, -133a e -206 circulantes no
plasma sdo estaveis apds tratamento com proteinase K o que indica que estes miRNAS sao

transportados por microvesiculas.
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5 Material e Métodos

5.1 Amostras

Amostras de sangue humano de 10 atletas recreacionais, 8 homens e 2 mulheres, todos
saudaveis, foram coletados por puncdo venosa utilizando tubos revestidos com EDTA. Todos
os individuos foram selecionados com base em seu envolvimento em treinamento estruturado
para corridas de 10 km e meia maratona durante os Gltimos dois anos. Todos os voluntarios
foram amostrados antes de comecar e imediatamente ap6s terem terminado a meia maratona
de Brasilia (21km) que aconteceu em 10 Abril de 2011. Todos eles terminaram a corrida entre
1 hora e 34 minutos a 2 horas e 24 minutos. Eles preencheram o termo de livre consentimento
informado, de acordo com aprovacdo ética do comité local. O sangue foi processado para a
separacgdo do plasma dentro de 3h apos a coleta. A fragdo de plasma sanguineo foi obtida ap6s
centrifugagdo a 1400 x g durante 10 min e armazenada a -20 ° C, em seguida, 300 pl de

plasma de cada individuo foram usados para a preparacdo do pool de amostras.
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Tabela 3. Caracterizacdo dos atletas recreacionais. IMC: indice de massa corporal.

Volume
Realiza semanal
Peso Estatura IMC Tempo  treino treino de treino
Atletas Idade (Kg) (cm) (km/m2) oficial (meses) periodizado (Km)
Atleta 1 28 81 1,79 2528  01:34:15 180 nao 50
(masc)
Atleta 2 32 83 1,8 25,62  01:51:09 3 sim 30
(masc)
Atleta 3 28 113 1,93 30,34 01:57:41 108 sim 40
(masc)
Atleta 4 46 55 1,6 21,48  02:11:49 36 sim 30
(fem)
Atleta 5 39 82 1,71 28,04  01:42:29 5 sim 65
(masc)
Atleta 6 42 57 1,58 22,83  02:24:03 28 sim 45
(fem)
Atleta 7 40 78 1,71 26,67  01:46:49 24 sim 50
(masc)
Atleta 8 30 80 1,72 27,04  01:52:28 168 sim 30
(masc)
Atleta 9 49 75 1,78 23,67 01:36:12 24 sim 100
(masc)
Atleta 10 29 94 1,81 28,69 01:56:34 216 sim 27,5
(masc)
Média 35,73 78,18 1,73 25,7 81,82 52,05
dp 7,71 16,64 0,1 2,76 77,61 27,45
maximo 49 113 1,93 30,34 216 105
minimo 28 55 1,58 21,48 3 27,5

5.2 Fracionamento do Plasma

As amostras previamente divididas em dois grupos (antes e ap06s a corrida) foram
separadas nas fracdes plasmaticas que serdo chamadas ao longo do trabalho de sobrenadante e
vesicular. Para a obtencdo destas fracdes plasmaticas foram feitas uma série de centrifugacdes
do plasma, comecando por 500 x g durante 10 min para eliminar residuos celulares e 16.500 x
g durante 20 min. Depois, 300uL de plasma de cada individuo foram utilizados no pool de
amostras. Em seguida, 3mL do pool de plasma foram diluidos em tampéo PBS 1X até um
volume final de 12 mL e ultracentrifugados a 80.000 x g durante 120 min (Beckman SW-40
ti), em seguida, a fragdo sobrenadante foi obtida por decantacéo e a fragéo vesicular foi obtida
apos ressuspender o precipitado do tubo em 2 ml de tampdo PBS 1X. Ao final do
fracionamento plasmatico foram obtidos quatro grupos de amostras: fracdo sobrenadante

antes da corrida (SA), fragdo sobrenadante apds a corrida (SD), fragdo vesicular antes da
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corrida (VA) e fracéo vesicular depois da corrida (VD). As amostras foram armazenadas a -20
°C para posterior analise.

5.3 Tratamento com Proteinase K

As amostras foram novamente divididas em 2 grupos, o primeiro grupo sofreria o
tratamento com proteinase K enquanto o segundo ndo. Um grupo de amostras foi incubado
em Proteinase K (Qiagen) 0,65 mg/ml a 56°C durante 1h para investigar quais miRNAs
sofriam reducdo na quantificacdo apds o tratamento com Proteinase K nas fracGes
sobrenadante e vesicular. Depois disto, 0s oito grupos de amostras: sobrenadante antes da
corrida tratada com proteinase K (SAPK), sobrenadante antes da corrida nao tratada (SA),
sobrenadante apds a corrida tratada com proteinase K (SDPK), sobrenadante depois da corrida
ndo tratada (SD), vesicular antes da corrida tratada com proteinase K (VAPK), vesicular antes
ndo tratada com proteinase K (VA), vesicular depois da corrida tratada com proteinase K
(VDPK), vesicular depois da corrida ndo tratada (VD). Todas as amostras foram levadas a

extracdo de pequenos RNAs.

5.4 Extracao de RNA

A extracdo de RNA total, incluindo miRNA, foi feita utilizando 300uL das respectivas
fracdes plasmaticas (SA), (SAPK), (SD), (SDPK), (VA), (VAPK), (VD), (VDPK) seguindo o
protocolo do kit comercial miRNeasy Mini Kit (Qiagen, USA). Resumidamente, 300pL de
plasma de cada fragdo foram misturados em 1,5mL de Qiazol, vortexados por 10 seg e
incubados em temperatura ambiente por 5 min. Em seguida, foram adicionados 20 fmol de
cada oligonucleotideo sintético de RNA de Caenorhabditis elegans (sintetizados pela Sigma,
USA) (tabela 4) de cel-miR-39, -54 e -238 para realizar a posterior normalizacdo da variacao
das amostras, de acordo com o descrito por Mitchell, 2008 (MITCHELL, P.S. et al., 2008).
Em cada amostra foram adicionados 0,2 volumes de cloroférmio e levadas ao shaker por 15
seg, apbs descansar por 2 a 3 min foram vortexadas. As amostras foram centrifugadas por 15
min a 12.000 x g a 4°C para separacdo de RNA, a fase aquosa foi transferida para um novo
tubo de coleta (fornecido pelo kit), foi adicionado 1,5 volume de etanol 100%, misturado por
pipetagem varias vezes e imediatamente 700 pL da solucdo foram pipetadas dentro da coluna
mini spin RNeasy. A coluna foi centrifugada a 8.000 x g por 15 seg em temperatura ambiente

e o liquido que passou pela coluna foi descartado. Este ultimo passo foi feito até que toda a
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amostra tenha passado pela coluna. Em seguida, foram adicionados 700 pL do tampdo RWT
na coluna, e esta foi centrifugada por 15 seg a 8.000 x g para sua lavagem e o liquido que
passou pela coluna foi descartado. No proximo passo, 500 uL de tampédo RPE foi inserido na
coluna e centrifugada por 15 seg a 8.000 x g e o liquido descartado. Foi adicionado
novamente 500 pL de tamp&o RPE na coluna e esta centrifugada por 2 min a 8.000 x g e o
liquido descartado. Para secagem da coluna foi repetida a centrifugacdo por 1 min. Para eluir
0 RNA, a coluna foi transferida para um novo tubo de 1,5 mL (fornecido pelo kit), pipetados
50 pL de agua livre de RNAses diretamente na coluna e para eluir o RNA a coluna foi
centrifugada por 1 min a 8.000 x g. O isolamento do RNA procedeu de acordo com as
instrucGes do fabricante e 0 RNA foi eluido com 100 pL de &gua livre de RNAses.

