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RESUMO

MicroRNAs sao pequenos RNAs nédo codificantes capazes de modular a expresséo
génica em nivel poés-trancricional, através de uma ligagdo ao RNA mensageiro.
Desempenham um papel importante em processos como a diferenciagéo,
proliferacdo e a plasticidade celular. Apresentam expressao tecidual, mas também
podem ser encontrados em fluidos como sangue, urina e saliva. Sdo apontados
como possiveis biomarcadores e remédios para o tratamento de doencas, tendo em
vista a sensibilidade do perfil de expresséo a estimulos externos e também do efeito
de alteracdo do perfil na funcdo tecidual. No musculo esquelético, seu papel foi
demonstrado em adaptacdes relacionadas ao uso e desuso. O exercicio fisico é
uma das principais ferramentas nao farmacoldgicas na inducdo de adaptacdes, nao
s6 teciduais como também sistémicas. Uma série de estudos in vitro, em modelo
animal e em humanos demonstra o efeito do exercicio fisico nos niveis de
microRNAs no tecido musculo esquelético. Entretanto, ndo ha consenso sobre os
efeitos do exercicio fisico nos niveis de microRNAs circulantes. Os estudos
envolvendo microRNAs circulantes e exercicio fisico demonstraram alteracdo em 31
microRNAs diferentes, contudo apenas 3 destes microRNAs foram observados em
comum por mais de um estudo, ha também divergéncia na escolha do tempo para
avaliacdo dos microRNAs apds o exercicio fisico. Um dos fatores que dificulta a
avaliacdo dos microRNAs circulantes em resposta ao exercicio € sua expressao
menor em fluidos do que a encontrada em tecidos, complicando assim a analise de
variacdo. Em conclusé&o, microRNAs sao importantes nos processos de resposta e
adaptacdo do exercicios fisico. Entretanto, novos modelos para avaliacdo de
microRNAs circulantes sdo necessarios, levando em consideracdo a escolha dos
microRNAs e também o tempo que sdo medidos.



ABSTRACT

MicroRNAs are small non-coding RNAs, which modulates gene expression at post-
transcriptional level through a binding to the messenger RNA. They play an important
role in biological process as differentiation, proliferation and adaptation, being
expressed at both: the tissues and body fluids as blood, urine and saliva. Recently,
they are being indicated as biomarkers and a target for drug therapies, considering
the sensibility of the expression profile and its effect on tissues functions. Physical
exercise is one of the most recommended non-pharmacological tool to induce
adaptation, not just at tissue level, but also systemic. Several studies in vitro, in
animals and in humans have shown the effect of physical exercise on microRNAs
expression in the skeletal muscle tissue. However, the effect of physical exercise on
circulating microRNAs levels remains unclear. The studies involving circulating
microRNAs and exercise presented changes in 31 different microRNAs, but only 3
were observed in common for more than one study. There are also differences
between the choices in time to measure the microRNAs after the exercise. One
factor that complicates the measurement of circulating microRNAs is the lower
expression compared to that from tissues, due to the technique limitation to analyze
the changes. In conclusion, microRNAs are important in skeletal muscle process that
relate to physical exercise. However, new models for the measurement of
microRNAs, mainly circulating, are necessaries, considering the microRNAs choice
and the time for measurements.
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1. INTRODUCAO

MicroRNAs sdo pequenos RNAs (aproximadamente 22 nucleotideos) néo
codificantes capazes de modular a expressao génica em nivel pds-transcricional
(Wang et al, 2010). Sua biogénese inicia no nucleo, atingindo a forma madura no
citoplasma e é dependente da acdo de trés complexos proteicos e um transportador.
Em sua forma ativa o microRNA se liga a regido 3’ ndo traduzido dos RNAs
mensageiros (mMRNA), inibindo assim sua traducdo e a expressdo das proteinas
relacionadas a este mMRNA (Wang et al., 2010; Sharma et al., 2014). Desde o inicio
dos anos 2000 o interesse acerca dos microRNAs tem aumentado. Estudos
demonstram sua relevancia na diferenciagéo, proliferacdo e adaptacéo celular (Lee,
Feinbaum e Ambros,1993; Reinhart et al, 2000; Sharma et al. 2014). MicroRNAs
podem apresentar expressao ubiqua (em todos os tecidos), expressao enriquecida
em determinados tecidos (20 vezes maior) e também estdo presentes em fluidos
(Aoi et al.,, 2015; Lim et al., 2005; Valadi et al., 2007). O musculo esquelético
expressa mais de 300 microRNAs, entretanto 4 destes representam 25% da
expressdo total do tecido. Estes 4 microRNAs sdo conhecidos como a familia
myomiR, sua relevancia foi demonstrada durante as fases de desenvolvimento,
adaptacdes ao uso e desuso e também em patologias (Zacharewicz et al. 2013;
Sharma et al. 2014; Aoi et al. 2015). No musculo esquelético além da expressao
tecidual, microRNAs circulantes também desempenham papel importante nas
adaptacdes do tecido musculo esquelético, bem como nos mecanismos de interacao
com outros tecidos (Karolina et al., 2011; Wang et al., 2011)

O exercicio fisico, em geral, € a uma eficaz estratégia na promocdo de
adaptacdes fisiologicas teciduais e também sistémicas (Xu et al., 2015; Zacharewicz
et al., 2013). Uma série de estudos vem demonstrando o papel dos microRNAs nas
adaptacdes do tecido musculo esquelético e as respostas dos niveis de expressao
dos microRNAs ao exercicio e treinamento fisico. Embora, o papel dos microRNAs
nas adaptacdes do tecido tenha sido demonstrado, as alteracdes na expresséo dos
microRNAs causadas pelo exercicio fisico ainda ndo sédo claras. Mesmo havendo
estudos avaliando a resposta a protocolos de exercicio aerébico (Aoi, 2013) e de
forca (Uhlemann, 2012; Sawada et al, 2013), sessdes (Uhlemann et al, 2012; Banzet
et al., 2013) e treinamento (Baggish et al, 2011; Aoi et al, 2013; Nielsen et al, 2014)
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e em populacdes distintas (atletas, nao atletas, jovens e idosos) (Baggish et al,
2011; Nielsen et al. 2014), um melhor entendimento sobre a respostas dos
microRNAs ao exercicio e a relevancia destas alteracbes € necessaria. Assim, 0
objetivo deste estudo é revisar as publicacdes que envolvam microRNAS e exercicio
fisico, enfatizando no efeito do exercicios fisico sobre a expressdo de microRNAS,
os critérios de selecdo dos microRNAs avaliados e os tempos de avaliacdo destes

estudos .

