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RESUMO 

Nos vertebrados, o coração é o primeiro órgão a se formar e adquirir função no embrião e 

todos os eventos subsequentes na vida do organismo dependem de sua atividade. Ao 

longo da evolução desses animais, incluindo o Homo sapies, o coração adquiriu traços 

morfofuncionais distintos, resultando em fenótipos característicos nas mais variadas 

espécies viventes. Entretanto a base molecular que sustenta a variação fenotípica 

permanece pouco conhecida. Uma vez que o genoma desses animais é relativamente 

conservado quanto à estrutura e função, é plausível pensar que as variações 

morfofuncionais resultem, em grande parte, da expressão diferencial de genes e seus 

reguladores. MicroRNAs (miRNAs) são pequenos RNAs não codificantes com importante 

função na regulação gênica pós-transcricional. Essas moléculas reconhecidamente atuam 

nosmais variados processos biológicos, incluindo as vias de biogênese e manutenção 

cardíaca. Contudo, até o momento, são escassos os dados disponíveis que tratam do 

impacto da atividade de miRNAs no desenvolvimento e evolução do coração de 

vertebrados. No presente estudo, com o objetivo de gerar novos conhecimentos acerca 

da base molecular da variabilidade fenotípica do coração, foi realizada a caracterização e 

análise comparativa das assinaturas de expressãodo conjunto total de miRNAs no 

coração de espécies representativas dos cinco grandes grupos de vertebrados. Para isso, 

os transcritos de miRNAs de amostras detecido cardíaco de 13 espécies distintas foram 

investigados por RNA-seq e detalhadamente analisados por bioinformática. Como 

resultado, foi verificada a expressão conservada de 32 miRNAs em todas as 13 espécies 

analisadas, indicando a atuação de forças seletivas mantenedoras sobre essas moléculas 

reguladoras, cuja importância biológica se manifesta independentemente do tempo de 

divergência filogenética que separa esses organismos. Adicionalmente, a análise de 

ontologia gênica revelou que todos os 32 miRNAs conservados possuem funções 

relacionadas ao desenvolvimento e ritmo cardíaco, características primordiais para 

explicar a evolução diferencial da morfologia cardíaca. Além disso, analisou-se o papel do 

miR-129 na regulação da expressão do gene Bmp4, importante para o desenvolvimento 

cardíaco, verificando-se a potencial interação entre essas moléculas in vivo em embriões 

de zebrafish. Análises funcionais entre o miR-129 e os fatores Tbx, que estão em 

andamento, irão contribuir significativamente para a elucidação da participação desse 

miRNA no tecido cardíaco no genoma de vertebrados. 
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ABSTRACT 

In vertebrates, heart is the first organ to form in the embryo and all subsequent events in 

the life of an organism depend on its function. Heart has acquired distinct morphological 

traits during vertebrate evolution, which leaded to distinct morphology traits in the living 

species. However, the molecular mechanisms that drive the differential morphology 

among these species remain uncharted. Taking into consideration the higher level of 

conservation of the genome among these species, we can infer that the differential 

expression of genes and regulators lead to the distinct pattern of heart morphology. 

MicroRNAs (miRNAs) are small molecules with an important role upon post-transcriptional 

regulation. These molecules have been shown essential for several cellular processes in 

vertebrates, including cardiac biology, but little is known about the roles of these small 

molecules in the development and evolution process of vertebrate‟s heart. In the present 

study, we characterized the global expression of miRNAs in the heart of species from the 

five vertebrate groups, (fish, amphibians, reptiles, birds and mammals) and performed an 

evolutionary comparative analysis of miRNA expression signatures in order to bring novel 

insights about the molecular basis of heart phenotypic variability. RNA-seq was used to 

characterize miRNA expression profiles in the heart of 13 vertebrate species and deeply 

analyzed using bioinformatics. We found 32 miRNAs with conserved expression to all 13 

species analyzed, indicating a conserved pathway of these miRNAs despite of the large 

divergence times isolating these organisms. GO analysis from 32 miRNAs in the human 

genome revealed that conserved miRNAs has functions on heart development and 

contraction rate, traits considered crucial for the differential morphology of the heart 

observed from fish to mammals. Furthermore, we validate the molecular interaction 

between miR-129 and Bmp4, important gene for the heart development. Moreoever, the 

functional analysis of interaction between miR-129 and Tbx factors will help elucidate the 

biological importance of miR-129 along heart development in vertebrates. 
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1. REVISÃO DA LITERATURA 