A quantificacdo do RNA total extraido das diferentes fracdes do plasma foi feita
utilizando os métodos de espectrofotometria e fluorimetria, nos aparelhos NanoDrop® e
Qubit®. Devido a baixa quantidade de miRNA circulantes no plasma, ndo foi possivel
quantificar o RNA extraido em todas as fracOes, aparecendo a mensagem below the limit of
detection. Para normalizar a quantidade de RNA a ser utilizada para fazer a transcricao
reversa, foi utilizado o mesmo volume de cada extracdo, 5uL, como vem sendo feito em
recentes publicacdes (D'ALESSANDRA et al., 2010; MIZUNO et al., 2011).

5.5 Ensaios de miRNA RT-gPCR

A reacdo de transcricdo reversa seguida da reacdo em cadeia da polimerase
quantitativa (RT-qPCR) foi feita utilizando sondas de hidrolise especificas para cada miRNA
alvo (Tabela 5). A mesma quantidade de 5 pL de RNA foi usada para todas as reacfes de
transcricdo reversa utilizando os kits comerciais chamados TagMan miRNA Reverse
Transcription e miRNA-specific stem-loop primers of TagMan miRNA assay (Applied
Biosystems, USA). Resumidamente, 5 pL de RNA foram adicionados a uma mistura 7 pL
(composto de 100 mM de dNTPs, MultiScribe transcriptase reversa, tampao de transcri¢éo
reversa 10X, RNase inibidor e Nuclease livre de agua) e, em seguida, 3 pL de iniciadores foi
adicionado. A reacéo foi feita em um termociclador Veriti Cycler (Applied Biosystems) com
as temperaturas de 16°C durante 30 min, 42°C durante 30 min e 85°C durante 5 min. O cDNA
obtido foi armazenado em -20°C. O PCR quantitativo foi feito em triplicata em uma reacao
contendo 1,5 pL de cDNA, 8 pL de reagentes para a reacdo de PCR (composto de 5 pL
TagMan Universal PCR Master Mix 2X sem Amperase, e 3 UL de agua livre de nuclease;

Applied Biosystems) e 0,5 pL de sonda de hidrdlise (TagMan iniciador miRNA-especifica)
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para um volume final de 10 pL. A PCR quantitativa (QPCR) foi realizada em placas de 96
pocos e no termociclador StepOnePlus Real-Time PCR System (Applied Biosystems) a 95°C

durante 10 min, seguido por 40 ciclos de 95°C durante 15 seg e 60°C durante 1 min.

Tabela 4: Descricdo dos oligonucleotideos de RNA adquiridos para a normalizagdo
dos dados de RT-qPCR.

MiRNA Tamanho (nt) Sequéncia do oligo (5’ para 3°)
cel-miR-39 22 UCACCGGGUGUAAAUCAGCUUG
cel-miR-54 24 UACCCGUAAUCUUCAUAAUCCGAG
cel-miR-238 23 UUUGUACUCCGAUGCCAUUCAGA

Tabela 5. Ensaios de miRNA TagMan adquiridos da Applied Biosystems (AB)

utilizados como alvo nos experimentos.

miRNA AB Assay ID  Sequéncias dos miRNAs maduros (5’ para
3%)
hsa-let7a 000377 UGAGGUAGUAGGUUGUAUAGUU
hsa-miR-16 000391 UAGCAGCACGUAAAUAUUGGCG
hsa-miR-1 002222 UGGAAUGUAAAGAAGUAUGUAU
hsa-miR-133a 002246 UUUGGUCCCCUUCAACCAGCUG
hsa-miR-206 000510 UGGAAUGUAAGGAAGUGUGUGG
hsa-cel-miR-39 000200 UCACCGGGUGUAAAUCAGCUUG
hsa-cel-miR-54 001361 UACCCGUAAUCUUCAUAAUCCGAG
hsa-cel-miR-238 000248 UUUGUACUCCGAUGCCAUUCAGA

5.6 Anélise dos dados de RT-gPCR

A curva de eficiéncia dos iniciadores de hidrolise de cada miRNA alvo foi confirmada
por meio de uma série de diluicdo contendo entre 4 e 6 pontos feitas em um conjunto de
amostras de RNA. Apds a obtencdo das inclinagdes das curvas de eficiéncia de cada iniciador,
a eficiéncia da reacdo foi calculada no Excel utilizando a seguinte formula; E = (10¢Y/sloPe>-
X100 5nde E = eficiéncia, slope = inclinagdo da curva. Os valores da eficiéncia da reacéo
devem estar entre 90% e 110%.

Para a quantificacdo relativa, as alteragdes na expressdo do gene da amostra séo
medidos com base em qualquer gene de controle enddégeno ou uma amostra de referéncia,

também conhecido como um calibrador. O método Ct comparativa (2744

) € um modelo
matematico que calcula as alteracdes na expressdo de genes como diferencas relativas (fold
change) entre uma amostra experimental e calibrador. Este método requer um gene de

controle para calcular o ACt (Ct do gene alvo menos Ct do gene controle). Em seguida, AACt


https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=000377&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=mirna&catID=601803&SearchRequest.Common.SortSpec=MIRBASE_PRODUCT_NAME+asc&searchValue=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=ALL&srchType=keyword&adv_kw_filter2=ALL&SearchRequest.Common.QueryText=7a&kwdropdown=mirna&adv_kw_filter1=ALL&inventoried=*&adv_query_text3=&searchType=keyword&adv_query_text2=&adv_query_text1=&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=null&SearchRequest.Common.ResultsPerPage=25&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=ALL&SearchRequest.Common.PageNumber=1&isSL=null&msgType=ABmiRNAKeywordResults
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é obtido entre duas amostras. Porque o método Ct comparativo ndo requer uma curva padréo,
é atil quando se examina um grande nimero de amostras desde todos 0s pocos de reacdo sdo

preenchidos com reacGes de exemplo, em vez de padroes.
5.7 Célculo da quantificacdo relativa pelo método 2744

O fracionamento do plasma nas amostras SA, SD; VA, VD mostram os valores
relativos de expressao dos miRNA estudados (apds a corrida menos antes da corrida) através

da quantificacéo relativa 244

nas respectivas fracbes. A Normalizacdo dos dados foi feita
como descrito por Mitchell et al. (2008), onde a a calibracdo dos dados utiliza genes de
referéncia andlogos em humanos de trés miRNA de C.elegans (cel-miR-39, -54, -238). Pelo
fato de serem analogos em humanos, a quantificacdo destes miRNAs no plasma deve-se
apenas a quantidade inserida durante a extracdo. Este método é o mais aceito de quantificacao
relativa em amostras de plasma, ja que ndo foram descritos genes de referéncia enddgenos de
miRNA neste tecido. A quantificacdo relativa é usada quando se deseja comparar niveis de
expressao ou mudancgas na expressdo génica. Os valores das amostras antes da corrida em
todas as fragOes foram determinados arbitrariamente como 1 (expresséo normal) para facilitar
o0 entendimento, sendo os valores SD e VD calculados em relagdo ao valor antes da corrida, e
o valor de quantificagdo relativa representa quantas vezes aumentou ou diminuiu a
quantificacdo do miRNA apds a corrida nas fracbes plasmaticas.

