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RESUMO

MicroRNAs (miRNAs) constituem uma classe de pequenos RNAs ndo codificadores de 17 a
25 nucleotideos de comprimento envolvidos em uma grande variedade de processos celulares.
Os microRNAs regulam a expressdo génica pdés-transcricionalmente, primariamente pela
associacdo com a regido 3' e/ou 5’ ndo traduzida (3' UTR, 5° UTR) de seus RNAs
mensageiros alvos geralmente reprimindo e, em alguns casos, estimulando a traducdo.
Atualmente, embora o0 nimero de genes relacionados com o desenvolvimento de doengas
musculares aumente a cada ano, as vias moleculares envolvidas permanecem pobremente
compreendidas. Porém, estudos recentes demonstram a importancia da regulacdo mediada por
microRNAs em diversos processos bioldgicos e em algumas doengas do musculo esquelético.
A Insuficiéncia cardiaca (IC) ¢ uma sindrome clinica associada a disfuncdo cardiaca,
diminuicdo da expectativa de vida e intolerancia aos exercicios fisicos. Essa intolerancia
aos exercicios fisicos, bem como a reducdo da atividade locomotora, estdo associados aos
principais sintomas dos pacientes com IC: a fadiga e a fraqueza muscular. Esse fendbmeno
é decorrente, em parte, da mudanga no metabolismo de oxidativo para glicolitico e da
presenca de atrofia e alteragdes nos tipos de fibras musculares. Nesse estudo, analisamos a
expressao de 303 microRNAs no musculo séleo da ratos Wistar macho com IC induzida por
monocrotalina (60 mg/kg). O musculo s6leo dos animais com IC apresentaram uma alteracao
na expressdo relativa de 19 microRNAs, com diminuicdo na expressdo de 05 microRNAS (<
50%; P<0,05) e aumento na expressdo de 14 microRNAs (> 150%; P<0,05) quando
comparado com o grupo controle. Nossos dados mostram que 0s miRNAs miR-29b, miR-27a-
5p, miR-434-3p, miR-539, mMiR-489, miR-214, miR-632 e miR-146b sdo regulados na
miopatia esquelética que ocorre na insuficiéncia cardiaca, sugerindo que essas moléculas
possam atuar como modulares desse processo. Em destaque temos 0os microRNAs miR-29,
miR-214 e 0 miR-489 que fornecem valiosas informacgdes sobre importantes vias de células
musculares esqueléticas, como a NF-kB-YY1-miR-29 e a regulagdo da proteina Ezh2 pelo
miR-214, e 0 miR-489 atuando na manutengdo da quiescéncia de células tronco musculares
com repressdo do oncogene Dek. Os demais microRNAs seguem sob analise de
bioinformética para correlacdo com vias celulares importantes no musculo esquelético nessa

condicéo.



ABSTRACT

MicroRNAs (miRNAs) are small (~17-25 nt) non-coding RNAs regulating mRNAs
involved in various biological processes, including the pathophysiology of striated muscles.
miRNAS suppress gene expression through their complementarity to the sequence of one or
more mMRNAs, usually at a site in the 3’ untranslated region. The formation of an miRNA—
target complex results either in inhibition of protein translation or in degradation of the
MRNA transcript. There is no doubt that the formation, maintenance, and physiological and
pathophysiological responses of skeletal muscles, with all their complex regulatory circuits,
are subject to regulation by non-coding RNAs. Heart failure (HF) is characterized by a
skeletal muscle myopathy with increased expression of fast myosin heavy chains (MyHCs)
and atrophy. The skeletal muscle-specific molecular regulatory mechanisms controlling
MyHC expression during HF have not been described and microRNAs may be related to
these alterations. Using RT-qPCR TagMan Low Density Arrays, we measured the expression
of 303 microRNAs in soleus skeletal muscle from Wistar rat with monocrotaline (60 mg/kg)-
induced HF. RNA isolated from soleus muscle of rat with HF showed increased expression of
14 microRNAs (> 150%; P<0,05) compared with controls. Similarly, HF-induced atrophy
were accompanied by reduced expression of 05 microRNAs (< 50%; P<0,05). Interestingly,
we outline the miRNAs miR-29, miR-214, and miR-489 that have been found to be
dysregulated in diseases associated with skeletal muscle or are changed during muscle
adaptation. These microRNAs are involved in important molecular pathways such as the NF-
kB-YY1-miR-29 regulatory circuit, the miR-214 and Ezh2 regulatory loop, and the

posttranscriptional suppression of oncogene oncogene Dek by the miRNA-489.
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1. REVISAO DA LITERATURA

1.1. Insuficiéncia Cardiaca

A Insuficiéncia Cardiaca (IC) é uma sindrome caracterizada por uma incapacidade do
coracdo de preencher e/ou ejetar a quantidade de sangue adequada para as necessidades
metabdlicas do corpo; constitui uma condicdo patoldgica complexa e progressiva que envolve
fatores ambientais e hereditarios *2. Paralelamente a esta complexidade, o organismo dispde
de mecanismos compensatorios para atenuar o deficiente bombeamento de sangue: reagdo
hemodinamica de defesa que visa manter a pressdo de perfusdo de 6rgdos nobres e 0 débito
cardiaco; resposta inflamatéria onde o coracdo e outros Orgdos parecem atuar como Sse
estivessem agindo a um agentes estranhos; e resposta hipertréfica com remodelagem
ventricular’. Tais mecanismos, inicialmente benéficos, manifestam-se como nocivos
posteriormente contribuindo para a deterioracdo progressiva dos cardiomidcitos em
sobrecarga®. Esta dualidade também é observada na terapéutica farmacolégica da IC, pois
muitos dos farmacos que melhoram os sintomas a curto prazo podem agravar o prognostico a
longo prazo e vice-versa®. A IC configura uma doenca com incontestavel impacto nas
sociedades atuais pelas elevadas taxas de mortalidade e morbilidade a que esté associada®. Daf
decorre a importancia da compreensdo da fisiopatologia desta sindrome a qual pode colaborar

para o seu tratamento®.