2. METODOLOGIA

Este trabalho se caracteriza como uma revisdo de literatura. Tem como
objetivo analisar a partir de artigos cientificos publicados o efeito do exercicio e o
treinamento fisico sobre a expressdao de microRNAs. Para isto foi realizada uma
busca por artigos cientificos mais relevantes na base de dados PubMed. Os artigos
selecionados continham a combinacdo dos termos ("Exercise”"[Mesh]) AND
"MicroRNAs"[Mesh], que resultou em 63 artigos cientificos, com a utilizacéo do filtro
estudos em humanos restaram 43 artigos cientificos. Apds a leitura dos titulos e
resumos destes 43 artigos, aqueles que eram originais e tinham como objetivo
principal avaliar os efeitos do exercicio sobre a expressdo de microRNAs em
individuos livres de doencas foram selecionandos. Assim, ao final destas etapas de
avaliacdo de pesquisa literaria restaram 10 artigos cientificos originais, que serdo o

objeto principal de andlise desta revisao de literatura.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 MICRORNAS

MicroRNAs sdo pequenos RNAs ndo codificantes capazes de modular a
expressdo génica em nivel poés-transcricional. A primeira descricdo foi de Lee,

Feinbaum e Ambros (1993), que avaliaram diferentes fases do desenvolvimento poés-
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embrionério em nematdédeos. Os autores relataram a presenca de um pequeno RNA
(21 nucleotideos) capaz de reduzir a expressao das proteinas ligada ao mRNA lin-4.
Houve, entretanto, uma lacuna na producdo de conteudo relacionado aos
microRNAs, interrompida no ano 2000 quando Reinhart et al, descreveram a
modulacdo da tradugcdo do mRNA let-7 por um pequeno RNA, denominado let-7,
assim como o mRNA gue ele modulava. O estudo também usou o modelo do
nematddeo, porém durante o desenvolvimento adulto. No mesmo ano, Pasquinelli et
al. (2000) mostraram que esses dois pequenos RNAs descritos no nematddeo
também sdo expressos em uma série de outras espécies, incluindo humanos. Um
grande de numero de estudos publicados no inicio dos anos 2000 proporcionou um
melhor entendimento da expressdo, mecanismos de acdo e de seus efeitos nos
organismos vivos. Atualmente, os pequenos RNAs, entre 19-25 nucleotideos,
capazes de modular a expressdo de proteinas através de inibicdo da traducdo do
MRNA séo classificados como microRNAs. Atualmente, estima-se que mais de
2.200 microRNAs sejam expressos do genoma humano e que aproximadamente
90% de nossos genes sejam modulados por microRNAs (Friedman et al., 2009;
Guay e Regazzi, 2013).

A figura 1 ilustra genericamente a expressao dos microRNAs. No nucleo uma
longa molécula de RNA, o microRNA primario (pri-microRNA), é expressa. O
complexo proteico DROSHA se liga ao pri-microRNA e ha entdo uma clivagem que
reduz o tamanho da molécula. Com um formato de grampo de cabelos o &cido
ribonucleico tem nesse estagio aproximadamente 70 nucleotideos e é denominada
pré-microRNA. Depois de ser transportada através da membrana nuclear ligada ao
transportador Exportin-5 o pré-miRNA se liga ao complexo DICER no citoplasma.
Uma nova clivagem divide a estrutura, dando origem a duas moléculas com uma fita
simples cada (aproximadamente 19-25 nucleotideos), uma das fitas se ligard ao
complexo RISC atingindo a forma ativa do microRNA, enquanto a outra sera
degradada (Guay e Regazzi, 2013).

Sobre a expressdo, microRNAs podem apresentar um perfil ubiquo
(expressdo em todos os tecidos) como também podem ter perfil enriquecido em
determinados tecidos (20 vezes maior que em outros tecidos). Este perfil de
expressdo dos microRNAs € importante para a especificidade da expressao génica

de cada tecido (Lim et al., 2005). Fluidos como sangue, urina e saliva também
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apresentam expressao de microRNAs. Em fluidos os microRNAs sdo encapsulados
em exossomos (Valadi et al., 2007) e microvesiculas (Hunter et al., 2008) livres de
ribonucleases (RNases), também podem se associar a complexos proteicos como
Argonauta-2 e HDL (Arroy et al., 2011; Vickers et al., 2011). Além de evitar a
degradagédo dos microRNAs esta forma de transporte na circulacdo permite a
entrega dos microRNAs em outros tecidos. Estudos demonstram inclusive a
expressdo de microRNAs ndo expressos no citoplasma da célula de origem, mas

que sdo encontrados em vesiculas secretadas na circulacdo (Valadi et al., 2007).

Drosha
T @
C O Exportin-5 _ C :
pri-miRNA pre-miRNA
Dicer
&)

]]]I[[[[IIQ]]]JI Multivesicular bodies

RISC l
~ o ———— ®
MRNA target /mRNA \ @

Argo naute-2 ,,,.
'IIII

Protein complex Lipoproteins Microvesicles Exosomes

Nucleus

Fig. 1 Expressdo de microRNAs. Guay e Regazzi (2013) Biogénese de microRNAs, 1- o
microRNA primario (pri-miRNA) € expresso e clivado pelo complexo proteico dando origem
ao pré-miRNA Drosha. 2- O transportador Exportin-5 permite a passagem do pré-miRNA
através da membrana nuclear. 3 — No citoplasma o complexo proteico Dicer faz uma nova
clivagem dividindo a molécula em duas fitas simples. 4. Uma das fitas se associara ao
complexo RISC atingindo a forma madura e capaz de modular a expressdo génica do
microRNA. 5, 6, 7 e 8 — Alternativamente o microRNA pode ser encapsulado ou associado a

complexos proteicos e liberado na circulacéo.