A placa de 96 pocos utilizada nas reacdes de gPCR foi desenhada de forma a agrupar
todas as amostras de um mesmo mMiRNA e assim evitar erros de variagcdo na quantificagdo

entre placas (figura 5).
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Figura 5: Representacdo de uma placa de 96 pocos utilizada na quantificacdo do miR-

206 em amostras tratadas e ndo tratadas com Proteinase K.

Os célculos de quantificacdo relativa, foram feitos no Excel, como mostram as tabelas
6 e 7, exemplificando a analise feita para 0 miR-133a ap0s tratamento com proteinase K. A
primeira etapa é a normalizacdo das médias dos Cts, que foi feita como descrito por (KROH
et al., 2010). Resumidamente, foi calculada a mediana de todas as médias dos genes de
referéncia de C. elegans, considerando todas as amostras (tabela 6). Em seguida, o fator de
normalizacdo foi calculado pela subtracdo da média dos Ct de miRNA sintético de C. elegans
da amostra de interesse pelo valor da mediana obtido no passo anterior (tabela 7, Ct
normalizado). O fator de normalizagdo foi adicionado ao valor da média do Ct obtido de cada
amostra e foi chamado de Ct normalizado (tabela 7). O delta Ct (ACt) foi calculado
subtraindo o valor do Ct normalizado pelo valor da mediana dos genes de referéncia e o delta
delta Ct (AACt) foi calculado pela subtracdo de dois deltas Ct que se querem analisar, por
exemplo, delta Ct da amostra sobrenadante antes tratada com Proteinase K (SAPK) menos o
valor de delta Ct da amostra sobrenadante antes ndo tratada com Proteinase K (SA), neste
passo a interpretacdo € dada de acordo com a ordem de subtragdo das amostras. No caso de
SAPK menos SA o resultado sera quantas vezes aumentou ou diminuiu 0 miRNA ap6s o
tratamento com Proteinase K. Depois de obtido o delta delta Ct, foi calculada a férmula 2744,
Se o valor do 2** for maior que zero, deve-se colocar o valor na férmula: -1/24%,

finalmente, este foi o valor final de quantificac&o relativa encontrado nas amostras (tabela 7).



Tabela 6: Célculos dos genes de referéncia de C. elegans utilizado para normalizar as

amostras do miR-133a tratadas com Proteinase K.

Normalizadores

Média Média em ordem

Mediana da média

crescente
39 SAPK 16,55 17,37 15,77 17,17
54 18,29 17,13
238 17,26 17,22
39 SDPK 16,16 17,22 17,37
54 18,54
238 16,94
39 PAPK 15,07 15,77
54 16,81
238 15,41
39 PDPK 14,79 17,13
54 16,99
238 19,6

Para os célculos da quantificacdo dos miRNAs nas fracbes plasmaticas antes e depois
da corrida, os valores utilizados para o célculo do delta delta Ct (AACt) foram: Sobrenadante
depois menos sobrenadante antes (SD-SA) e vesicular depois menos vesicular antes (VD-
VA). Ja para tentar entender indiretamente se os miRNAs circulantes no plasma estdo
associados a proteinas ou microvesiculas, os valores utilizados para o célculo do delta delta Ct
(AACt) foram as respostas que os miRNASs apresentaram ap6s o tratamento com Proteinase K,
as amostras utilizadas foram: Sobrenadante antes tratado com proteinase K menos
sobrenadante antes ndo tratado (SAPK-SA); Sobrenadante depois tratado com proteinase K
menos sobrenadante depois nao tratado (SDPK-SD); Vesicular antes tratado com proteinase K
menos vesicular antes ndo tratado (VAPK-VA); Vesicular depois tratado com proteinase K
menos vesicular depois néo tratado (VDPK-VD).



plasmaéticas do sobrenadante e vesicular antes e apds tratamento com Proteinase K.
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Tabela 7: Célculo utilizado na quantificacdo relativa do miR-133a nas fracoes

Poco Nome Nome Cr Média Ct ACt AACt 2" Quantifica-
da do doCt normalizado céo relativa
amostra alvo

E4 SAPK 133 3582 3550 35,30 18,13 0,14 091 -1,10

E5 SAPK 133 34,95 SAPK

-SA

E6 SAPK 133 35,72 5,46 0,02 -44,16

F4 SDPK 133 3456 3549 3545 18,28

F5 SDPK 133 36,25 SDPK

-SD

F6 SDPK 133 35,66 4,11 0,06 -17,29

G4  PAPK 133 32,27 32,24 33,64 16,47 161 0,33 -3,05

G5 PAPK 133 31,89 PAPK

-PA

G6 PAPK 133 32,56 0,31 0,80 -1,24

H4  PDPK 133 3469 3521 3525 18,08

H5 PDPK 133 34,97 PDPK

-PD
H6  PDPK 133 35,96 1,01 0,50 -2,01

Ct normalizado = Média do Ct — (média dos normalizadores para o alvo — mediana da

média de todos os normalizadores);

ACt = Ct normalizado do alvo — média dos normalizadores para o alvo;

AACt = ACt da amostra tratada com Proteinase K — ACt da amostra ndo tratada com

Proteinase K;

Quantificacéo relativa = -1/244"
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6 Resultados

6.1 Curvas de eficiéncia dos miRNA estudados

As curvas de eficiéncia dos iniciadores utilizados neste trabalho foram feitas a partir
de RNA extraido de amostra de musculo de camundongos, pois as amostras de RNA extraidas
de plasma humano apresentam pouca quantidade de RNA, o que torna muito dificil conseguir
0 numero minimo de pontos de dilui¢cdo para uma boa curva de eficiéncia. Lembrando que o
RNA mensageiro é instavel no plasma e rapidamente degradados pela atividade das RNAses
endogenas, logo, o RNA presente em amostras de plasma humano estdo associados a
proteinas ou vesiculas lipidicas para se protegerem das RNAses.

A curva de eficiéncia do cel-miR-39 apresentou inclinacdo de -3,50 tendo como
eficiéncia 92,75%, dentro do limite aceitavel entre 90 e 110%. Para o cel-miR-54, a curva de
eficiéncia foi feita utilizando 5 pontos de diluicdo seriada e a inclinacdo da curva foi de -3,22
e a eficiéncia de 104,41%. A curva do cel-miR-238 foi feita utilizando 5 pontos de diluicdo
seriada e a inclinacdo da curva foi de -3,53 e a eficiéncia encontrada foi de 91,77%. Para o
miR-16 a curva apresentou inclinagdo de -3,53 e eficiéncia de 91,82%. Para o miR-let7a, a
curva mostrou inclinagéo de -3,44 e eficiéncia de 95,05%.