1.2. Epidemiologia da Insuficiéncia Cardiaca

A prevaléncia da IC estd entre 2 e 3 % da populacdo ocidental e aumenta
consideravelmente em pessoas de 70-80 anos de idade, perfazendo entre 10% e 20% da
populagéo 158 A incidéncia de IC acendeu mais de 150% nas duas Gltimas décadas e o
numero de pacientes com essa sindrome continua aumentando em funcdo do desenvolvimento
farmacologico, terapéutico e de técnicas e estratégias cirurgicas que melhoram a
sobrevivéncia ap6s infarto agudo do miocardio e outras condicdes cardiovasculares ’. Grande
parte dos esfor¢cos no estudo de doencas cardiovasculares estd focada no ventriculo esquerdo,

contudo essa perspectiva toma rumo adicional quando observamos que aproximadamente
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30% dos casos de IC estdo relacionados a faléncia do ventriculo direito (VD), e que a causa
predominante de ambito pés-transplante cardiaco é em funcéo da insuficiéncia do VD 8. Na
Europa, existem pelo menos 15 milhGes de pacientes com IC e a prevaléncia de disfuncéo
ventricular assintomatica € semelhante, portanto, a IC ou disfuncdo ventricular assintomatica
esta presente em aproximadamente 4% da populagdo europeia °. Os Estados Unidos possuem
aproximadamente 5 milhGes de pacientes com IC e mais de 550.000 novos casos S&o
diagnosticados a cada ano % Os dados epidemiolégicos da sindrome no Brasil s&o
semelhantes aos encontrados nos paises desenvolvidos; conforme dados publicados pelo
Ministério da Saude, a IC encontra-se entre as principais causas de internacdo do Sistema

Unico de Saude °.

1.3. Fisiopatologia da Insuficiéncia Cardiaca

Diversos fatores podem desencadear lesdes no coracdo e, consecutivamente, com o
tempo levar a insuficiéncia cardiaca®'®. Dentre esses fatores temos tabagismo, obesidade,
diabetes, idade, sexo, sedentarismos, alcoolismo entre outros*'*. Uma vez ocorrido o dano ao
coragdo, 0 mesmo terd uma diminuicdo do débito cardiaco e isso resultard no
desencadeamento de diversos mecanismos buscando restabelecer a perfusdo tecidual
comprometida®?. Primeiramente ocorre disfuncdo dos reflexos cardiovasculares, o que leva
ativacdo adrenérgica exacerbada que apresenta, como consequéncia, uma vasoconstricdo, com
aumento na resisténcia periférica'’. Essa liberacdo exacerbada resulta na ativacio de diversos
mecanismos neuro-humorais que tentardo restabelecer o débito cardiaco comprometido®

(Figura 01). Os principais mecanismos sao apresentados a seguir.
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Figura 01: Viséo geral integrada dos diferentes mediadores na fisiopatologia da

insuficiéncia cardiaca (fonte: Seixas-Cambéao, M, 2009)*.

a) Sistema Nervoso Simpatico

Como efeito imediato, a ativacdo do sistema simpético, resulta no aumento da
contratilidade miocéardica, da frequéncia cardiaca, e da resisténcia periférica, visando
melhorar o débito cardiaco e redistribuir melhor o fluxo sanguineo™®. A principio, essa ac&o é
benéfica, contudo, apresenta elevado custo, com aumento do gasto energético das fibras
cardiacas e aumento da pds-carga, sobrecarregando ainda mais 0 ventriculo ja

1415 Consequéncia dessa sobrecarga, ocorre a hipertrofia das fibras

comprometido
miocardicas e isquemia (aumento do gasto de energia), o que favorece o aparecimento de
arritmias, piorando ainda mais o estado do coragéolG. Com o decorrer do tempo, had uma
diminui¢do no numero e na sensibilidade dos receptores B1-adrenérgicos do miocardio®,
levando uma resposta contratil menor, além de induzir a producdo aumentada de citocinas

pro-inflamatorias, como fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), € as interleucinas-1 (IL-1) e a



interleucina-6 (IL-6), as quais contribuem para decréscimo maior da contragdo do coragéo,

aumentando as cameras ventricular e piora da IC***®,

b) Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona

A diminuicao do débito cardiaco resulta na liberagdo aumentada de renina pelo aparelho
justaglomerular, ele age sobre o substrato de angiotensinogénio, levando a producdo de uma
substancia inerte sob o ponto de vista da vasoacfo, a angiotensina 1'°. Esse peptideo é
processado pela enzima conversora de angiotensina (ECA), transformando-se em
angiotensina 11, que é um potente vasoconstritor'*?°. A angiotensina Il também é produzida
no coracdo, pulmdes e endotélio vascular, levando a vaso constri¢do, redistribuindo o fluxo
sanguineo, contudo aumentando muito a resisténcia periférica, o que dificulta mais a acdo do
ventriculo esquerdo®. Paralelamente, a angiotensina Il estimula a producdo de aldosterona
pela supra-renal, levando a retencdo de sédio e agua, elevando a volemia e intensificando o
retorno venoso (pré-carca)>. Esse volemia leva aumento do volume ventricular, tendendo a
aumentar o volume sistélico pelo maior estiramento da fibra miocardica?’. Contudo, esse
mecanismo de acdo so sera efetivo até que se atinja o limite de dilatacdo ventricular, ap6s esse
momento, esse estiramento ndo se refletird em aumento da contracdo®’. A expansdo
progressiva do ventriculo transformara a camera ventricular em uma esfera, perdendo a
configuracdo elipsoide normal, esse processo é chamado de remodelamento®. A angiotensina
Il também leva hipertrofia da fibra miocardica, apoptose, fibrose intersticial®>. A androsterona
também leva a proliferacdo de fibroblastos e a deposicdo de colageno, além de reduzir a
reutilizacdo neuronal de epinefrina®®. Assim sendo, o sistema renina-angiotensina-aldosterona