1.1. O desenvolvimento cardíaco em vertebrados 

O coração é um órgão que possui a função de bombear o sangue por todo o 

sistema cardiovascular através de sucessivos movimentos de contração. Esse 

órgão é constituído por três camadas: o endocárdio, o miocárdio e o epicárdio (Xin 

et al., 2013; Figura 1). O epicárdio é a camada mais externa do coração e é uma 

delgada lâmina composta por tecido conjuntivo denso revestido externamente por 

epitélio pavimetnoso simples. O endocárdio é a camada mais interna do coração 

sendo composta por célula epitelial pavimentosa simples. O miocárdio é a camada 

responsável pelo movimento de contração e é constituída por fibras musculares 

estriadas cardíacas (revisado por Xin et al., 2013). 

 

 

Figura 1. Coração e as três camadas cardíacas. 

 

O coração é o primeiro órgão a se formar e iniciar sua função no embrião, 

sendo que todos os eventos subsequentes na vida do organismo dependem de seu 

funcionamento (Olson, 2004). Nesse sentido, qualquer evento que desencadeie 
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uma má-formação congênita do coração pode resultar em doenças e até na morte 

do embrião (Olson, 2006). 

Evolutivamente, o coração sofreu modificações morfológicas marcantes nos 

diferentes grupos de vertebrados. Acredita-se na hipótese de que estas 

modificações sejam decorrentes da adaptação a um estilo de vida mais complexo 

associado à saída da água para a vida na terra, ao aumento corpóreo, à 

característica endotérmica e ao aumento da demanda energética (revisado por 

Olson, 2006; ver Figura 2). Assim, o tecido muscular cardíaco do ancestral comum 

dos vertebrados, possivelmente representado pelo coração do Amphioxus, se 

assemelhava a uma artéria que com movimentos peristálticos distribuía o sangue 

através de um fluxo com baixa pressão (Simões-Costa et al., 2005). A partir deste 

ponto, um coração constituído por um átrio e um ventrículo surgiu posteriormente no 

grupo dos peixes onde o fluxo sanguíneo percorre as brânquias, para aquisição de 

oxigênio, e, então, os vasos sistêmicos, para a distribuição de oxigênio (Burggren et 

al., 2010). Uma circulação pulmonar com uma parcial divisão intracardíaca do 

sangue pulmonar e do sangue sistêmico surgiu em alguns grupos de peixes (ex., 

pulmonados; Dipnoi), se desenvolveu nos anfíbios e, principalmente, em répteis, 

onde se detectam divisões parciais do ventrículo (Jensen et al., 2010). Aves e 

mamíferos desenvolveram, independentemente, a característica endotérmica e um 

ventrículo completamente septado. Esse ventrículo completamente septado permitiu 

um aumento da pressão sanguínea e do batimento cardíaco, o que, acredita-se que 

tenha propiciado a manutenção da característica endotérmica, devido à alta 

necessidade energética nesses grupos (Lillywhite et al., 1999).  
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Figura 2. Morfologia cardíaca típica dos vertebrados. Grupos grafados em cor 
azul são ectotérmicos. Grupos grafados em cor vermelhasão endotérmicos. A – 
átrio; V – ventrículo. 

 

Apesar de o coração apresentar características morfológicas distintas entre 

os grupos, os eventos iniciais no desenvolvimento cardíaco possuem um padrão 

ontogenético conservado entre os vertebrados (revisado por Olson, 2006). 

O desenvolvimento do coração tem origem a partir do disco embrionário, 

onde células da mesoderme lateral-anterior migram para a região ventral para 

formar o tubo cardíaco, o qual inicia um processo de giro formando um coração 

tubular em “S” (Moore e Persaud, 2004). Após esse processo, tem início a fase de 

compartimentação cardíaca, onde ocorre a diferenciação entre átrio e ventrículo, 

cuja morfologia final aumenta em complexidade de acordo com a complexidade da 

espécie (revisado por Jensen et al., 2013). Ou seja, morfologicamente, o coração de 

espécies basais se assemelha ao formado durante etapas iniciais do 

desenvolvimento cardíaco de espécies fisiologicamente mais complexas (Franco et 



 

|4| 

 

Nachtigall, P. G. 

al., 2002; Icardo, 2006; Kohiba-takeushi et al., 2009). Além disso, padrões 

ontogenéticos bastante similares quanto à atividade elétrica cardíaca foram 

observados entre espécies pertencentes a vários grupos de vertebrados 

(Christoffels et al., 2010). 