A curva de eficiéncia do primeiro miRNA musculo especifico (myomiR), miR-1,
apresentou inclinacdo de -3,37 e eficiéncia de 97,73%. O segundo myomiR analisado, miR-
133a, mostrou inclinacdo de -3,31 e eficiéncia de 100,39%. Para o Gltimo myomiR analisado,
miR-206, o inclinagdo da curva foi de -3,26 e a eficiéncia da reagdo de 102,54%, a curva de
eficiéncia deste miRNA foi feita com apenas 4 pontos de diluicdo, nimero minimo de
diluicbes de acordo com as normas publicadas no MIQE: Minimum Information for
Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments (BUSTIN et al., 2009).
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Figura 5. Curvas de eficiéncia de todos os miRNAs estudados. (A), (B) e (C) mostram

as curvas de eficiéncia dos miRNAs utilizados como genes de referéncia, analogos em

humanos e expressos em Caenorhabditis elegans, séo eles: cel-miR-39, -54, -238. (D) e (E)

mostram as curvas de eficiéncia de dois oncomiRs, miR-16 e miR-let7a. (F), (G) e (H)

mostram as curvas de eficiéncia dos miRNAs musculo especificos miR-1, -133a, -206. E =

eficiéncia.
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6.2 Quantificacdo relativa dos oncomiRs miR-16 e Let7a nas fragGes plasmaticas

apos a corrida

A quantificacdo relativa do miR-16 mostrou que ele permaneceu inalterado na fracéo
plasmética do sobrenadante ap6s a corrida, e que na fracdo vesicular depois da corrida, 0 miR-

16 apresentou uma diminuicdo de -1,11 vez (figura 6A).
O oncomiR let7a mostrou aumento na quantidade apds a corrida, tanto na fracao

sobrenadante, de aproximadamente 1,5 vez, quanto na fracdo vesicular, de aproximadamente

2 vezes (figura 6B).
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Figura 6: Quantificacdo relativa do miR-16 (A) e miR-let7a (B) antes e ap0s corrida
de meia maratona nas fracGes plasmaticas de um pool de 10 atletas recreacionais. S-A =

sobrenadante antes; S-D = sobrenadante depois; V-A = vesicular antes; V-D = vesicular

depois.
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6.3 Quantificacdo relativa dos miRNAs musculo especifico miR-1, -133a e -206 nas
fracGes plasméticas ap6s a corrida

Entre os miRNAs musculo especificos, myomiRs, 0 miR-1 apresentou diminui¢do na
quantificacdo relativa apds a corrida tanto na fracdo sobrenadante (aproximadamente -2,3
vezes), quanto na fragdo vesicular, aproximadamente -1,4 vez (figura 7A). Da mesma forma,
0 myomiR 133a apresentou diminui¢do na quantidade encontrada proxima a do miR-1, com
reducdo na fracdo do sobrenadante apds a corrida de -2,82 vezes e reducdo na fracdo vesicular
apos a corrida de -1,88 vez (figura 7B). Tanto o miR-1 quando o miR-133a tiveram a
expressdo reduzida apds o exercicio fisico nas duas fragdes plasmaticas. Ja& 0 miR-206
apresentou um padrdo de quantificacdo diferente dos demais miRNAs. A quantificacdo
relativa na fracdo sobrenadante depois da corrida mostrou um aumento de 8,47 vezes, e na

fracdo vesicular depois da corrida o aumento foi de aproximadamente 150x (figura 7C).
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Figura 7: Quantificacdo relativa dos miRNAs musculo especificos miR-1, -133a, -206
nas fracbes plasmaticas antes e ap0s corrida de meia maratona em um pool de 10 atletas
recreacionais. (A) Quantificacdo relativa do miR-1 antes e ap6s a corrida nas fracdes
sobrenadante e vesicular do plasma. (B) Quantificagdo relativa do miR-133a antes e apos a
corrida nas fracGes plasmaticas. (C) Quantificacao relativa do miR-206 antes e apds a corrida
nas fracOes plasmaticas. S-A = sobrenadante antes; S-D = sobrenadante depois; V-A =

vesicular antes; V-D = vesicular depois.
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6.4 Quantificacdo relativa dos OncomiRs miR-16 e Let7a apds tratamento com

Proteinase K

Os dois oncomiRs utilizados neste trabalho (miR16, Let7a) foram escolhidos como
controle para o tratamento com Proteinase K, ja que (ARROYO et al., 2011) classificou miR-
16 associado a proteinas, sendo liberado da associacdo com proteinas pelo tratamento com
Proteinase K e rapidamente degradado pelas RNAses endogenas. Ja a quantificacdo relativa
do miR-let7a permaneceu estavel apos o tratamento com Proteinase K, sugerindo que este
miRNA circula no plasma/soro associado a vesiculas lipidicas. Para investigar isto, Arroyo,
2011 (ARROYO et al., 2011 18) utilizando centrifugagdo diferencial, cromatografia por
exclusdo de tamanho e tratamento com proteinase K mostrou que o miR-16 se encontra
associado a proteinas, enquanto o miR-let7a se encontra associado a vesiculas. De acordo com
os dados encontrados, 0 miR-16 apos tratamento de adicdo de proteinase K reduziu a
quantificacdo relativa em aproximadamente -18 e -20 vezes para a fracdo sobrenadante do
plasma, antes e apds o exercicio fisico (figura 8A e 8B), respectivamente, enquanto que a
reducdo na fracdo vesicular na quantidade de miRNA circulando de miR16 foi de

aproximadamente -2,5 antes e de -2,17 vezes depois da corrida. (Figura 8C e 8D).
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Figura 8: Quantificacdo relativa do miR-16 em quatro fracGes plasmaticas tratadas e
ndo tratadas com Proteinase K. (A) Quantificacdo relativa na fracdo sobrenadante antes da
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corrida (S-A) néo tratada (PK-) e tratada (PK+) com Proteinase K. (B) Quantificacéo relativa
na fragdo sobrenadante depois da corrida (S-D) néo tratada (PK-) e tratada com Proteinase K
(PK+). (C) Quantificacao relativa do miR-16 na fracéo vesicular antes (V-A) néo tratada (PK-
) e tratada (PK+) com Proteinase K. (D) Quantificacdo relativa do miR-16 e na fracdo

vesicular depois (V-D) néo tratada (PK-) e tratada (PK+) com Proteinase K.

O padrdo que se deve esperar da quantificacdo relativa dos miRNAs associados a
microvesiculas apds o tratamento com proteinase K é uma leve diminui¢do na quantificacdo
de miRNA circulando na fracdo do sobrenadante, como foi mostrando na figura 9 que mostra
uma pequena redugdo no nivel de expressdo de miR-let7a na fracdo ap6s o tratamento de
proteinase K em comparacdo com miR16. De acordo com a figura 9A e 9B, o0 miR-let7a apds
tratamento com proteinase K reduziu a quantificacdo relativa em -1,22 vez na fracdo
sobrenadante antes da corrida e aumentou em 2,63 vezes na fracdo sobrenadante depois da
corrida. Ja na fragdo vesicular antes da corrida o tratamento com proteinase K levou a
diminuicdo na quantificacdo do miR-let7a em -1,27 vez e na fracdo vesicular apés o
tratamento com Proteinase K a quantificacdo relativa do miR-let7a aumentou em 8,33 vezes.