vai agravar mais ainda a IC instalada®.

c¢) Endotelina

Entre diversas outras substancias, o endotélio, produz endotelina, um peptideo de 21
aminoécidos que tem acdo vasoconstritora?®. Sua producéo é estimulada pela angiotensina II,
pela norepinefrina, pela IL-1 e pelo sistema arginina-vasopressina®®. Sua acdo mitogénica
estimula o crescimento vascular, colaborando para o remodelamento cardiaco, além de
aumentar a ativacdo de fibroblastos”’. A endotelina plasmatica estd diretamente
correlacionada & pressdo arterial pulmonar e & resisténcia vascular pulmonar®. Na IC, sua

contracao esta aumentada e essa elevagdo é um dos preditores de mau prognéstico?.



d) Arginina-vasopressina

Elevadas concentracdes de norepinefrina e angiotensina Il estimula a hip6fise a produzir
e secretar arginina-vasopressina?’, um neuro-horménio que induz vasoconstrigdo, retencéo de
sodio e hiponatremia dilucional®®. Na IC, os niveis de arginina-vasopressina estdo muito
elevados, particularmente nos pacientes sintomaticos e nos casos secundarios, a infarto do

miocardio com grande destruicdo muscular®®.

e) Citocinas pro-inflamatorias

Na IC h& aumento da expressdo das citocinas pro-inflamatérias, como as do fator de
necrose tumoral o (TNF-a), da interleucina 1 (IL-1), da interleucina 6 (IL-6) e do CD14
soltvel™® e também a ativacdo de fatores do complemento, como o C5b-9, que também tem
sido implicado na fisiopatologia da 1C*°. A ativacdo imune na IC inclui dois mecanismos:
estimulacdo antigénica direta, como ocorre na miocardite aguda e na reacdo ao transplante
cardiaco; e a estimulagdo secundaria a lesdo cardiaca que expde “novos antigenos” capazes de
despertar uma resposta imunoldgica contra o cora¢do, como a que ocorre apos um enfarte
agudo do miocérdio®.

As citocinas pro-inflamatdrias afetam negativamente a funcdo ventricular, induzem
alteracBes no metabolismo cardiaco e promovem a remodelagem ventricular®. Isso resulta em
hipertrofia dos cardiomidcitos, necrose, apoptose e alteragdes na matriz extracelular do
miocardio, além de contribuem para a caquexia, frequente em individuos com IC avancada, e

para a miopatia dos musculos esqueléticos®.

f) Peptideos Natriuréticos

O atrio produz quatro peptideos natriuréticos (com agéo diuréticas e natriuréticas) — tipo
A (ANP), tipo B (BNP), tipo C (CNP) e tipo D (DNP)*. Os niveis plasmaticos desses
peptideos encontram-se elevados na IC, devido em parte, a sobrecarga hemodinamica que
estimula a expressdo dos genes que os codificam®. Os peptideos natriuréticos atuam pela
ativacdo de trés tipos de receptores: tipo A (liga-se ao ANP e BNP), tipo B (liga-se
preferencialmente a0 CNP) e tipo C*. Desempenham um papel primordial como agentes
“contrarreguladores” da IC em virtude dos seus efeitos diurético, natriurético e

vasodilatador®™. Manifestam também um efeito inibitério sobre o sistema nervoso simpatico,

5



contribuindo para a diminuicdo dos niveis de adrenalina na IC**. A nivel do sistema
cardiovascular, o ANP e o BNP revelam ainda uma atividade antimitogénica, intervindo

assim na modulaco do crescimento vascular®.

1.4. Resposta hipertrofica e a remodelagem ventricular

O estresse biomecanico e os mediadores extracelulares resultantes da resposta neuro-
humoral em acao conjunta com fatores de crescimento e moléculas de adesdo celular, levam a
hipertrofia ventricular®’. Esta resposta, inicialmente com carater puramente adaptativa,
representa uma tentativa do organismo de compensar a sobrecarga de pressao e/ou volume, no
entanto, isso, mais tarde, contribuird para a progressdo e agravamento da IC%". O estresse
biomecanico é transmitido por meio da membrana citoplasmatica dos cardiomidcitos por
mecanismos ainda ndo plenamente elucidado®’. Possivelmente, os canais i6nicos sensiveis ao
estiramento, as integrinas e outras proteinas estruturais atuam nesse processo e, em conjunto,
estabelecem uma ligacdo entre a matriz extracelular, o citoesqueleto, o sarcomero, as
proteinas envolvidas na homeostasia do calcio e o ndcleo®”.