A partir de agora a descricdo microRNA se refere a sua forma ativa

(microRNA-RISC). Pouquissimos genes ndo sdo modulados por microRNAs
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(Friedman et al., 2009). O mecanismo de acédo do microRNA é uma interacao entre o
seu terminal 5’ e o terminal 3’ ndo traduzido do mRNA alvo, interacdes fora dessa
regido também ocorrem, porém sdo menos responsivas (Grimson et al.,, 2007). A
afinidade micro-RNA mRNA alvo € definida principalmente pela estabilizacdo das
bases nucleicas da regido 2-8 do terminal 5’ do microRNA (Figura 2). Os pares se
dado em maioria entre 7 bases nucléicas, com uma menor proporcdo de interagcdes
entre 6 e também 8 pares de base (Wang et al., 2010). As pontes de hidrogénio
formadas entre os acidos ribonucleicos normalmente obedecem ao padréo de bases
complementares de Watson-Crick (A-T e C-G), com algumas interacdes U-G
(Grimson et al., 2007). Uma ligacdo parcial do microRNA ja é capaz de reduzir a
expressao das proteinas relacionadas a este mMRNA (Wang et al., 2010). Quanto aos
pares, um microRNA é capaz de modular centenas de mRNA, ha também mRNA
modulados por mais de um microRNA. Entretanto, um microRNA com grande
namero de mRNAs alvo possui um menor indice de interacdo do que um microRNA
com um menor numero de mRNAs alvo (Garcia et al.,, 2011). Em conclusédo, a
relacdo do microRNA com o mRNA € plural, porém segue um comportamento de
afinidade dependente da sequéncia de pares de base, da regido de interagédo e do
namero de mMRNA alvo que o microRNA possui.

Interacdo entre 6 pares de nuclectideos

RNA-m

microRNA

FLAL 1 N-N-N-N-N-N-N . Poly(A) Ry
N-N-NN-NCNCNCN- 5 microRNA
87654321

FLA o NONCNCNCNCNCAL . Poly(A) RNA-m

NN-NAN-N-N-NCNCNONCNCNS 5 microRNA
3T 6543 27

Interacdo entre 8 pares de nuclectideos

FLAL NN-N-N-N-N-N-A . Poly(A) RNA-m

microRNA

Fig. 2 Interacdo de pares de bases mRNA e microRNA. Adaptado de Grimson et al.
(2007). MicroRNAs se ligam ao mRNA alvo através de pareamento entre a regido 2-8 do

terminal 5’ do microRNA e o terminal 3' ndo traduzido do mRNA. Esta interacdo pode se dar
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entre 6 nucleotideos (imagem no topo), 7 nucleotideos (imagem central) e também 8
nucleotideos (imagem na base). A sequéncia de pares de base, o numero de pares de
bases e a regido do mRNA que interage com o microRNA determinardo a afinidade entre os

acidos ribonucleicos. Siglas: FLA: Fase de Leitura Aberta / mMRNA: RNA mensageiro

O efeito da expressdo de um microRNA pode ser medido pela sintese das
proteinas produto do mRNA alvo. Além disso, pode haver uma reducdo na
expressdo de mRNA e também no numero de ribossomos por mRNA (Lim et al.,
2005; Guo et al., 2010), devido ao aumento na expressdo do microRNA especificos
dessa traducdo. Além de inibir a ligacdo com o sitio de traducédo a ligacdo é capaz
de degradar o mRNA, sendo sugerido que quase 90% dos efeitos na reducdo da
expressao final de proteinas pode ser explicada pela degradacdo dos RNAs-m (Guo
et al., 2010). Estudos in vitro que avaliaram o efeito da superexpressao ou auséncia
de determinados microRNAs no meio demonstraram sua importancia em processos
biologicos como fases de desenvolvimento, diferenciacdo e adaptacdes ao
ambiente. O estudo de Lim et al. 2005 demonstrou que a superexpressao de
microRNAs que apresentam expressao elevada no cérebro (miR-124) e no musculo
estriado (miR-1) a uma cultura de células alterou o perfil de expressédo génica da
cultura celular em direcdo ao dos tecidos de origem de cada microRNA.
Demonstrando assim a capacidade de modulagéo da especificidade da expresséo
génica tecidual através dos microRNAs. Estudos in vivo demonstram também a
alteracdo do perfil de expressdo em condicdes, onde reconhecidamente ocorrem
alteracdes fisiolégicas como o desenvolvimento fetal (Koutsoulidou et al., 2011) e o
envelhecimento (Drummond et al., 2010) por exemplo. Clinicamente, os microRNAs,
principalmente circulantes, sdo visto como potenciais biomarcadores e também
alvos de terapias famarcolégicas no tratamento de doencas. Recentemente,
Janssen et al. (2013) demonstraram a eficacia de um inibidor do miR-122 no
tratamento do virus da hepatite C, através de um ensaio clinico randomizado em
pacientes com hepatite C. Os autores encontraram uma reduc¢éo no nivel de RNA do
virus sem qualquer evidéncia de resisténcia viral. Apesar de uma série de estudos
em pacientes com doengas como distrofia muscular de Duchenne (Hu et al., 2014),
diabetes mellitus tipo Il (Zampetaki et al., 2010) e HIV (Thapa et al., 2014)

demonstrar diferengas no perfil de expressao circulante de microRNAs dos
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pacientes comparados com individuos controle, ainda ndo é possivel determinar
microRNAs especificos para o diagnostico de doencas. Desde o primeiro relato de
microRNAs muito conhecimento foi produzido acerca de sua relevancia cientifica e
da importancia nos processos celulares. Atualmente, o foco na relevancia clinica dos
microRNAs tem crescido, os relatos de sua sensibilidade a alteragdes fisiologicas e
a sua acdo moduladora vem aumentando o interesse nestas pequenas moléculas

como biomarcadores e alvos no tratamento de doencas.

3.2 MICRORNAS E O MUSCULO ESQUELETICO

No musculo esquelético mais de 300 microRNAs ja foram descritos. Destes,
quatro (miR-1, miR-133a, miR-133b e miR-206) representam cerca de 25% da
expressao total do tecido e s&do conhecidos como myomiRs (Kirby, Chailou e
McCarthey, 2015). Devido a sua alta expressao, estes quatro microRNAs sé&o
associados a uma série de processos que ocorrem no musculo esquelético. Uma
avaliacdo do nivel de expressdo destes quatro microRNAs durante o
desenvolvimento fetal humano (12, 14 semanas e recém nascido) demonstrou que
0s quatro microRNAs tem comportamento semelhante: aumento na expressédo ao
longo do desenvolvimento (recém nascido > 14 sem. > 12 sem.) (Koutsoulidou et al.,
2011). Além disso, a estimulacdo para diferenciacdo in vitro de células musculo
esqueléticas demonstrou que h&d uma correlacdo entre a expressdo destes quatro
microRNAs e o nivel de diferenciacao celular (Koutsoulidou et al., 2011). McCarthy e
Esser (2007) demonstraram que o nivel do miR-206 difere entre os musculos soleo e
plantar, os quais apresentam uma diferenca no perfil de fibras musculares. Os
autores também demonstram que durante uma reposta hipertréfica em musculos
estimulados mecanicamente os niveis do miR-1 e miR-133a sao reduzidas em 50%.
Os microRNAs desempenham papel importante nos processos teciduais, no tecido
muscular esquelético os myomiRs merecem atencdo especial devido a sua alta
expressdo no tecido. Estudos com foco nestes microRNAs tem demonstrado sua
relevancia nas adaptacoes fisioldgicas relacionados ao musculo esquelético.