(Figura 9C e 9D).
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Figura 9: Quantificacéo relativa do miR-let7a em quatro fraces plasmaticas tratadas

e ndo tratadas com Proteinase K. (A) Quantificagéo relativa na fracdo sobrenadante antes da
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corrida (S-A) néo tratada (PK-) e tratada (PK+) com Proteinase K. (B) Quantificacéo relativa
na fragdo sobrenadante depois da corrida (S-D) néo tratada (PK-) e tratada com Proteinase K
(PK+). (C) Quantificacdo relativa do miR-let7a na fracdo vesicular antes (V-A) ndo tratada
(PK-) e tratada (PK+) com Proteinase K. (D) Quantificacéo relativa do miR-let7a e na fracédo

vesicular depois (V-D) néo tratada (PK-) e tratada (PK+) com Proteinase K.

6.5 Quantificacdo relativa dos miRNAs musculo especificos miR-1, -133a, -206

apos tratamento com Proteinase K

O primeiro microRNA musculo especifico analisado foi miR-1. A Figura 10A e 10B
mostra que a quantidade de miRNA circulando de miR-1 foi reduzida na fracdo do
sobrenadante antes da corrida ap6s o tratamento com proteinase K (-2,52 vezes) e na fracdo
sobrenadante depois da corrida ap6s tratamento com proteinase K (-1,06 vez), enquanto que
na fragdo vesicular miR-1 apresentou uma quantidade de miRNA circulando levemente
aumentada antes da corrida ap6s tratamento com proteinase K (1,36 vez) e 12,29 vezes

aumentada na fracao vesicular depois da corrida tratada com Proteinase K (figura 10C e 10D).
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sobrenadante antes da corrida (S-A) ndo tratada (PK-) e tratada (PK+) com Proteinase K. (B)
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Quantificacdo relativa na fracdo sobrenadante depois da corrida (S-D) néo tratada (PK-) e
tratada com Proteinase K (PK+). (C) Quantificacdo relativa do miR-1 na fragdo vesicular
antes (V-A) ndo tratada (PK-) e tratada (PK+) com Proteinase K. (D) Quantificacao relativa
do miR-1 e na fracdo vesicular depois (V-D) ndo tratada (PK-) e tratada (PK+) com

Proteinase K.

O segundo myomiR analisado foi miR-133a. A Figura 11A mostra que 0 miR-133a
diminuiu a quantidade presente no plasma em -44,16 vezes na fracdo sobrenadante antes da
corrida ap6s o tratamento com proteinase K, e diminuiu em -17,29 vezes na fragdo
sobrenadante ap6s a corrida tratada com proteinase K (figura 11B). J& na fracdo vesicular, a
reducdo na gquantidade de miRNA circulando foi de -1,24 vez antes da corrida tratada com
proteinase K e de -2,01 vezes depois da corrida, apds o tratamento com proteinase K (figuras

11C e 11D).
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Figura 11: Quantificacdo relativa do myomiR 133a em quatro fragdes plasmaticas
tratadas e ndo tratadas com Proteinase K. (A) Quantificacdo relativa na fracdo sobrenadante
antes da corrida (S-A) ndo tratada (PK-) e tratada (PK+) com Proteinase K. (B) Quantificacdo
relativa na fragcdo sobrenadante depois da corrida (S-D) nédo tratada (PK-) e tratada com

Proteinase K (PK+). (C) Quantificacdo relativa do miR-133a na fragéo vesicular antes (V-A)
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néo tratada (PK-) e tratada (PK+) com Proteinase K. (D) Quantificacdo relativa do miR-133a
e na fracdo vesicular depois (V-D) néo tratada (PK-) e tratada (PK+) com Proteinase K.

Finalmente, o ultimo myomiR quantificado foi 0 miR-206. A Figura 12 mostrou que a
quantidade de miR-206 circulando aumentou em 14,24 vezes na fracdo sobrenadante antes
apos tratamento com proteinase K e aumentou aproximadamente 2,40 vezes na fracdo
sobrenadante apds a corrida tratada com proteinase K (figuras 12A e 12B). Ja a quantidade de
miRNA circulando na fracéo vesicular mostrou um aumento de aproximatamente 60 vezes na
fragdo vesicular antes tratada com proteinase K e diminuicdo de -5,92 vezes na fracdo

vesicular depois da corrida apds o tratamento (figuras 12C e 12D).
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Figura 12: Quantificacdo relativa do myomiR 206 em quatro fragbes plasmaticas
tratadas e ndo tratadas com Proteinase K. (A) Quantificacdo relativa na fragcdo sobrenadante
antes da corrida (S-A) ndo tratada (PK-) e tratada (PK+) com Proteinase K. (B) Quantificagdo
relativa na fragdo sobrenadante depois da corrida (S-D) nédo tratada (PK-) e tratada com
Proteinase K (PK+). (C) Quantificacdo relativa do miR-206 na fracdo vesicular antes (V-A)
ndo tratada (PK-) e tratada (PK+) com Proteinase K. (D) Quantificacdo relativa do miR-206 e

na fracdo vesicular depois (V-D) ndo tratada (PK-) e tratada (PK+) com Proteinase K.
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7 Discussao

7.1 Purificacéo das fracGes sobrenadante e vesicular.

Ao longo do trabalho a fragdo “pelletada” do tubo de ultra centrifuga foi chamada de
vesicular por conter principalmente microvesiculas, entre elas, exossomas e lipoproteinas.
Como ndo foi feita uma caracterizacdo das vesiculas por microscopia, purificacdo e separacao
destas microvesiculas, foi atribuido neste trabalho o nome de fracdo vesicular. As diversas
rodadas de centrifugacGes sdo importantissimas para garantir que ao final do ciclo ndo exista
nenhuma célula ou fragmentos celulares e que a quantificacdo dos miRNAs circulantes no
plasma ndo tenha origem celular. Para garantir a correta quantificacdo, o descarte do
precipitado apds as centrifugacdes a 500 x g e 16.500 x g sdo suficientes para garantir que nao
existam mais residuos de células, corpos apoptéticos e organelas. Em seguida, a
ultracentrifugacdo a 80.000 x g deve ser suficiente para “pelletar” microvesiculas,
principalmente, exossomas e lipoproteinas. Alguns autores utilizam antes da
ultracentrifugacao a passagem do fluido por filtro de 0.2 um (LASSER; ELDH; LOTVALL,
2012). E importante notar que outros tipos de vesiculas, além de exossomas e lipoproteinas,
podem participar da transferéncia horizontal de RNA entre as células, um exemplo, sdo 0s
corpos apoptoéticos (VICKERS; REMALEY, 2012).