Nos cardiomidcitos, o estresse biomecanico, bem como a hipertensdo crénica e a
sobrecarga de pressdo, ativa multiplos sinais simultaneamente e convergentes que provocam
hipertrofia e apoptose’®. Também é induzido a sintese e secrecdo de potentes fatores de
crescimento, como a endotelina 1, o fator de crescimento semelhante a insulina | (IGF-1) e a
angiotensina I (Ang I1)*°. O estiramento mecanico tem a capacidade de ativar diretamente os
receptores de Ang Il nos cardiomiécitos, sem a presenca de Ang I1*°. Simultaneamente, o
estresse biomecanico também leva a inducdo dos ligantes dependentes da gp130, como a
cardiotropina 1°®. Esta citocina, da familia da interleucina-6, liga-se ao seu receptor, que
consiste no heterodimero gp130-LIF (do inglés, leukemia inhibitory factor), condicionando a
ativacdo de vias que blogueiam a apoptose®. Na auséncia da gp130, a resposta dos
cardiomidcitos ao estresse biomecanico € direcionada para a apoptose, com perda de
cardiomidcitos funcionais e inicio da 1C*.

Ao nivel celular, o estresse biomecénico exercido sobre os cardiomiocitos inicia
diferentes processos que conduzem a padrdes distintos de hipertrofia®. No coragdo com
sobrecarga de pressdo, as novas unidades de proteinas contrateis sdo adicionadas em paralelo,
resultando num aumento relativo da largura dos cardiomidcitos individualmente e, portanto,
na hipertrofia concéntrica, com reducgdo do volume da cavidade do ventriculo®®. Em doentes
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com sobrecarga de volume, a adicdo em série de novas unidades de proteinas contrateis
caracteriza a hipertrofia excéntrica, com um aumento proporcionalmente maior no
comprimento do que na largura dos cardiomidcitos®.

A hipertrofia desenvolve-se, assim, a partir de alguns mecanismos indutores: 0 aumento
dos niveis de célcio intracelular (um dos eventos iniciais neste processo®, a ativacao celular
induzida por fatores como o TGF-B (do inglés, transforming growth factor beta), a ET-1, as

catecolaminas e a Ang 11*

. Destacam-se alguns dos fendmenos precoces e tardios da Ang I,
através da ativacdo de receptores AT-1, implicados no processo de hipertrofia cardiaca®.
Assim, a Ang Il ativa, precocemente, trés membros da familia das quinases de proteinas
ativadas por mitogénios (MAPK), ERKs, JNK e p38*'. As vias de sinalizagdo dependentes
das MAPK aumentam a expressdo de varios proto-oncogenes de resposta rapida como c-fos,
c-myc e c-jun e estdo envolvidos na proliferacdo, diferenciacédo e transformacdo celular, bem
como na apoptose, dai a sua participagdo na fisiopatologia da IC*%. A longo prazo, a Ang Il
influencia as adaptacOes cronicas envolvidas na remodelagem vascular, pela ativacdo
sustentada das quinases que fosforilam alvos implicados, por exemplo, na producéo de fatores
de crescimento e radicais livres de oxigénio®*. A Ang Il também desempenha um papel
importante na ativacdo da isoforma do TGF-f predominante no sistema cardiovascular (TGF-
B1)*. Foi demonstrado o papel crucial da ativacéo da cascata de sinalizacdo do fator nuclear
NF-xB, envolvido no crescimento celular, fibrose ou apoptose, dependendo do contexto
envolvente na iniciacdo da hipertrofia cardiaca e posterior progressdo para IC***. Uma das
vias de sinalizacdo intracelular estimulada pelos receptores AT-1 e AT-2 é a via do fator NF-
kB*.

A autofagia cardiaca € um processo que também contribui para a transicdo da
hipertrofia cardiaca para a IC*. A autofagia, um mecanismo celular de reciclagem de
proteinas e organelas, encontra-se ativada nos cardiomidcitos insuficientes, como resposta ao

estresse  biomecanico®"*,

A beclina-1, uma proteina necessaria para a formagdo do
autofagossomo, desempenha um papel primordial nesse processo. Demonstrou-se que a
inibicdo da expressdo génica de um dos alelos que codificam a beclina-1 diminui a autofagia
dos cardiomidcitos e a remodelagem induzida pelo estresse biomecanico®. A remodelagem
ventricular diz respeito a um processo progressivo de dilatacdo, hipertrofia, perda de
cardiomidcitos, aumento da fibrose intersticial e disfuncdo ventricular'®, presente na IC. O
coragdo sofre remodelagem como resposta a uma variedade de estimulos, fato que ilustra a

sua plasticidade®. O exercicio fisico, a gravidez e o crescimento pds-natal promovem o
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crescimento fisioldgico do coracdo, enquanto que a hipertensdo e a lesdo miocéardica, por
exemplo, podem condicionar uma hipertrofia patolégica®. Esta Gltima, contrariamente ao
crescimento fisiolégico, pode aumentar o risco de IC e arritmias malignas®.

A remodelagem ventricular numa perspectiva global, a nivel microscopico e
macroscopico, é dividida em sues diferentes componentes: 1) alteracfes na biologia do
midcito (nomeadamente: expressao dos genes fetais das cadeias pesadas da miosina, perda de
miofilamentos, hipertrofia; miocitolise e dessensibilizacdo adrenérgica); 2) alteracdes
estruturais miocardicas a nivel celular (perda de cardiomidcitos por necrose e apoptose e
alteracdes na matriz extracelular); e 3) alteracGes na geometria da cdmara ventricular esquerda
(dilatagdo e adelgagcamento da parede do ventriculo esquerdo, aumento da esfericidade,
fibrose subendocardica e insuficiéncia mitral)®. Para que se verifique remodelagem
ventricular é necessario que ocorra o estiramento e alongamento dos cardiomiocitos, bem
como o deslizamento de uns sobre os outros™. A articulagdo de fatores mecanicos, humorais e
autocrinos estimula os fibroblastos a expressarem varios tipos de mRNAs (de coldgeno,
fibronectina, entre outros) que no seu conjunto conduzem a fibrose — elemento que
acompanha a remodelagem ventricular®.