Adicionalmente, diversos estudos trouxeram evidências de que essa 

conservação fisiológica se estende aos mecanismos moleculares responsáveis pelo 

desenvolvimento cardíaco (Moorman et al., 2003; Afouda e Hoppler, 2009; Grimes e 

Kirby, 2009; Bakkers, 2011). Por exemplo, vários genes, tais como Bmp4, Nkx2.5, 

Mef2c, Hand, Gata4, Pitx2 e os fatores Tbx, tiveram sua expressão e funcionalidade 

detectada em etapas cruciais ao longo do desenvolvimento cardíaco em peixes, 

anfíbios, répteis e mamíferos (Bruneau, 2002; Franco e Campione, 2003; Jensen et 

al., 2013). Estes estudos trouxeram indícios para a formulação de uma rede 

regulatória conservada e responsável pelo controle do desenvolvimento cardíaco 

em vertebrados. 

 

1.2. Rede regulatória do desenvolvimento cardíaco 

O desenvolvimento e formação de órgãos é resultado de passos específicos 

de regulação gênica que dirigem o destino celular e organizam tipos celulares 

especializados em uma unidade tri-dimensional complexa em estrutura e função. 

Estudos dos elementos genéticos relacionados ao desenvolvimento cardíaco em 

vertebrados revelaram um padrão evolutivamente conservado nas vias regulatórias, 

constituindo conexões funcionais entre fatores transcricionais miogênicos, seus 

alvos e genes de sinalização que dirigem o destino de células cardíacas, 

diferenciação e morfologia cardíaca (Cripps e Olson, 2002). Análises comparativas 

dos genes que regulam o desenvolvimento cardíaco e seus elementos cis-
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reguladores demonstram a conservação das vias genéticas que dirigem a 

cardiogênese (Olson, 2006). 

O desenvolvimento cardíaco é governado por um conjunto de fatores 

transcricionais conservados (Nkx, Mef2, Gata, Tbx e Hand) que controlam o destino 

de células cardíacas, a expressão de genes codificadores de proteína e a 

morfologia de estruturas cardíacas, sendo, assim, considerados reguladores-chave 

desse processo (Figura 3). Estes fatores transcricionais também regulam a 

expressão de genes que servem como estabilizadores da rede regulatória do 

sistema cardíaco (Cripps e Olson, 2002; Bruneau, 2002; Buckingham et al., 2005). 

Além disso, sabe-se que outros fatores transcricionais contribuem para o processo 

de cardiogênese auxiliando esses reguladores-chave (Boogerd et al., 2009). 

Nos últimos anos, entretanto, além da análise de fatores transcricionais e 

interações proteína-proteína, os estudos com RNAs não-codificadores têm adquirido 

uma importância cada vez maior devido às suas funções regulatórias. Dentre os 

diversos tipos de RNAs não-codificadores conhecidos, os genes de miRNA têm sido 

reconhecidos como reguladores em diversos processos do desenvolvimento animal, 

inclusive do desenvolvimento cardíaco (Giraldez et al., 2005; Wienholds et al., 2005; 

Darnell et al., 2006; Olson, 2006). Entretanto, estudos integrando os miRNAs nas 

redes regulatórias da fisiologia cardíaca ainda são escassos. 
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Figura 3. Rede regulatória conservada do desenvolvimento cardíaco. No 
exemplo estão os reguladores-chave (ex.: Nkx), os reguladores auxiliares (ex.: 
Smad) e as proteínas funcionais do tecido cardíaco (em preto). Imagem 
modificada de Erwin e Davidson (2009). 