7.2 Quantificacdo relativa dos oncomiRs miR-16 e Let7a nas fracdes plasmaticas

apos a corrida

Ja foi relatado que o exercicio fisico agudo de ciclismo causou diminuicdo de 1,23
vezes no miR-16 circulante dentro de neutréfilos (RADOM-AIZIK et al., 2010). O miR-16
circulante no soro ja foi utilizado como gene enddgeno de referéncia na analise de modelos
animais com distrofia muscular (MIZUNO et al., 2011), porém mostrou grande variacdo
guando o sangue se encontra hemolisado (KIRSCHNER et al., 2011), o que geralmente
acontece durante a extracdo do sangue de atletas submetidos a intensa atividade fisica. Os
dados encontrados no trabalho mostram que os miRNAs exdgenos de C. elegans adicionados
durante a extracdo como spike in sdo melhores que o uso do miR-16. Possivelmente, para
explicar a redugdo da expressdo de miR-16 apenas na fracdo vesicular depois da corrida, o
exercicio de endurance pode ser um forte indutor da diminuicdo da expressdo de miR-16 na

fracdo vesicular, ou seja, o exercicio pode estar mudando a forma pela qual 0 miRNA é
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transportado, diminuindo o transporte via microvesiculas. Outro fator envolvido na
diminuicdo de miR-16 apenas na fracdo vesicular é que este miRNA é conhecidamente
circulante associado a complexos proteicos como Argonauta 2 (ARROYO et al., 2011), e 0
exercicio fisico pode ser um estimulo de liberacdo de outros miRNASs na circulacéo e 0 miR-
16 deve participar da manutencéo de processos celulares dentro da célula.

J& os aumentos encontrados na quantidade de miRNA circulando do miR-let7a tanto
na fracdo sobrenadante quanto vesicular apos a corrida podem estar ligados ao mecanismo de
regulacdo no transporte de miRNAs da célula para a circulacdo causado pelo exercicio de
endurance. N&o existe nenhum artigo publicado até o momento que relaciona o exercicio
fisico com o0 aumento do miR-let7a, o que ja foi relatado é que condigdes cronicas de privacdo
de alimentacdo em musculo esquelético leva ao aumento na expressdo do miR-let7a alterando
0 padrdo de expressédo de proteinas alvos, como Smad4, e essa alteracdo na expressdo do miR-
let7a altera as vias de transporte de glicose para a sobrevivéncia (RAYCHAUDHURI, 2012).
O aumento da expressdo de miR-let7a na fragdo vesicular pode estar ligado ao transporte do
miRNA associado a microvesiculas e também ao rompimento celular causado pelo exercicio
de endurance, o rompimento de células musculares favorece a liberacdo de microvesiculas e
assim a maior expressdo do miR-let7a na fracdo vesicular apés a corrida. O miR-let7a foi
caracterizado como circulante dentro de exossomas (ARROYO et al., 2011).

Tanto 0 miR-16 quanto o miR-let7a ja foram descritos como circulantes dentro de

exossomas na base de dados ExoCarta.

7.3 Quantificacdo relativa dos miRNAs musculo especifico miR-1, -133a e -206 nas
fracGes plasmaticas ap6s a corrida

Em tecido muscular o padrdo de expressdo de myomiRs foi diferente do encontrado
circulando no plasma(NIELSEN et al., 2010). Foi mostrado que o exercicio fisico agudo de
ciclismo em individuos destreinados aumentou os niveis de miR-1 e miR-133a, porém miR-
133b e miR-206 permaneceram inalterados no musculo vasto lateral durante o pré-treino. Ja
no poés-treino o nivel dos myomiRs no vasto lateral desses individuos permaneceram
inalterados. Em individuos treinados submetidos a treinamento durante 12 semanas de
exercicio de endurance o nivel de myomiRs quantificados mostrou que miR-1, -133a, -133b e
-206 diminuiram no musculo vasto lateral durante o pré-treino e apds 2 semanas de parada no
treinamento os niveis destes myomiRs voltaram ao nivel de antes do treinamento (NIELSEN
et al., 2010).



56

Recentemente foi mostrado pelo nosso grupo que o exercicio fisico de endurance
aumenta os niveis dos myomiRs circulantes no plasma do miR-1 em 1,3 vezes, do miR-133a
em 1,16 vezes e do miR-206 em 4,3 vezes (GOMES et al., 2012). Para investigar em qual
fracdo plasmatica esses miRNAs sdo encontrados em um pool de individuos foi feita a
quantificacdo relativa nas fracGes sobrenadante e vesicular apds a corrida, comparadas ao
valor arbitrario de antes da corrida = 1.

A Unica publicacdo envolvendo miRNAs circulantes e exercicio fisico foi feita em
atletas competitivos em repouso e durante exercicio agudo e exercicio crénico por 90 dias. Os
miRNAs aumentados ap6s o exercicio fisico agudo e crénico foram os miR-146 e miR-222;
Aumentados ap6s o exercicio agudo (miR-21 e miR-221); Aumentados apenas ap0s 0
exercicio crénico (miR-20a) e ndo responsivos (miR-133a, miR-210, miR-328). Os resultados
encontrados sugerem o valor potencial dos miRNAs circulantes como biomarcadores de
exercicios e seu papel como possivel mediador fisiolégico da adaptacdo induzida pelo
exercicio (BAGGISH et al., 2011). Nossos resultados mostraram uma leve diminuicdo do
miR-1 e do miR-133a nas fracbes sobrenadante e vesicular do plasma apds o exercicio
diferentemente do que foi encontrado por Baggish, 2011.

Curiosamente os dados mostram que a expressdo génica tanto de miR-1 quanto miR-
133a reduziu nas fracbes do sobrenadante e vesicular ap6s a corrida, indicando que os padrdes
de expressdo dos miRNAs musculo especificos apresentam variacao interindividual apds o
exercicio fisico de endurance. Possivelmente em alguns individuos a expressdao de miR-1 e
miR-133a foi reduzida apds o exercicio fisico, 0 que vai em desacordo dos resultados
encontrados pelo nosso grupo quando foram analisados os mMiRNAs no plasma nao
fracionado. Uma limitacdo do estudo foi a quantidade de amostra obtida de cada individuo
antes e apos o exercicio, impedindo a analise individual dos voluntarios.

A purificacdo das fracBes por ultracentrifugacdo é uma passo importantissimo nas
analises posteriores, a fim de garantir que ndo existam miRNA associados a complexos
proteicos na fracdo vesicular e microvesiculas na fracdo do sobrenadante.

N&o foram encontrados relatos em publica¢des explicando o aumento ou diminuigéo
de miRNAs relacionados ao exercicio exclusivos em uma fragdo plasmatica.

Os miRNAs circulantes tanto no soro quanto no plasma vém sendo estudados como
possiveis biomarcadores para diversos estados patologicos. O aumento de miR-1 circulante no
plasma foi estudado como biomarcador para o infarto agudo do miocérdio e mostrou que

pacientes com o0s primeiros sintomas da doenga apresentam aumento neste miRNA
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comparado a individuos saudaveis (Al et al., 2010; CHENG et al., 2010; KUWABARA et
al., 2011; LONG etal., 2012).

O nivel de miR-133a circulantes no soro também foi significativamente aumentados
em pacientes apresentando infarto agudo do miocardio, e esse aumento pode ser causado por
lesbes no miocardio (KUWABARA et al., 2011). A aumento de miR-133a circulante em
mondcitos foi relacionado com o aumento de osteoporose pos-menopausa em mulheres
caucasianas sendo um promissor biomarcador para esta doenca (WANG, Y. et al., 2012).