A fibrose cardiaca esta associada a alteracdo da estrutura normal do coracdo ao nivel
dos cardiomidcitos e a uma deposicio excessiva das proteinas da matriz extracelular*. Foi
demonstrado que através da constricdo adrtica em ratos, que a via do TGF-B1 ativa uma
transicao endotelial-mesenquimatosa, a qual, por sua vez, aciona a fibrose cardiaca®. O TGF-
B1 promove essa transigio pela ativacdo das moléculas Smad2 e Smad3°®". Um outro membro
da familia do TGF, a bone morphogenic protein7 (BMP-7), um antagonista da via do TGF-p3,
inibe essa transicdo, com uma acdo protetora contra a fibrose®’. Isso mostra a interligacdo
entre hipertrofia e fibrose e revela uma molécula que pode prevenir ou reverter a fibrose
cardiaca™. Paralelamente, de Ca** e diminuicdo da libertacdo de Ca®* a partir do reticulo
sarcoplasmatico®®*®. A expressdo de SERCA2a, ao diminuir a concentracdo citossélica de
Ca’*, parece prevenir a ativacéo de moléculas sinalizadoras como a calcineurina®.

Na IC ha, efetivamente, uma perturbagdo da homeostasia de diferentes elementos
celulares®®. Ao nivel dos sarcomeros, ocorre uma diminuicdo da atividade especifica da
ATPase da miosina, um aumento da expressdo de cadeias fetais da miosina, bem como o
aparecimento de cadeias pesadas da miosina PB*°. A expressdo de proteinas da membrana
citoplasmatica pode estar igualmente alterada, observando-se o aumento do canais de

Na*/Ca*" e a diminuigdo dos receptores B1-adrenérgicos e muscarinicos®.



1.5. A insuficiéncia cardiaca além dos limites do coracéo: alterac6es do musculo
esquelético

A IC é uma sindrome clinica na qual os pacientes apresentam as seguintes
caracteristicas: nitidas evidéncias de altera¢des na estrutura ou funcéo do coracéo ao repouso;
sinais de retencdo fluidica tais como congestdo pulmonar ou inchago dos tornozelos; e 0s
sintomas tipicos de IC, dispneia ao repouso ou em minimos esforcos, cansaco e fadiga ®>**°.
Embora varios fatores tenham sido descritos como responsaveis pelo desenvolvimento da
fadiga, a sua etiopatogenia ainda ndo estd completamente esclarecida. Esse fenbmeno é

57-61

decorrente, em parte, da presenca de alteracdes nos tipos de fibras musculares e da

62 Dados de nosso laboratério

mudanca no metabolismo de oxidativo para glicolitico
demonstraram que essas alteracGes musculares na IC sdo acompanhadas pelo aumento ou
diminuicdo da expressdo de fatores transcricionais musculo-especificos e de enzimas
relacionadas com alteragdes na matriz extracelular ®.

Outro fator responsabilizado pelo desenvolvimento de fadiga na IC é a presenca de

atrofia da musculatura esquelética, observada em diferentes modelos animais 53667

e em
pacientes com essa sindrome **®*"* A perda de massa muscular por caquexia é uma séria
complicacdo da IC, a qual pode afetar 10-15% dos pacientes com IC cronica durante o curso

natural da doenca °

; 0S pacientes com caquexia cardiaca desenvolvem uma importante
incapacidade locomotora e possuem um pobre prognéstico 2. E um processo generalizado
que engloba todos os compartimentos corporais, tais como massa magra (muasculo
esquelético), massa gorda (reserva energética) e tecido 6sseo (osteoporose) . A caquexia
pode ser definida como perda de peso involuntaria ndo edematosa de 6% do peso corporeo
total em um periodo de 6-12 meses '*. A patofisiologia da caquexia na sindrome da IC
permanece pouco esclarecida; pobre nutrigdo, mé absorcdo, comprometimento do balango
caldrico e proteico, resisténcia hormonal, ativacdo imune pré-inflamatoria, alteragdes neuro-
hormonais e esgotamento das forgas anabdlicas podem estar associadas .

Os determinantes patofisioldgicos da caquexia sdo varios e alguns sdo comuns para
outras doencas cronicas severas. Entretanto, ocorre uma sensibilizacdo cada vez maior de que
a miopatia do musculo esquelético na IC contribui sobremaneira com as condicOes
debilitantes da sindrome e € considerada uma entidade distinta, caracterizada por mudancas

morfoldgicas, estruturais e funcionais, além de possuir o envolvimento de varias vias neuro-
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hormonais, processos catabdlicos, um ambiente pro-inflamatério e aumento do estresse
oxidativo (para revisio ver Conraads et al., 2008 '%). Embora avancos na identificagdo de
genes e vias moleculares que controlam as alteracdes do musculo esquelético na IC ja tenham
sido descritos, a complexidade dos processos sugere o envolvimento de mecanismos
reguladores globais adicionais na modulagéo das vias de sinalizagéo celular. Recentes estudos
indicam que moléculas de RNA reguladoras codificadas pelo genoma, tais como os micro-
RNAs, podem regular a fungdo do musculo esquelético durante o desenvolvimento e em

vérias doencas musculares .