A anadlise do perfil de expressdo de microRNAs no musculo esquelético
demonstra alteracdes em quadros onde a funcdo do tecido também esta alterada

como o desenvolvimento, envelhecimento e em patologias. O estudo de McCarthy et
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al., (2009) demonstrou que a atrofia muscular causada por imobilizacdo do membro
altera o perfil de expressdo de microRNAs, no musculo so6leo. Os autores
encontraram 18 microRNAs diferentemente expressos ap0s uma semana de
imobilizacdo. Em pacientes com laminopatia, doenca que apresenta disfuncdo do
muasculo estriado, Sylvius et al., (2011) demonstraram que 16 microRNAs sao
expressos em nivel diferente aqueles de pessoas saudaveis. Em idosos,
apresentam alto indice de sarcopenia (perda de massa muscular), 19 microRNAs
diferiram de adultos (Drummond et al.,, 2010). Andlises de bioinformatica
demonstram o papel destes microRNAs, em processos de proliferacao,
diferenciacdo (Drummond et al., 2010; Sylvius et al., 2011) e reparacédo do tecido
(Sylvius et al., 2011). Além disso, aumentos na demanda metabdlica do musculo
esquelético promovem adaptacées mediadas por microRNAs. Yamamoto et al. 2012
demonstraram que o miR-494 regula a biogénese mitocondrial. O metabolismo da
glicose também é afetado por microRNAs como demonstrado nos estudo de
Karolina et al. (2011) e Agarwal et al. (2013) que demonstraram a importancia dos
miR-144 e miR-135a na vias de sinalizacdo de insulina e captacdo de glicose do
musculo esquelético. A interacdo entre tecidos com o musculo esquelético também é
descrita como potencial alvo de acdo dos microRNAs. Os miR-29a, -29b e -486 sao
apontados como responséaveis pela diferenciacdo debilitada do masculo esquelético
e a atrofia em pacientes com doenca renal crbnica através de modulacdo na
sinalizacdo das vias de sintese e regeneracdo das proteinas musculares (Wang et
al., 2011; Xu et al., 2012). Em conclusao, microRNAs parecem estar envolvidos nas
caracteristicas do musculo esquelético, além disso certos mecanismos de patologias

associadas ao musculo esquelético sdo mediados parcialmente por microRNASs.

3.3 EXERCICIO FisICO

O exercicio fisico € reconhecidamente uma potente ferramenta na inducdo de
alteracdes do musculo esquelético. Entretanto, como em um processo de acao e
reacao, as respostas se relacionam as demandas propostas. Modalidades distintas
de exercicio sobrecarregam estruturas diferentes do tecido e, como consequéncia,

promovem respostas distintas. Sabendo do papel dos microRNAs nas respostas
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celulares, Russel et al. (2013) avaliaram a resposta ao exercicio aerobio (bicicleta
ergométrica, 60 min a 70% VOgico) dos myomiRs e também microRNAs com
expressao alterada em miopatias. Trés horas ap0s a sessao de exercicio 0s autores
encontraram a expressao aumentada de trés dos quatros myomiRs avaliados (miR-
1, -133a, -133b, mas néo -206), aumento da expressédo de um (miR-181) e reducao
da expressao de outros quatro (miR-9, -23a, -23b e -31) microRNAs relacionados a
miopatias. Dois myomiRs (miR-1 e miR-133a) também demonstraram expressao
aumentada no estudo de Nielsen et al. (2010) seguindo uma sessao de exercicio
aerébio (bicicleta ergométrica, 60 min a 65% Pnax). Neste estudo, no entanto, os
microRNAs foram avaliados 60 min apds a sessdo de exercicio. Enquanto o
exercicio aerobio promove adaptacbes musculo esqueléticas mais relacionadas ao
metabolismo, o exercicio de forca esta relacionado ao processo de regeneracéo e
aumento de proteinas contrateis. O estudo de Drummond et al. (2008) comparou a
resposta de trés myomiRs (miR-1, -133a e -206) de idosos e jovens adultos a um
estimulo anabdlico por exercicio fisico e suplementacao (treinamento de forca mais
aminoacidos essenciais). Os autores encontraram uma expressao reduzida do miR-
1 trés e seis horas apdés em jovens adultos, mas ndo em idosos. Entretanto, ndo
houve diferencas na expressdo destes microRNAs entre 0S grupos em repouso,
apesar de idosos apresentarem uma maior expressao de pri-microRNA-1 e pri-
microRNA-133a. Em conclusdo, as respostas de microRNAs no tecido musculo
esquelético em resposta ao exercicio fisico variam e essas variacdes parecem estar
relacionadas ndo s6 a modalidade de exercicio como também a configuracdo das
variaveis do exercicio (volume, intensidade e intervalo) e da populagéo.