O aumento na quantidade de miRNA circulando de aproximadamente 150x pelo miR-
206 na fracdo vesicular leva-nos a pensar que este myomiR possivelmente estd sendo
transportado fortemente associado a vesiculas durante a atividade fisica, e que o exercicio de
endurance foi o fator indutor da maior liberacdo deste miRNA no plasma. E um aumento
muito maior ao encontrado quando se analisa o plasma nao fracionado (4,3 vezes), porém
quando se fraciona o plasma percebe-se que o aumento substancial de miR-206 ocorre na
fracdo vesicular e que este valor é diluido pela fragdo sobrenadante, como ocorrido na analise
do plasma ndo fracionado. J& foi sugerido que a purificacdo de exossomas aumenta a
sensibilidade da amplificacdo dos miRNAs humanos em fluidos bioldgicos e que os miRNASs
transportados por exossomas devem ser utilizados como ponto de partida de estudos de
biomarcadores reduzindo a probabilidade de falsos negativos envolvidos na pequena
quantidade de miRNAs quando se usa fluidos biol6gicos ndo fracionados (GALLO et al.,
2012).

Apesar de ser considerado musculo especifico, diferentes niveis de expressdo de miR-
206 celulares estdo sendo estudados em vérios tipos de cancer. O nivel de expressdo mais
baixo de miR-206 foi relacionado com niveis de metastases mais elevadas em cancer de
pulmédo de seis linhagens de tumor pulmonares. Além disso, a super expressdo de miR-206
inibiu a migracdo e invasdo de células de cancer de pulméo, concluindo que o nivel de
expressdao de miR-206 é inversamente relacionado com o potencial metastéatico de cancer de
pulmdo (WANG et al.,, 2011). Outro estudo investigou o papel do miR-206 no
adenocarcinoma endometrial endometridide (EEC) positivo para o receptor de estrégeno o
(ER-a)). Foi mostrado que a expressdo do miR-206 estava diminuida em EEC positivos para
ER-a e que a super expressdo de miR-206 inibia a proliferacdo, a invasividade e induzia a
parada do ciclo celular nestas linhagens celulares, neste artigo 0 miR-206 ¢é definido como
mMiRNA supressor de tumor (CHEN, X.; YAN; et al., 2012).

O mir-206 circulante no soro foi estudado como possivel biomarcador para

rabdomiossarcoma (RMS), j& que os niveis deste miRNA no soro foram significativamente
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maiores em pacientes com tumores RMS do que em pacientes com tumores que ndo sao RMS
(MIYACHI et al., 2010). Os niveis dos miRNA musculo especificos circulantes no soro
foram estudados como possiveis biomarcadores da distrofia muscular deficiente de distrofina
em modelos de camundongos (mdx) e cdes (CXMDj) e foi mostrado que os niveis de miR-1, -
133a e 206 circulantes no soro foram aumentados tanto em mdx quanto em CXMDj. Os
autores ainda mostraram que os niveis desses miRNAs sdo menos influenciados pelos
exercicios em esteira do que o marcador de lesdo muscular Creatina Quinase (MIZUNO et al.,
2011). Outro ponto interessante neste trabalhno mostrou que os niveis de miR-1 e miR-133a
foram significativamente diminuidos nos musculos soleus e na tibia anterior de mdx, ja o
miR-206 foi significativamente aumentado na tibia anterior e no diafragma de mdx mostrando
gue o aumento dos niveis dos miRNAs circulantes estdo associados a saida e secre¢do de
miRNAs do musculo e ndo a mudanca de expressdo no tecido (MIZUNO et al., 2011).

Também foi mostrado que a expressdo de miR-206 em células de carcinoma de laringe
(LSCC) foi diminuida e a transfeccdo de miR-206 inibia a proliferagdo celular, migracéo,
invasdo e tumorigénese nas células LSCC. Além disso, a transfeccdo de miR-206 diminuiu a
expressao do fator de crescimento endotelial VEGF em células LSCC. A diminuicdo da
expressdo de miR-206 pode ter importante papel no progresso de células de LSCC e 0 miR-
206 pode funcionar como um promissor miRNA supressor de tumor (ZHANG, T. et al.,
2011).

Cabe ressaltar aqui que os valores encontrados de aumento ou diminuicdo destes
miRNAs ap6s a corrida podem ou ndo estar diretamente relacionados ao aumento ou
diminuicdo do nivel de expressdo génica destes miRNAS, o que foi encontrado apenas nos diz
sobre a presenca dos miRNA circulando no plasma, um exemplo, é que estes mMiRNAs
poderiam estar “estocados” dentro da célula e o estimulo causado pelo exercicio fisico libera
os miRNAs de forma ativa ou passiva na circulacdo. Outra hipétese € que o nivel de
expressdo génica destes miRNAs aumenta, levando ao aumento da presenca deles circulando
dentro de vesiculas e complexos proteicos. Estudos avaliando o nivel de expressdo génica
celular destes miRNAs precisa ser feitos para comprovar essas hipoteses, ja que isso nao foi o

alvo do nosso estudo.

7.4 Quantificacdo relativa dos OncomiRs miR-16 e Let7a apo0s tratamento com

Proteinase K
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Estdo sendo alvos de estudos as formas pelas quais 0os miRNAs secretados na
circulacdo permanecem estaveis apesar do grande nimero de ribonucleases (RNAses). Dois
possiveis mecanismos tem sido sugeridos, o primeiro diz que os miRNAs secretados na
circulacdo estdo protegidos por estruturas de membranas de microvesiculas. O segundo
mecanismo diz que os miRNAs secretados na circulagéo séo estabilizados pela associacéo
com proteinas ligantes de RNA, como AGO2. Ambos 0s mecanismos sdo capazes de permitir
gue miRNAs viajem longas distancias na circulacdo sem ser degradados pelas RNAses
enddgenas (CHEN, X.; LIANG; et al., 2012). O fracionamento do plasma em fracOes
sobrenadante e vesicular foi feito por ultracentrifugacdo como forma de separar miRNAS
associados a proteinas e vesiculas. Os miRNAs associados a proteinas permanecem na parte
do sobrenadante do tubo e os miRNAs associados a vesiculas permanecem na fracdo do
precipitado do tubo (vesicular) . Como néo foi utilizado nenhum método de confirmacéo de
proteinas marcadoras de exossomas na fragdo vesicular, os miRNAs identificados nesta fracdo
foram chamados como associados a microvesiculas. Em seguida, o tratamento com Proteinase
K foi feito para avaliar a estabilidade dos miRNAs quando expostos as RNAses enddgenas.
Para os miRNas transportados por proteinas, o tratamento com Proteinase K desestabilizaria
esta associacdo e 0 miRNA seria rapidamente degradado pela grande quantidade de RNAses
enddgenas, como € conhecido quando se insere oligonucleotideos sintéticos diretamente no
plasma (MITCHELL, P.S. et al., 2008). A forma de transporte dos miRNAs circulantes ainda
ndo é bem estabelecida, alguns autores sugerem que a maioria dos miRNAs circula no plasma
associados a proteinas (ARROYO et al., 2011; TURCHINOVICH et al., 2011), associados a
lipoproteinas de alta densidade (HDL) (VICKERS et al., 2011) enquanto outros sugerem que
a maioria de miRNAs circula no plasma associados & microvesiculas (GALLO et al., 2012).