1.6. Aspectos Gerais do Musculo Estriado Esquelético

Cerca de metade da massa do corpo humano é composto por musculo esquelético, e
para além do seu papel na atividade locomotora e postural, 0 musculo esquelético também
atua como um regulador do metabolismo, como por exemplo, armazenando glicogénio’™. O
musculo estriado esquelético € um tecido complexo, heterogéneo, dindmico que possui
caracteristicas particulares de adaptacdo morfoldgica, metabdlica e funcional frente aos mais
variados estimulos’’. Sua principal funcdo é gerar forca e movimento, para tanto, é exigido a
participacdo coordenada de inlmeras vias fisiolégicas e componentes associados’®. A
diferenciacdo, maturacdo e desenvolvimento do tecido muscular sdo mediadas por um grupo
de fatores transcricionais nomeados de Fatores de Regulacdo Miogénicos (do inglés,
myogenic regulatory factors - MRFs), que inclui a MyoD, Myf5, MRF-4 e miogenina .
Esses, quando ativados, se ligam a regides especificas do DNA estimulando a transcricdo de
genes que sdo fundamentais para o fenotipo do musculo, pois leva a sintese de proteinas
como, as miosinas e troponina’>®. Além disso, Esses fatores transcricionais regulam a
diversidade, plasticidade e especializacdo do musculo esquelético’®*°.

Na formacdo embrionaria do musculo esquelético os fatores transcricionais MyoD,
Myf5 e Pax7 sdo fundamentais para que populacGes de células mesodermais se comprometam
e diferenciem em mioblastos, esses, por acdo da miogenina e MRF-4, se transformam em
miocitos, células mononucleadas que, subsequente, se fundem para formar a fibra muscular
multinucleada; esse processo acontece similarmente no musculo adulto no processo de
regeneracdo®. Nesse mesmo processo, uma parcela da populacdo de mioblastos
indiferenciados se mantém quiescentes em forma de células satélites nos espagos entre as
fibras musculares®™®®. Essas células sdo recrutadas, quando necessério, para crescimento e
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regeneracdo muscular, podendo gerar novas fibras ou mesmo fundir-se a fibras existentes®®.

Estimulos constantes como exercicio fisico e regeneracdo sao mecanismos que permite a
ativacdo de células satélites, levando-as a diferenciacdo e participacdo na formacdo de novas
fibras®. Esse recrutamento de células satélites é fundamental para manutencdo e adaptacio
das estruturas musculares frente as demandas funcionais, embora j& tenha sido mostrado que a
regeneracdo muscular também pode ocorrer na auséncia de células satélites®.

As fibras musculares, que sdo alongadas e multinucleadas com seus nucleos
periféricos, estdo imersas em uma matriz extracelular rica em carboidratos e proteinas, que
constituem o tecido conjuntivo do muasculo®. Esse tecido estd organizado em trés bainhas
distintas: o epimisio, que circunda todo o musculo; o perimisio, que divide o musculo em
fasciculos e o endomisio, que circunda cada fibra muscular®. Essas bainhas, além do papel
de contencdo das fibras musculares, limita a expansdo do musculo (em virtude da disposicédo

em camadas concéntricas de tecido colageno) e também sdo elementos fundamentais para a

transmissao da forca muscular® (Figura 02).

Tenddo

Musculo
esquelético

Fasciculo

y 100 whre Fibra  Miofibra
——

muscular

Figura 02: Cortes transversal (esquerda) do mausculo esquelético submetido a
coloracdo HE (Hematoxilina-Eosina), linha tracejada evidenciando o perimisio, linha continua
0 endomisio. (Adaptado de Gillies, AR and Lieber, RL, 2011)%
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As fibras musculares sdo envolvidas pela membrana plasmatica denominada sarcolema,
que é fundamental para conducdo de onda de despolarizacdo pela fibra e no processo de
propagacdo do estimulo de contracéo na fibra muscular®™. No interior das fibras musculares
temos o sarcoplasma, onde se localizam as organelas especializadas, entres elas os reticulo
sarcoplasmatico que é constituido por uma rede de canais tubulares que permitem a
propagacdo da onda de despolarizacdo por toda a fibra, regulando o fluxo de calcio,
fundamental para contragdo muscular®. As fibras musculares séo basicamente formadas pelos
sarcOmero, unidades iguais e repetidas que sdo delimitadas pela linha Z, dentro dos quais se
localizam os filamentos proteicos finos e grosso, denominados complexo proteico do
sarcomero®™®. Os filamentos finos sdo formados por actina, tropomiosina, proponina e
tropomodulina. A actina é formada por um polimero longo de actina F, e por duas cadeias de
mondmeros globulares (actina G) torcidas uma sobre a outra®. A tropomiosina é uma
molécula longa e fina, formada por duas cadeias polipeptidicas em forma de dupla hélice
localizada no longo do sulco entre os filamentos de actina F®'. Existem duas isoforma, a
tropomiosina o com variagdo rapida e lenta, e a tropomiosina B87. A troponina € um
complexo proteico formado por trés subunidades no musculo esquelético com funcGes
especificas, sdo elas: troponina C (TnnC), é a subunidade em que o calcio se liga, sendo
essencial para a ligagdo com a miosina, possui duas isoformas TnnC rapida, com quatro
ligages para o célcio, a TnnC lenta, com uma ligagdo para o calcio; troponina | (Tnnl) que
inibe a agdo da actina e a atividade da ATPase, no musculo esquelético temos duas isoformas
a Tnnll (lenta) e Tnnl2 (rapida), essas isoforma estd relacionada com a velocidade de
contracdo; e a troponina T (TnnT) que também tem isoformas lenta e rapida®’. Além dessas
proteinas, temos a tropomodulina que mantém os filamentos de actina em seu comprimento, e
também as proteinas C, H e M que se ligam ao filamento grosso contribuindo para
permanéncia da integridade do sarcomero®’ (Figura 03).
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Figura 03: Organizagéo geral do sarcoOmero.
(Adaptado de Morita, H., Seidman, J. and Seidman, C.E., 2005)%