O musculo esquelético € um orgdo enddcrino capaz de induzir respostas em
outros tecidos. Apesar de a classificacdo do musculo como 6érgdo endocrino ser
recente o efeito do exercicio fisico sobre outros tecidos é conhecido a mais tempo. A
hipotese de que as respostas de tecidos, além do musculo esquelético, ao exercicio
poderia ser mediada por microRNAs circulantes induziu uma série de estudos.
Baggish et al. (2011) avaliaram o efeito de um protocolo progressivo maximo
(aumento de carga de 25W/min) de bicicleta, em atletas, sobre a expressédo de
microRNAs circulantes relacionados a angiogénese (miR-20a, miR-210, miR-
221/miR-222 e miR-328), inflamacdo (miR-21 e miR-146a), funcdo muscular

esquelética e cardiaca (miR-21 e miR-133a) e resposta celular a hipéxia (miR-21,
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miR-146a e miR-210). Apds a sessao de exercicio na bicicleta os miR-21, -146a, -
221 e -222 apresentaram aumento na expressao comparado as medidas de base,
contudo somente o0 miR-221 continuava apresentando valores elevados uma hora
apos exercicio. Como descrito anteriormente existem microRNAs que modulam vias
em mais de um tecido (miR-21, -210 por exemplo), assim uma avaliacdo da variacao
dos niveis circulantes dos microRNAs né&o é suficiente para avaliar o seu efeito nos
tecidos. Em uma segunda fase do mesmo estudo os autores demonstraram que
apos um periodo de treinamento de 90 dias, uma sessao semelhante de exercicio
aerébio aumentou a expressdo dos microRNAs -146a e -222 acima dos valores de
repouso antes e apds o treinamento (resultados deste protocolo de treinamento na
proxima sessdo). Assim, os microRNAs circulantes sdo alterados pelo exercicio
fisico. Contudo, somente alteragdes nos niveis circulantes ndo sao suficientes para
avaliar o seu papel nas respostas dos tecidos ao exercicio fisico. Além disso,
algumas das alteragBes no nivel circulante a sessdo de exercicio se mantém,
mesmo apos um periodo de treinamento.

A configuracédo das variaveis desempenha papel relevantes nas respostas ao
exercicio. Aoi et al. (2013) avaliaram o efeito de uma sesséo de exercicio de maior
volume (60min a 70% VO2max) SObre a expressdo de myomiRs (miR-1, -16, -133a, -
133b, -206, -208b, -486 e 499) circulantes. O Unico afetado pelo exercicio foi 0 miR-
486, que estava com expressao reduzida na circulacdo apés a sessdo. Os autores,
no entanto, relatam que a baixa expressdo de microRNAs tecido especificos (no
caso musculo esqueléticos) na circulacdo comparada a de tecidos dificulta a anélise
de variacdes (principalmente quando o nivel reduz). Outra forma de avaliar os niveis
circulantes de microRNAs € através de uma matriz que avalia um grande namero de
microRNAs. Nielsen et al. (2014) utilizaram essa técnica, eles avaliaram o
comportamento de 160 microRNAs seguindo 60min de exercicio aerébio (65% P max)
em cicloergométro. O autor encontrou sete microRNAs (miR-30b, -106a, -146a, -
151-5p, -151-3p, -652 e let-7i) com concentracdo reduzida logo apos a sesséo de
exercicio. Além disso, seis microRNAs (miR-139-5p, -143, -223, -330-3p e -338-3p)
reduziram uma hora ap6s o exercicio e o0 miR-1 estava elevado 3h apds a sesséo.
Os estudos acima demonstram que a avaliacéo de alteragBes nos niveis circulantes

de microRNAs tem limitacdes técnicas. Os microRNAs escolhidos devem apresentar
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uma expressao suficiente para que permita avaliagdes na sua variacdo. Além disso,
outro fator a ser considerado € o tempo para avaliacdo dessas alteracgdes.

Bem como a intensidade e o volume, a modalidade do exercicio fisico
também altera as respostas. Assim, Uhlemann et al. (2012) avaliaram a expresséo
circulante de microRNAs relacionados a fungdo endotelial (miR-126) e funcgao
musculo esquelética (miR-133) em resposta a quatro formas de exercicio fisico:
teste incremental maximo em bicicleta, bicicleta ergométrica (abaixo do limiar
anaerobio) por 4h, maratona e uma sessao de exercicios de forca. A prova de
maratona foi capaz de aumentar o nivel de ambos 0s microRNAs. O teste
incremental produziu um aumento no nivel do miR-126 logo apds a carga maxima no
exercicio na bicicleta, pedalar abaixo do limiar anaerdbio por 4h também alterou a
expressao circulante apenas dos miR-126. Por outro lado, a sessao de exercicios de
forgca aumentou a expresséo apenas do miR-133.

Existem duas hipoteses sobre a relagdo do exercicio fisico com o0s niveis
circulantes de microRNAs. A primeira hipotese € que alteracbes nos niveis
circulantes de microRNAs em resposta a exercicios com alta demanda metabdlica
sdo um mecanismo de sinalizagdo entre tecidos. A segunda hipGtese é sobre
exercicios com estresse mecéanico (exercicios com alto componente excéntrico), no
qual ocorre uma alteracdo no nivel circulante de microRNAS, principalmente aqueles
com expressao enriquecida no musculo esquelético, apds a sessdo devido a
rupturas no sarcolema (membrana muscular) permitindo vazamento dos microRNAs
para a circulacdo. No estudo de Uhlemann et al. (2012), a maratona e a sessao de
exercicios de forca foram as modalidades que alteraram a expressao do miR-133
(musculo especifico), provavelmente relacionado ao ja bem conhecido dano
muscular induzido por essas modalidades. Banzet et al. (2013) testaram essa
hipétese. Os autores avaliaram os niveis circulantes de myomiRs (miR-1, -133a e -
133b) seguindo um protocolo capaz de induzir dano muscular (caminhada downbhill)
e também em um protocolo semelhante, mas quase sem inducdo de dano muscular
(caminhada uphill). Como esperado o protocolo downhill produziu dano muscular
(creatina quinase, producao de forca e dor muscular tardia), enquanto o protocolo
uphill ndo. Além disso, somente o protocolo downhill foi capaz de aumentar o nivel
dos myomiRs na circulacdo. Porém, estas modalidades de exercicios estimulam

processos de regeneracdo muscular que também incluem mecanismos de



20

comunicacdo entre tecidos. No estudo de Sawada et al. (2013) os autores
observaram doze microRNAs, oito microRNAs (miR-20a, -21, 133a, -146a, -210, -
221, -222 e -328) que foram avaliados previamente por Baggish et al. (2011) mais
quatro microRNAs determinados por microArray. Os oito microRNAs avaliados em
comum nos dois estudos apresentaram resultados diferentes, enquanto Baggish et
al. (2011) encontraram quatro microRNAs (miR-21, -146a, -221 e -222) com
expressao alterada logo apOs a sesséo de exercicios, Sawada et al. (2013) viram
alteracdo trés dias apos a sessdao de exercicios e em apenas dois destes
microRNAs (miR-146a e -221). No entanto, 3 horas apds o exercicio o nivel outro
microRNA (miR-149*) que foi determinado por microArray estava elevado. Em
conclusao os estudos acima descritos demonstraram que o exercicio fisico & capaz
de alterar a expressdo dos microRNAs tanto no tecido muscular esquelético como
na circulagdo. A modalidade de exercicio, bem como a configuragdo das variaveis
de treinamento afeta as respostas dos microRNAs. Além disso, o potencial dos
microRNAs como biomarcadores do exercicio fisico passa pela baixa expressao
circulante, dificuldades na determinacdo do papel da alteracdo de cada microRNA e

dos tempos de medida.