 

 

1.3. Características gerais dos microRNAs 

1.3.1. Biogênese e mecanismo de ação 

A biogênese de um miRNA começa com a síntese de um longo transcrito 

primário conhecido como pri-miRNA (~110pb). Os pri-miRNAs são transcritos pelas 

RNAs polimerase II ou III (Lee et al., 2003; Cai et al., 2004; Kim, 2005; Borchert et 

al., 2006), possuem uma estrutura de hairpin (“grampo de cabelo”), que é essencial 

para o reconhecimento das enzimas de processamento de miRNAs. No núcleo, o 

pri-miRNA é processado para pré-miRNA (~70pb), pela ação da enzima Drosha 

(Landthaler et al., 2004; Zeng e Cullen, 2005; Han et al., 2006). A Drosha reconhece 

e cliva as extremidades de pequenas estruturas de RNA em forma de hairpin 

formadas durante o processo de transcrição (Lee et al., 2006). Após o 

processamento nuclear, cada pré-miRNA, é exportado para o citoplasma através da 
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proteína Exportin-5 (Lund et al., 2004), que realiza o transporte de pequenos RNAs 

em forma de hairpin do núcleo para o citoplasma (Yi et al., 2003). O pré-miRNA é 

reconhecido pela enzima Dicer que cliva a região do loop, resultando em uma 

molécula de dupla fita de RNA (dsRNA; ~22pb). Esse processo recruta proteínas da 

família argonauta (Ago) para formar o complexo de silenciamento induzido por RNA 

(RISC) (Kim et al., 2009). O RISC se liga a uma das duas fitas do dsRNA para gerar 

o miRNA maduro (miR canônico ou miR-5p), que atua na regulação de um RNAm 

alvo (Krutzfeldt et al., 2006), enquanto a outra fita (miR* ou miR-3p) é degradada ou 

também pode formar outro RISC e realizar a regulação de outro RNAm alvo (Rand 

et al., 2005; Yang et al., 2011). 

Uma via alternativa de processamento de miRNAs independente do 

processamento pela Drosha foi descrita. Nessa via, o pré-miRNA é, 

constitutivamente, o intron completo de um gene. O processamento para pré-miRNA 

ocorre pela maquinaria de splicing celular. Esses miRNAs que não necessitam da 

ação pela enzima Drosha são chamados de miRtrons (Okamura et al., 2007; Ruby 

et al., 2007). 

Geralmente, o complexo miRISC (miRNA + RISC) interage com sítios 

ligantes da região 3'-UTR do RNAm alvo (Lim et al., 2005; Lee e Dutta, 2009), 

embora alguns poucos miRNAs descritos realizem o pareamento na região 5‟-UTR 

(Bari et al., 2006). A interação entre o RNAm alvo e o complexo miRISC ocorre 

devido à complementaridade total ou parcial de uma seqüência de 5-7 nucleotídeos 

(região “seed”) do miRNA e do RNAm alvo (Sen e Blau, 2005; Lee e Dutta, 2009). A 

partir de algoritmos desenvolvidos para predição de alvos de miRNAs, estima-se 

que cada miRNA possa se ligar a muitos RNAs mensageiros, e que os RNAs 
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mensageiros podem ter sua estabilidade ou tradução regulada por mais de um 

miRNA (Doench et al., 2004; Brennecke et al., 2005). 

 

1.3.2. Nomenclatura e organização genômica 

Os miRNAs são nomeados como miR- mais números (ex: miR-133), 

entretanto, existem algumas exceções. Os miRNAs de sequências similares são 

geralmente distinguidos por uma letra adicional seguida do número (ex: miR-133a). 

Um miRNA com uma sequência madura idêntica pode aparecer em diferentes locus 

genômicos com diferentes sequências precursoras. Nesses casos, os diferentes 

genes de miRNAs são usualmente distinguidos por outro número adicional no final 

da sequência (ex: miR-133a-1). Além disso, para se determinar de qual espécie 

aquele miRNA pertence, adiciona-se a primeira letra no gênero seguido das duas 

primeiras letras da espécie no início da sequência do nome (ex: dre-miR-133a-1). 

No caso, o nome dre-miR-133a-1 indica que estamos referenciado o gene de 

miRNA miR-133a presente no locus genômico um da espécie Danio rerio 

(zebrafish). 

Estudos iniciais mostraram que o let-7 é um miRNA conservado as entre 

espécies (Reinhart et al., 2000). Dados subsequentes descreveram a existência de 

um número variável de cópias parálogas desse miRNA em diversas espécies de 

metazoários (Pasquinelli et al., 2000; Griffiths-Jones, 2006; Thatcher et al., 2008). O 

mapeamento da sequência precursora do let-7 e sua localização genômica em 

múltiplas espécies forneceu um insight inicial na descoberta de miRNAs utilizando 

ferramentas genômicas. Além disso, essas análises demonstraram a conservação 

da sequência do pré-let-7, auxiliando na compreensão da estrutura secundária de 
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moléculas de RNA necessárias para o processamento de pré-miRNAs em miRNAs 

maduros. 