A proteina mais abundante e fundamental para contracdo é a miosina, um hexamero
formado por seis polipeptideos: duas cadeias pesadas (do inglés, myosin heavy chain, MyHC),
enroladas em a-hélice e quatro cadeias leves (do inglés, myosin light chain, MLC) 8! . Cada
MyHC pode ser separada em duas por¢des: meromiosina leve (do inglés, light meromyosin,
LMM), em forma de bastdo, e meromiosina pesada (do inglés, heavy meromyosin, HMM),
conhecida como porcdo globular da miosina, que contém um sitio de interacdo com a actina e
uma regido de ligacdo com a molécula de ATP (com atividade ATPase)**® (Figura 04).
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Figura 04: Esquema da molécula de miosina da classe Il. Cada molécula de miosina é
composta por duas cadeias pesadas de miosina (MyHC) e quatro cadeias leves de miosina
(MLC). As MyHC podem ser clivadas em meromiosina leves (LMM) e pesadas (HMM). As
HMM sio formadas pela porg¢do globosa S1 e porgdo a hélice S2. As MLC estdo dispostas na
proporcdo de duas cadeias (uma essencial e uma reguladora) para cada subfragmento S1
(Adaptado de Dal Pai-Silva et al., 2005).

A andlise por microscopia eletronica permite identificar um padrdo de bandas e linhas
no musculo®. Essas corresponde a multiplos sarcomero alinhados em série®®. A regido onde
dois sarcomeros se ligam é chamada de linha (ou disco) Z*. Assim, um sarcomero
corresponde ao espaco que separa duas linhas Z consecutivas. De cada lado da linha Z
encontra-se uma banda clara, denominada banda I, composta por filamentos finos de actina®.
Entre as bandas | encontra-se a banda A, mais escura, onde ocorre uma sobreposi¢do de
filamentos finos com filamentos espessos de miosina®®. No centro da banda A esté a linha M,
e a circunda-la encontra-se uma faixa estreita, mais clara, designada banda H, onde se
encontram filamentos de miosina®. A contracdo muscular ocorre por meio da interacéo entre
os filamentos finos (actina) e grossos pela porcdo globular da molécula de miosina no
sarcomero, apos a hidrolise do ATP, pela ATPase miofibrilar (mMATPase) presente na por¢ao
86,89

globular da MyHC (componente essencial para o geracdo de for¢ca do musculo)
03).

(Figura
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Inicialmente as primeiras classificacbes dos tipos de musculo separavam em
“yermelhos” e “brancos” **. A cor vermelha esta relacionada com a presenca do pigmento
mioglobina e com o grau de vascularizacdo do muasculo. Com a utilizacdo de técnicas
histoquimicas, observou-se que a maioria dos musculos estriados dos mamiferos é constituida
por uma populacdo heterogénea de fibras, que apresentam caracteristicas genéticas,
morfoldgicas, bioquimicas e fisiolégicas distintas®. Inicialmente, as fibras musculares foram
classificadas em vermelhas, intermediérias e brancas®. Posteriormente, trés tipos principais
de fibras musculares foram descritas, sendo denominadas de fibras dos tipos I, IIA e 1IB, de
acordo com o padrdo de reacdo para a atividade da ATPase miofibrilar (mATPase) na porc¢ao
globular da miosina (mMATPase)*’. A velocidade de contragdo de um msculo é diretamente
proporcional a atividade da mATPase, situada na porcdo globular da miosina "%, Neste
contexto, Pette & Staron (2001)'%, utilizando-se da reacdo histoquimica para a ATPase
miofibrilar, da Imunohistoquimica (utilizando anticorpos especificos para isoformas de
MyHC) e da eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), classificaram os tipos de
fibras musculares em fibras de contracdo lenta (slow fibers): tipo I, expressando MyHCI e as
fibras de contracéo réapida (fast fibers): tipo I, subdivididas em tipo 1A (MyHCIIa), tipo 11D
(MyHCIId) e tipo 1B (MyHCIIb). Essas sdo classificadas como fibras puras, uma vez que
expressavam uma Unica isoforma de MyHC. As fibras do tipo IID (MyHCIId) séo

equivalentes as fibras 11X (MyHCIIx), descritas em ratos'®*(Figura 05).
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Figura 05: Separacéo elétroforética das isoformas de miosina de cadeia pesada (MyHC)
em diferentes musculos de ratos (R) e camundongos (C). Expressdo das Isoformas rapidas
MyHClIla, MyHCIlId e MyHCIIb e da Isoforma lenta MyHCI. TA, tibial anterior; PS, porgéo
profunda do psoas; AM, adutor magno; GA, gastrocnémio; VL, vasto lateral; TA, tibial
anterior. Eletroforese em gel de poliacrilamida - SDS-PAGE. (adaptado de Hamalainen e
Pette, 1993).