Os dois oncomiRs miR-16 e miR-le7a foram escolhidos por estarem bem
caracterizados associados a complexos proteicos na fracdo sobrenadante e a microvesiculas na
fragdo vesicular, respectivamente (ARROYO et al., 2011). No caso do oncomiRs let7a,
caracterizado como associado a microvesiculas, o padréo de estabilidade observado apds o
tratamento com proteinase K sugere que este miRNAs € transportado no plasma associado a
microvesiculas. O padrdo que se deve observar de miRNAs associados a microvesiculas apos
0 tratamento com proteinase K é uma inalteracdo, ou leve diminuicdo ou aumento na
expressdo génica na fracdo do sobrenadante, como foi mostrando na figura 9 mostra uma
pequena reducdo no nivel de expressdo de miR-let7a na fracdo ap6s o tratamento de
proteinase K em comparagdo com a quantificagdo do miR16, enquanto as figuras 9B e 9D

mostram um aumento na quantificacdo relativa do miR-16 em 2,5 e 8 vezes, respectivamente.
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Os resultados encontrados ap6s o tratamento com proteinase K tanto no miR-16 quanto no
miR-let7a corroboram com o encontrado na literatura e garante que o tratamento escolhido
com Proteinase K funcionou como o esperado. O préximo passo foi analisar o perfil de

expressao dos miRNA musculo especificos submetidos ao tratamento com Proteinase K.

7.5 Quantificacdo relativa dos miRNAs musculo especificos miR-1, -133a, -206

apos tratamento com Proteinase K

O padrdo de quantificacdo de miRNA ap6s o tratamento com proteinase K dos
miRNA mdusculo especificos foi comparado com os resultados encontrados do miR-16 e miR-
let7a.

O perfil de quantificacdo de miRNA encontrado pelo miR-1, se aproxima com o
resultado encontrado pelo miR-let7a, ou seja, o tratamento com Proteinase K, ndo foi capaz de
reduzir a quantificagdo destes miRNAs tanto nas frages sobrenadante quanto vesicular. O
que indica que tanto miR-1 quanto miR-let7a sdo transportados preferencialmente associado a
microvesiculas quando o estimulo estudado € o exercicio fisico de endurance.

J& o resultado de quantificacdo de miRNA do miR-133a apds tratamento com
proteinase K nas fragbes plasmaticas mostra fortemente que o miR-133a reduziu
substancialmente seus niveis ap6s o tratamento indicando que este miRNA ¢é desestabilizado
pelo tratamento com Proteinase K, mostrando reducdo na quantificacdo em 45 vezes na fracao
sobrenadante antes da corrida, e diminuicdo em 17 vezes na fracdo sobrenadante apds a
corrida tratada com proteinase K, o que ndo ocorreu na fragédo vesicular. Logo, quando o miR-
133a é desestabilizado da associacdo com proteinas, ele é exposto as RNAses enddgenas
presentes no plasma e rapidamente degradado em apenas uma fracdo plasmatica, indicando
gue o miR-133a é transportado por complexos proteicos. A Proteina Argonauta2, que foi
mostrada associada a muitos miRNA (ARROYO et al.,, 2011; TURCHINOVICH et al.,
2011), pode ser uma candidata forte no transporte do miR-133a. Alternativamente, esta sendo
feito em nosso laboratorio a analise de proteinas diferentemente expressas na fracdo do
sobrenadante, para buscar proteinas que aparecem juntas de miRNAs participando do
transporte no plasma.

O miR-206 parece ser 0 miIRNA mausculo especifico circulante no plasma mais
responsivo ao exercicio de endurance. O padrdo de quantificagdo de miRNA nas fragdes do
plasma antes do tratamento e ap6s o tratamento com proteinase K indicam que 0 miR-206 é

transportado ativamente em resposta ao exercicio fisico, principalmente associado a
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microvesiculas. Entre as microvesiculas possivelmente envolvidas no transporte de miR-206
durante a atividade fisica estdo os exossomas e também lipoproteinas de alta densidade
(HDL), que ja foram mostradas envolvidas no transporte de miRNA (GALLO et al., 2012,
VICKERS et al., 2011).

A forma de transporte de miRNAs circulantes no plasma ainda esta longe de ser um
consenso, ja que algumas publicag¢bes sugerem que a maioria dos miRNAs é transportado em
complexos proteicos enquanto outras afirmam que 0s exossomas sdo 0s grandes responsaveis
por essa funcdo. Evidéncias indicam que o mesmo miRNA circulante pode ser transportado
de vérias formas, como exemplo, 0 miR-16 que foi caracterizado associado a complexos
proteicos ja foi encontrado associado a exossomas na base de dados do ExoCarta. Logo,
parece que o transporte de miRNAs depende do estimulo ou de mecanismos patogénicos que
induzem o transporte ativamente ou passivamente. J& foi mostrado que mMiIRNAs
extracelulares podem ser liberados passivamente pela lesdo dos tecidos, processos
inflamatorios, apoptose ou necrose celular. Entre 0s mecanismos ativos de secrecdo de
miRNAs estdo os eventos de sinalizacdo entre células, onde os miRNA circulam dentro de
microvesiculas e de proteinas ligantes a RNA (CHEN, X.; LIANG,; et al., 2012). Mais estudos
devem ser feitos para se entender os mecanismos moleculares que participam dos beneficios
da atividade fisica a salde, para buscar entender melhor os mecanismo de transferéncia
horizontal de informacéo entre as células causados pelos miRNAs circulantes, o destino final
de um miRNA circulante liberado pelo exercicio fisico e assim buscar entender o papel
fisiolégico da transferéncia de miRNA entre diferentes células e diferentes tecidos.

Por fim, os dados gerados neste trabalho foram resumidos na figura 13, que ilustra a
resposta dos miRNAs musculo especificos miR-1, miR-133a e miR-206 assim como 0s
oncomiRs miR-16 e let-7a apds o estresse causado pelo exercicio fisico de endurance. A
figura 13 ilustra conforme o tratamento com Proteinase K a forma pela qual estes miRNAS
circulam no plasma. Os miRNAs miR-1, miR-206 e mir-Let7a circulam associados a

microvesiculas enquanto miR-133a e miR-16 circulam associados a complexos proteicos.
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1‘ miR-Let-7a

Figura 13: Mecanismo pelo qual o exercicio fisico altera a quantidade de miRNAs
circulantes no plasma de atletas recreacionais. O exercicio fisico de endurance levou ao
aumento na quantidade de miR-let7a e miR-206 associados a microvesiculas, e a diminuicéo
da quantidade de miR-1 associado a microvesiculas e miR-16 e miR-133a associados a

complexos proteicos.
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8 Conclusdes

Foi mostrado no trabalho que a quantificacao relativa do miR-16 na fragdo vesicular
do plasma de corredores submetidos a exercicio fisico de endurance apresentou um leve
aumento, tornando miR-16 um gene enddgeno que ndo deve ser utilizado como gene de
referéncia para anélises de plasma sanguineo.

O miR-206 aumentou a quantificacdo substancialmente na fracdo vesicular do plasma
apos o exercicio de endurance, indicando ser um miRNA altamente responsivo ao estresse
causado pelo exercicio fisico de endurance.

A quantificacdo relativa do miR-1 apds tratamento com proteinase K indicou que ele é
transportado por microvesiculas ap6s estimulo causado pelo exercicio, da mesma forma que
miR-206.

J& o padrdo de quantificacdo do miR-133a ap0s tratamento com proteinase K na fragdo
sobrenadante indicou fortemente que este miRNA circula dentro do plasma e pode estar

associados a complexos proteicos durante o exercicio de endurance.
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