Concomitantemente à descoberta dos primeiros miRNAs, houve avanços 

significativos nas tecnologias de seqüenciamento de ultima geração e algoritmos de 

predição de genes, resultando no atual registro de mais de 28141 miRNAs de 193 

espécies, sendo aproximadamente 50% de vertebrados (miRBase versão 21 - 

agosto 2014; Griffths-Jones et al., 2008). 

De modo geral, os miRNAs são abundantes e altamente conservados entre 

os vertebrados estudados (Heimberg et al., 2008). Diversos exemplos de 

conservação da composição nucleotídica dos genes de miRNA e de funções dos 

transcritos gerados foram detectadas entre zebrafish, ratos e humanos, para os 

quais são conhecidos cerca de 250, 680 e 1900 miRNAs, respectivamente 

(Mansfield et al., 2004; Pearson et al., 2005; Tanzer et al., 2005; Woltering e 

Durston, 2008). 

A existência de muitos genes de miRNAs conservados compartilhados por 

diversos grupos de vertebrados sugere sua participação em processos celulares e 

ontogenéticos vitais comuns a esses organismos (Heimberg et al., 2010). Como 

consequência, o conhecimento gerado a partir da análise de miRNAs conservados 

isolados de espécies de peixes, por exemplo, pode ser utilizado em inferências 

evolutivas e extrapolado para os demais grupos de vertebrados, inclusive humanos. 

Em contrapartida, diversos miRNAs não conservados (i.e., "linhagem-

específicos") foram também detectados em peixes, aves, répteis e mamíferos. 

Acredita-se que esses miRNAs evolutivamente divergentes poderiam desempenhar 

um papel no estabelecimento e manutenção da diversidade fenotípica entre os 
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diferentes grupos de organismos (Plasterk et al., 2006; Sempere et al., 2006; Xia et 

al., 2011). 

Essas características inerentes aos miRNAs os tornam elementos eficientes 

para determinação de vias específicas envolvidas em diversos processos biológicos 

(Esau et al., 2006). 

 

1.4. MicroRNAs no tecido cardíaco 

Alguns miRNAs são especificamente e/ou altamente expressos no tecido 

muscular estriado (van Rooij et al., 2008). Destes, muitos foram descritos como 

importantes reguladores do desenvolvimento cardíaco (van Rooij et al., 2007; Callis 

e Wang, 2008; Small et al., 2010; Cao et al., 2012). Esses miRNAs foram validados 

por experimentos in silico (Lin et al., 2014), in vitro em células cardíacas de 

camundongo e humano (Ivey et al., 2008; Shan et al., 2010; Hosoda et al., 2011; 

Sluijter et al., 2011; Synnergren et al., 2011), e in vivo em camundongo e galinha 

(Zhao et al., 2005; Darnell et al., 2006; Liu et al., 2008; Qian et al., 2011). 

Particularmente, os miRNAs miR-1, -133, -208 e -499 possuem reconhecida 

função no tecido cardíaco em desenvolvimento e em adultos. Sabe-se que esses 

miRNAs estão envolvidos na homeostasia, regeneração, diferenciação, apoptose e 

doenças (van Rooij et al., 2009; Sayed e Abdellatif, 2011). Somado a isso, outros 

miRNAs expressos (e.g., miR-21, -29, -30, -130 e -199) mas não exclusivos do 

músculo cardíaco, também estão envolvidos direta ou indiretamente no 

desenvolvimento e diferenciação desse órgão (Sayed e Abdellatif, 2011; Ketley et 

al., 2013). Entretanto, a maioria desses estudos foi realizada em aves e mamíferos. 

Em peixes, os poucos estudos sobre miRNAs no músculo cardíaco são 

restritos à zebrafish. Estes estudos realizaram uma análise funcional dos miRNAs 
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miR-23, -138, -143 e -218 no desenvolvimento cardíaco (Morton et al., 2008; 

Deacon et al., 2010; Fish et al., 2011; Lagendijk et al., 2011; Chiavacci et al., 2012), 

enquanto um único estudo investigou o envolvimento do miR-133 na regeneração 

cardíaca em indivíduos adultos (Yin et al., 2012). 