3.4 TREINAMENTO FISICO

Mesmo com uma sessdo de exercicio promovendo respostas, a manutencao
do estimulo € fundamental para atingir e manter as adaptacdes relacionadas ao
exercicio fisico. Diversos estudos demonstram que ap0s a suspensdo do
treinamento, um periodo chamado de destreino, grande parte, quando nao todas as
adaptacdes, sdo perdidas. Alguns estudos previamente descritos contam com uma
segunda parte, aonde o efeito da somacgédo de sessbes de exercicio (treinamento)
sobre a expressdo de microRNAs foi avaliado. Nielsen et al. (2010) mediram o efeito
de um programa de treinamento aerébio de 12 semanas sobre a expressdo dos
myomiRs no tecido musculo esquelético. Os autores encontraram expressao
reduzida dos quatro microRNAs apds o treinamento. Entretanto, duas semanas de
destreino foram suficientes para restaurar a expressdo aos niveis basais. Em um
periodo menor de treinamento (10 sessdes) Russel et al. (2013) encontraram

expressao aumentada de apenas um myomiR (miR-1). Além do myomiR os autores
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também encontraram alteracdo em dois microRNAs relacionados a miopatias
(aumento do miR-29b e reducdo do miR-31). Ambos os autores adotaram um
protocolo de treinamento que mesclava sessdes aerdbias intervaladas e continuas,
porém o primeiro estudo utilizou um modelo de cinco dias de treinamento por dois de
descanso (12 vezes), enquanto o segundo optou por 10 dias consecutivos de
treinamento. Davidsen et al. (2011) compararam a expressao de microRNAs no
tecido musculo esquelético de individuos, classificados apos o treinamento, em mais
€ menos responsivos ao treinamento de forca. Os autores mediram a expressao de
21 microRNAs apontados como altamente expressos no tecido. Destes, 15 nao
apresentaram alteracdo em nenhum dos grupos ap0s 12 semanas de treinamento,
quatro demonstraram uma tendéncia a reducdo, miR-378 reduziu e miR-457
aumentou apenas no grupo menos responsivo ao treinamento. A somacao de
exercicios tem efeito distinto a sessdo de exercicios na expressdo tecidual de
microRNAs. Além disso, a suspensdo do treinamento parece remover o efeito
repressor do exercicio a expressao de microRNAs no tecido musculo esquelético.
Além dos estudos avaliando expressao tecidual de microRNAs, alguns
autores que avaliaram expressdo de microRNAs circulantes também mediram o
efeito da somacgéo de exercicios. A matriz de analise de microRNAs circulantes de
Nielsen et al. (2014), demonstrou alteracdo de nove microRNAs apos um
treinamento aerdbio de 12 semanas, que incluia sessdes continuas e intervaladas
com intensidade moderada a alta (cinco vezes por semana). Os autores
encontraram sete microRNAs (miR-21, -25, -148a, - 185, -342-3p, -766 and let-7d)
com expressdo reduzida apOs o treinamento e dois microRNAs com expressao
aumentada apos o treinamento (MiR-103 and -107) comparado ao repouso antes do
treinamento. Um periodo menor de treinamento foi utilizado no estudo de Aoi et al.
(2013) um programa de treinamento fisico de quatro semanas (trés vezes por
semana, 60 minutos a 70% VO2max) SObre os expressao circulantes dos myomiRs
(miR-1, -133a, -133b, -206, -208b, -486 e -499). Curiosamente, 0s myomiRs
circulantes apresentaram 0 mesmo comportamento apos o treinamento do que
aquele apresentado apés a sessao de exercicio agudo, ou seja, reducdo apenas nos
niveis circulantes do miR-486, sem alteracdo nos niveis de expressdo dos outros.
Um comportamento semelhante entre sessdo e treinamento foi demonstrado

também por Baggish et al. (2011) avaliando microRNAs circulantes de atletas de
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remo apdés um periodo de 90 dias de treino (cinco vezes por semana, uma a trés
horas por dia, com um ritmo de 20-24 remadas por minuto). Assim como no estudo
de Aoi et al. (2013), Baggish et al. encontraram um comportamento semelhante
entre a resposta a sessao aguda e ao treinamento. Os quatro microRNAs (miR-21, -
146a, -221 e -222), avaliados em repouso, estavam elevados ap0s o treinamento
quando comparados com antes do treinamento. Em oposi¢ao a resposta tecidual, os
microRNAs circulantes parecem responder de maneira semelhante ao exercicio e ao
treinamento fisico, mesmo com populacdes distintas (neste caso atletas e né&o

atletas).

4. DISCUSSAO

Os protocolos de exercicio fisico dos estudos apresentados nesta revisao de
literatura incluiram distintas modalidades de exercicios (aer6bia, de forca,
pliométrica) em diferentes configuracdes das varidveis de treinamento fisico
(intensidade, volume e intervalo). Estes estudos representam boa parte dos
estimulos metabdlicos e mecéanicos possiveis através do exercicio fisico atualmente.
Entretanto, ndo ha interacdo entre os protocolos disponiveis, considerando as
mesmas diferencas de estimulo anteriormente citadas. A escolha de protocolos que
fornegam estimulos semelhantes pode contribuir para um melhor entendimento do
papel do exercicio fisico sobre a expressdao de microRNAs. As tabelas 1 e 2
descrevem os microRNAs diferentemente expressos no tecido muscular esquelético

e na circulacédo, respectivamente, apds exercicio e treinamento fisico.