Nesse sentido, a investigação dos miRNAs especificamente ou altamente 

expressos no músculo cardíaco pode contribuir para a compreensão da base 

molecular de vias regulatórias evolutivamente conservadas relacionadas à 

manutenção das características morfofisiológicas particulares do tecido cardíaco em 

vertebrados. Esses estudos podem também trazer subsídios para investigações 

direcionadas à análise da desregulação da expressão de miRNAs e doenças 

cardíacas associadas. 

 

1.5. Genômica funcional  

Os recentes avanços nas tecnologias de sequenciamento em larga escala e 

as novas metodologias de bioinformática para análise dos dados, facilitaram e 

resolução de genomas inteiros em pouco tempo (Mardis, 2011).  

Embora esta abordagem genômica tenha grande potencialidade para estudos 

comparativos e de anotação gênica, ela não propicia a completa elucidação de vias 

e processos biológicos (Hass et al., 2008). Isso porque diferentes tecidos e tipos 

celulares, embora possuam o mesmo genoma, podem apresentar padrões 

transcricionais completamente distintos. Dessa maneira surgiu a área de estudos de 

genômica funcional, que têm por definição compreender e elucidar a função dos 

genes e suas relações para determinação de um fenótipo específico (Hass et al., 

2008). Os estudos de genômica funcional são caracterizados por abordagens que 

geralmente envolvem métodos em larga escala. Assim, o desenvolvimento de 
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técnicas de sequenciamento dos transcritos de RNA (transcriptoma) em larga escala 

(RNA-seq) permite uma análise mais fidedigna acerca da parcela do genoma 

funcionalmente ativo nos mais diversos tecidos e tipos celulares dos diferentes 

organismos (Schunter et al., 2014; Staiger et al., 2015). 

Dentre as metodologias de RNA-seq disponíveis, o sequenciamento de 

pequenos RNAs surgiu como uma poderosa estratégia para identificar e quantificar 

miRNAs. Por permitirem análises em larga escala, essas tecnologias facilitaram a 

descoberta de novos miRNAs, mesmo os espécie-específicos e de reduzida 

expressão, em diversos organismos pertencentes aos mais diversos táxons 

(Berezikov, 2011). Assim, esta abordagem propiciou um salto para a caracterização 

de todo o miRNoma em diferentes tecidos de diferentes espécies (revisado em 

Berezikov, 2011), auxiliando na compreensão detalhada sobre a estrutura e 

funcionalidade dos genomas e de suas variadas vias regulatórias em diversos 

processos biológicos. 

Além disso, a comparação direta do conjunto de miRNAs expressos em um 

mesmo tecido em diferentes espécies permite a identificação de vias regulatórias 

conservadas em grupos filogeneticamente distintos (Sudmant et al., 2015). A 

presença de tais vias conservadas, mesmo sob ação da seleção natural, indica a 

participação dos miRNAs em mecanismos básicos nesses organismos., Essa 

abordagem comparativa ainda permite extrapolações e demonstra a potencialidade 

do uso de espécies modelo não-humanas para validação de processos biológicos 

ontogenéticos comuns aos vertebrados. 
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1.6. Validação da interação miRNA-alvo 

A abordagem de genômica funcional por RNA-seq, representa um importante 

passo para a identificação do miRNoma de um órgão de uma determinada espécie. 

Entretanto, esse tipo de análise não é assertivo o suficiente para se identificar e 

validar a função específica de um miRNA em uma via biológica. Dessa forma, 

estratégias experimentais de genética reversa foram estabelecidas para a análise 

da função de miRNAs específicos e seus alvos em variados tecidos e etapas do 

desenvolvimento. 

Uma abordagem amplamente utilizada nos estudos funcionais de miRNAs é 

o tratamento de amostras com inibidores e mimetizadores de miRNA e a 

observação das alterações fenotípicas resultantes. Em outras palavras, este tipo de 

análise funcional permite estabelecer a conexão entre miRNAs e efeitos fenotípicos 

específicos no organismo. 

Juntamente a isso, a validação da interação entre um miRNA e seu alvo tem 

sido realizada com sucesso a partir da utilização de vetores ou cassetes de 

expressão contendo genes repórteres fluorescentes (e.g., GFP) e a sequência 

3‟UTR do RNA mensageiro alvo de interesse (Kloosterman et al., 2007; Thatcher et 

al., 2008b; Pase et al., 2009; Staton et al., 2011). Essa análise consiste em se 

verificar a expressão do GFP na presença e ausência do miRNA em questão. Se o 

miRNA está presente, espera-se não relatar a expressão do GFP, e se o miRNA 

está ausente espera-se que a expressão de GFP esteja ativa. Assim, essa união de 

dados, permite confirmar a interação miRNA-alvo. 