Na avaliacdo tecidual, a expressdo do miR-1 estava alterada ap6s uma
sessdo de exercicios em trés estudos diferentes e se manteve alterado apos o
treinamento em dois estudos (0 estudo de Drummond et al. 2008 ndo avaliou o
efeito do treinamento). Os estimulos gerados através do exercicio fisico divergiram
entre os estudos, sugerindo que o miR-1 desempenhe papel importante tanto nas
respostas a exercicios aeroébios quanto de for¢a, ainda que a resposta tenha sido
oposta entre o estudo com protocolo de exercicio de forgca (Drummond et al. 2008) e
os estudos com protocolo de exercicio aerdbio (Nielsen et al. 2010; Russel et al.

2013). Apdbs o treinamento miR-1 teve resposta oposta aos dois protocolos de
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treinamento aerobio, sugerindo a acdo de outros fatores como a populagdo e o
tempo de treinamento na expressao deste microRNA. No total 12 microRNAs foram
descritos com expressao alterada ap0s o estimulo por exercicio fisico (quatro apés
uma sessao de exercicios e oito apos o treinamento fisico), destes apenas o0 miR-1

foi apontado por mais de um estudo.

Tabela 1. MicroRNAs teciduais com expressdo alterada em reposta ao exercicio e
treinamento fisico. A primeira coluna descreve os microRNAs que apresentam alteracao
apos uma sessao (segunda coluna) e/ou treinamento fisico (terceira coluna). Os autores que
apresentaram esses resultados em seus estudos estdo descritos na coluna respectiva a(s)
formas de exercicio que ele avaliou, bem como se a resposta foi um aumento (1) ou redugéo
na expressao dos microRNAs (|) .

Alterado em:

MicroRNA | Exercicio Treinamento
miR-1 fRussel || 1Russel

1 Nielsen b I
miR-9 | Russel
miR-23a | Russel
miR-23b | Russel
miR-29b 1 Russel
miR-31 | Russel
miR-133a | Nielsen
miR-133b | Nielsen
miR-181 1 Russel
miR-206 | Nielsen
miR-378 | Davidsen
miR-457 1 Davidsen

Tabela 2. MicroRNAs circulantes alterados em resposta ao exercicio e ao treinamento.
A primeira coluna descreve os microRNAs que apresentam alteracdo apds uma sessao
(segunda coluna) e/ou treinamento fisico (terceira coluna). Os autores que apresentaram
esses resultados em seus estudos estdo descritos na coluna respectiva a(s) formas de
exercicio que ele avaliou, bem como se a resposta foi um aumento (1) ou reducéo na
expressao dos microRNAs (])

Alterado em:

MicroRNA Exercicio Treinamento
let-7d | Nielsen
let-7i | Nielsen

=) 1 Banzet
miR-1 TNielsen
miR-103 1 Nielsen
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miR-106a | Nielsen
miR-107 1 Nielsen
miR-126 1 Uhlemann
miR-133 1 Uhlemann
miR-133a 1 Banzet
miR-133b 1 Banzet
miR-139-5p | Nielsen
miR-143 | Nielsen
1 Baggish
miR-146a | Nielsen 1 Baggish
| Sawada
miR-148a | Nielsen
miR-149* 1 Sawada
miR-151-3p | Nielsen
miR-151-5p | Nielsen
miR-185 | Nielsen
miR-21 1 Baggish I El?eglgiesnh
miR-221 I g:\?v%igg 1 Baggish
miR-222 1 Baggish 1 Baggish
miR-223 | Nielsen
miR-25 | Nielsen
miR-30b | Nielsen
miR-330-3p | Nielsen
miR-338-3p | Nielsen
miR-342-3p | Nielsen
miR-486 | Aoi | Aoi
miR-652 | Nielsen
mMiR-766 | Nielsen

Os estudos incluidos nesta revisdo apresentam um total de 31 microRNAs
circulantes com expressao alterada apds exercicio e/ou treinamento fisico. Destes,
apenas 3 microRNAs foram descritos por mais de um autor (2 apds sessdo de
exercicios e 1 apos treinamento). O miR-1 e 0 miR-146a foram descritos por dois e
trés autores, respectivamente, com expressao alterada apos a sessao de exercicios

e 0 miR-21 foi descrito como alterado por dois autores apds o treinamento fisico.
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Apesar da falta de consisténcia dos microRNAs circulantes ao exercicio fisico, os
estudos de Baggish et al. (2011) e Aoi et al. (2013) apontam para um
comportamento das respostas dos microRNAs -146a, -21, 221, -222 e -486, estes
microRNAs demonstraram comportamento semelhante em resposta ao exercicio e
ao treinamento fisico. Assim, € demonstrada uma sensibilidade dos microRNAs
circulantes ao estimulo por exercicio fisico reforcando a ideia de que microRNAs em
fluidos corporais possam ser utilizados como biomarcadores. Embora, novos
estudos sejam necessarios para determinar os mecanismos de resposta destes
microRNAs e também sua meia vida na circulagdo. Os mecanismos na alteracéo
dos niveis circulantes de microRNAs podem ser aumento/reducéo da expressdo dos
microRNAs, mas também podem ocorrer reducdes devido a uma maior taxa de
degradacéo por RNases ou por captacdo dos microRNAs por outros tecidos. Assim,
microRNAs circulantes ainda precisam de resultados mais consistentes para permitir
sua utilizacdo como biomarcadores em resposta ao exercicio fisico. E necessario
entender os mecanismos que induzem o aumento e reducao na sua expressao, bem
como sua meia vida na circulacao.

Diferentes métodos foram empregados pelos autores revisados neste trabalho
para a selecdo dos microRNAs. As bases de dados de microRNAs disponiveis
permitem o0 acesso a resultados previamente publicados. Desta forma é possivel
obter informacdes sobre o tecido onde o microRNA € mais expressos, 0S genes que
ele modula e sua estrutura por exemplo, podendo ser analisado através de
softwares que predizem os niveis de interacdo dos microRNAs com suas vias/genes
alvo. Alguns autores também selecionam seus microRNAs com base em estudos
prévios semelhantes e ha também a possibilidade de realizar um Array que avalia 0s
microRNAs expressos em uma determinada amostra de tecido ou fluido. A figura 3
apresenta o numero de microRNAs avaliado em cada estudo e o numero de

microRNAs que apresentou alteragdo apos a intervencao por exercicio fisico.
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Autor MicroRNAs  MicroRNAS PE”;E:WE' Viédia
medidos alterados oo ao
Nislsen (10) 21 1 | 4.76%
T:g Agudo |(Drummond ('08) 3 1 gl 33.33% 49.21%
3 Russel (13) 12 4 il 33.33%
@ Davidsen (11) 4 2 il 50.00%
= ] B
Cronico o ssel (13) 21 4 4l 19.05% °9-92%
Autor MicroRNAs  MicroRNAS PE”;E:WE' Viédia
medidos alterados o a
Aol (13) 7 1 | 14.29%
Baggish ('11) 9 4 il 44.44%
. | Agudo |Banzet(13) 3 3 il 100.00%  38%
£ Niglsen ('14) 160 13 Sl 8.13%
3 Sawada ('13) 12 3 il 25.00%
- Uhlemann (12) 2 2 1 700.00%
Aoi (13) 7 : il 14.29%
Cronico | aish (11) 9 4 4l 44849 M
Nielsen ('14) 160 9 gl 5.63%

Fig. 3. Numero de microRNAs avaliados e alterados em resposta a exercicio e

treinamento fisico.

Os dados da Figura 3 demonstram que os protocolos de estudo de
microRNAs estdo apresentando diferencas em menos de 50% do total de
microRNAs avaliados. Sabe-se que o numero de microRNAs descritos atualmente
em humanos é superior a 2.000, além disso cada microRNA é capaz de modular
centenas de RNAs-m. A avaliacdo do papel de cada microRNA objeto de estudo nas
vias de resposta induzidas pelo protocolo de exercicio proposto é necessaria, a fim
de reduzir a quantidade de microRNAs néo responsivos avaliados. Os estudos que
definiram menos alvos apresentaram alto percentual de microRNAs alterados em
resposta ao exercicio fisico. Além disso em microRNAs circulantes os protocolos
que avaliaram a resposta de exercicios com componente excéntrico (Uhlemann et
al., 2011; Banzet et al., 2013) apresentaram aumentos nos niveis de myomiRs
circulantes, reforcando a hipdtese de que o stress mecanico gera rupturas no
sarcolema, causando o vazamento de microRNAs para a circulacdo. Em microRNAs
circulantes a baixa expressdo comparada ao tecido dificulta interpretacdo das
alteracdes. Aoi et al., (2013) encontraram diferenca em apenas um dos 9 microRNAs

avaliados, os autores argumentam que devido a baixa expressdo nao foi possivel
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analisar a variagao dos outros microRNAs circulantes. Como demonstrado na Figura
4 é possivel também através de estudos prévios predizer a expressao basal
circulante dos microRNAs que serdo estudados. Contudo, o emprego de
ferramentas de bioinformatica aumenta o potencial de predicdo do papel dos
microRNAs na vias de interesse.

A meia vida dos microRNAs na circulagdo ainda ndo € clara. Existem
diferentes formas de transporte de microRNAs na circulacdo (exossomos,
microvesiculas e complexos protéicos). Além disso, o exercicio promove alteracdes
na circulacdo (aumento do fluxo sanguineo, diferencas de pH, liberacdo de
hormonios e citocinas) que podem alterar esta meia vida do microRNA. Assim, a
decisdo dos pontos de avaliacdo da resposta dos microRNAs é extremamente
relevante. A figura 5 descreve os pontos de avaliagdo dos estudos apresentados
nesta revisdo de literatura. Nove pontos foram avaliados variando de 0 h apés
exercicio até 96 h apds. As avaliacbes em 3, 0, 1 e 6 h ap0s apresentaram
diferencas mais vezes, respectivamente. Assim, avaliagdes dentro de um periodo de
até 6 h apos o exercicio fisico parecem representar mais a diferencas na expressao

de microRNAS.
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Figura 4. Expressao basal circulante de microRNAs nos estudos de Baggish et al.
2011 e Aoi et al. 2013.
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Tempo Tecidual Circulante Alterados
Aoi ['13) Aoi ['13)
. Drummond ['08) Baggish ('11} Baggish ('11}
0 (Pés exercicio) Nielsen ['10] Nielsen ['14) Nielsen ['14)
Uhlemann ['12) Uhlemann ['12)
Baggish '11]
Drummond ['08) 2ggish | !
ih Nielsen ['10] Uhlemann ('12)
' Mielsen ['14] Mielsen ['10 e '14)
2h Banzet ['13)
, Drummond {'08)
Miels "14]
3h Drummond ['08) 5;3_:;‘; I[']_Ell:l Sawada ('13)
Mielsen ['14}
4 h Mielsen {'10)
&h Drummond ['08) Banzet ['13) Banzet ('13)
34 I Banzet ['lEI:II
Uhlemann ['12)
48 h Banzet ['13)
72h Banzet ['13)
96h Sawada ['13) Sawada ['13)

Fig. 5. Linha do tempo das avaliagdes e alteragdes na expressdo de microRNAs.

5. CONCLUSAO

Em conclusdo, os microRNAs sdo moléculas importantes nas respostas e
processos de adaptacao celular. No musculo esquelético, microRNAs sdo capazes
de modular os processos de desenvolvimento, proliferagdo, regeneracao,
adaptacdes do metabolismo e também nos mecanismos de interagdo entre 0s
tecidos. O exercicio fisico € capaz de modular a expressao de microRNAs de forma
aguda e crbnica (exercicio e treinamento fisico). Entretanto, os resultados de
estudos que avaliam o efeito do exercicio fisico ndo sdo sélidos o suficiente para
inferir sobre os mecanismos envolvidos nas alteracfes da expressao de microRNAs,
do efeito fisioldgico destas alteracdes e ainda ndo € possivel apontar microRNAs

como biomarcadores para o exercicio fisico.

Perspectivas

Como perspectiva, futuros estudos devem selecionar os microRNAs de forma mais
criteriosa, utilizando as informacdes disponiveis nas bases de dados de microRNAs,
podendo ser empregado o uso de softwares de bioinforméatica, e/ou selecionando os

microRNAs por meio de Array. A escolha de protocolos de exercicio semelhantes



29

aos disponiveis na literatura pode ajudar a construir uma base de dados de
informacdes de microRNAs e exercicio fisico. A meia vida dos microRNAs
circulantes e o efeito do exercicio fisico nesta meia vida sdo informacdes relevantes
para utilizacdo dos microRNAs como biomarcadores em fluidos. Além disso, a
identificacdo dos fatores de transcri¢do liberados pelo exercicio fisico que estimulam
a expressao de microRNAs, pode aumentar a compreensdo da interacdo entre as

respostas do exercicio fisico e a modulacao da expressao génica.
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