A combinação de ambas as técnicas nos permitem inferir a funcionalidade de 

um miRNA e seus alvos em um determinado processo biológico, tanto in vitro, 

utilizando-se cultura de células, quanto in vivo, utilizando-se embriões de animais. 
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Destaca-se a utilização de embriões de zebrafish para realização das análises 

funcionais de validação da interação miRNA-alvo. 

 

1.7. O zebrafish para estudos funcionais de miRNA 

Diversos estudos têm utilizado a espécie Danio rerio, conhecido como 

zebrafish ou paulistinha, como organismo modelo para auxiliar na compreensão de 

diversos processos biológicos do desenvolvimento (Liu e Stainier, 2012). Essa 

espécie possui diversas vantagens para o estudo do desenvolvimento cardíaco, a 

saber: (1) embrião transparente: o desenvolvimento externo do zebrafish permite 

uma visualização não-invasiva de qualquer tecido a ser analisado (Beis e Stainier, 

2006); (2) o embrião não necessita do sistema cardiovascular durante o 

desenvolvimento para suprir suas necessidades de oxigênio, assim, mesmo 

embriões com mutações críticas no tecido cardíaco podem sobreviver e continuar a 

se desenvolver normalmente, permitindo analisar o fenótipo final obtido (Liu e 

Stainier, 2012); (3) genoma sequenciado e alta similaridade com o genoma humano 

(Howe et al., 2013); (4) conservação nos mecanismos moleculares responsáveis 

pelo desenvolvimento cardíaco, apesar da diferença morfológica distinta entre os 

vertebrados; (5) fácil aplicação de técnicas moleculares como transgenia, 

transplante de células e experimentos funcionais, tanto para genes codificadores de 

proteína quanto para genes não-codificadores de proteína; (6) baixo custo e fácil 

manipulação para se manter em biotério; e (7) rápida taxa de desenvolvimento. 

Estas particularidades tornaram o zebrafish um modelo robusto e de baixo custo 

(Wienholds et al., 2005; Giraldez et al., 2006; Mishima et al., 2009). Além disso, as 

etapas do desenvolvimento e os respectivos fenótipos padrão (i.e., normais) de 
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cada etapa encontram-se muito bem caracterizados em zebrafish (Kimmel et al.,  

1995; Miura e Yelon, 2011; Asnani e Peterson, 2014). 

Assim, a análise funcional da interação de miRNA-mRNA alvo in vivo 

utilizando-se zebrafish como organismo modelo apresenta grande potencial para 

responder questões fundamentais do desenvolvimento cardíaco de vertebrados. 
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5. CONCLUSÃO FINAL 

O presente estudo demonstra que a análise genômica funcional comparativa 

de miRNAs por RNA-seq somado às análises de bioinformática é bastante 

informativa para a compreensão da rede regulatória cardíaca em vertebrados. 

O amplo conjunto de dados de miRNoma analisados mostram a prevalência 

de um grupo seleto de miRNAs, filogeneticamente conservados, e que, 

potencialmente, regulam genes previamente descritos como críticos e cruciais para 

o adequado desenvolvimento e manutenção da morfofisiologia do coração de 

vertebrados. 

Experimentos funcionais, utilizando o modelo biológico zebrafish, reveleram-

se eficientes para confirmação da interação miRNA-alvo. Até o momento, nossos 

dados revelaram a ligação entre o miR-129 e o Bmp4. Indicando uma regulação 

efetiva desse miRNA sobre o gene Bmp4 e a funcionalidade desse miRNA na 

regulação do desenvolvimento cardíaco. 

A soma de todos os dados adquiridos confirmam a ação de miRNAs na rede 

regulatória cardíaca e que o conhecimento dessas interações podem gerar 

importantes subsídios para a compreensão da regulação de miRNAs no 

desenvolviemtno e homeostasia cardíaca. Além disso, os dados podem ser 

integrados à redes regulatórias de doenças cardíacas e extrapolados para a 

possível utilização desses miRNAs em tratamentos por terapia gênica.  
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