Além das fibras puras, que expressam apenas um tipo de MyHC, ha fibras que
coexpressam diferentes genes para a MyHC*®™ %, Essas fibras foram classificadas de acordo
com o tipo de MyHC predominante, sendo assim: Tipo IC (MyHC 1 > MyHC Ila), Tipo IIC
(MyHC 1IIa > MyHC 1), Tipo IAD (MyHC Ila > MyHC IId), Tipo IIDA (MyHCIId >
MyHCIlIa), Tipo IIDB (MyHC IId > MyHC IIb) e Tipo IIBD (MyHC IIb > MyHCIId)' 19010,
Deste modo, assume-se uma organizagdo sequencial das fibras puras, as quais séo
intermediadas por fibras hibridas (I <> IC < IIC < IIA < IIAD < IID < IIDB « IIB)*®
(Figura 06).

16



¢ 20 pm

Figura 06: Corte transversal do musculo séleo de rato. Fibras musculares
puras (I e 11A) e hibridas (IC e 1IC). Reacdo da ATPase miofibrilar, pH 4,35.

A natureza dinamica dos tipos de fibras nos masculos de mamiferos demonstra que cada
tipo de fibra apresenta diferentes atividades das enzimas metabélicas'”. A anélise
histoquimica do musculo para as atividades de enzimas mitocondriais € mATPase permite a
identificacdo das fibras como de contracdo lenta e metabolismo oxidativo; de contracdo rapida
e metabolismo glicolitico e de contrago rapida e metabolismo oxidativo e glicolitico®.

As fibras com metabolismo oxidativo apresentam muitas mitocondrias, pouco

glicogénio e maior nimero de capilares por fibra'®’

. Recebem maior teor de oxigénio,
possuem elevada atividade de fosforilacdo oxidativa e a remocdo dos produtos do
metabolismo é mais rapida’®. As fibras com metabolismo glicolitico apresentam poucas
mitocondrias, muito glicogénio e o numero de capilares por fibras € menor, sendo que o nivel
de oxigénio é mais reduzido'®°. A identificacdo das caracteristicas contrateis das fibras
musculares é importante, pois como 0s musculos sdo compostos por varios tipos de fibras
musculares, suas propriedades refletem a soma das caracteristicas das fibras que o constituem.
A especificidade na expressdo das diferentes isoformas de MyHCs, de acordo com o tipo de
fibra e masculo analisado, revela uma ampla diversidade estrutural, funcional e metabdlica do
musculo esquelético™*.

Essa diversidade funcional dos tipos de fibras conferem ao musculo esquelético alta
capacidade para realizar uma variedade de demandas funcionais™?. Contudo, as fibras
musculares exibem uma alta plasticidade, o que habilita este tecido a alterar suas

caracteristicas morfologicas, metabolicas e funcionais, como resposta a estimulos
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especificos’'**. Esta plasticidade muscular tem sido demonstrada em diferentes estimulos,
tais como exercicio de resisténcia (aerébico), treinamento contra resisténcia (forca),
estimulacdo elétrica, desnervacdo e reinervacdo, imobilizacdo, microgravidade, intervencao
nutricional, hipoxia, envelhecimento, fatores hormonais e frente & algumas patologias’’***. Os
estimulos sucessivos podem provocar ajustes especificos no fen6tipo das fibras musculares, a
fim de suprir as necessidades do organismo, e, adaptar a funcdo muscular'*>*%. Dentre as
patologias que podem causar alteracGes nas caracteristicas do muasculo esquelético destaca-se

a Insuficiéncia Cardiaca (1C)°**%%*?".

Compreender os componentes moleculares que
regulam as funcGes musculares é requisito fundamental para compreensdo da patofisiologia

do masculo na IC"8.

1.7. MicroRNAs e a Regulacéo da Expresséo Génica

Micro-RNAs (miRNAs) sdo pequenos RNAs reguladores ndo codificantes com

tamanho variando de 17 a 25 nucleotideos (ver miRBase, http://microrna.sanger.ac.uk/). A

definicdo de miRNA é baseada na sua formacéo pela acdo da enzima RNase 11l (Dicer), uma
RNase que processa precursores com estrutura de hairpin (conhecidos como pré-miRNA)
originando 0 MIRNA maduro'®. Os microRNAs regulam a expressdo génica pos-
transcricionalmente, primariamente pela associacdo com a regido 3' e/ou 5’ ndo traduzida (3'
UTR, 5° UTR) de seus RNAs mensageiros alvos geralmente reprimindo e, em alguns casos,
estimulando a traducdo*?®. Em mamiferos, é predito que 60% de todos os genes codificadores
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de proteinas sejam regulados por miRNAs™ e sdo conhecidos por regular inimeros processos

celulares™. Em animais, a repressdo da traducdo mediada por miRNA pode ocorrer de
maneiras distintas™"**: (a) inibicdo da traducdo na fase inicial, ocorre interferindo a ligag&o
dos fatores de inicio de traducdo de eucariotos (do inglés, eukaryotic translation initiation
factors - elFs) e/ou impedindo a montagem do ribossomo competente na traducdo. Além
disso, a inibicdo da traducdo na fase de pos-iniciacdo ocorre tanto por degradacdo do
polipeptideo nascente ou Ribossome drop-off, onde os ribossomos responsaveis pela traducéo
dos RNAs mensageiros ligados aos microRNAs e seus complexos associados (microRNPS)
s30 induzidos a terminar a traducéo precocemente'*>**®; (b) inibicdo da traduc&o na fase de
pos-iniciacdo, estudos sugerem que ocorra inibicdo do alongamento da tradugdo™’ uma vez
que, varias miRNAs e proteinas AGO foram identificados na fracdo polissomal tanto em
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mamiferos**® como em plantas*®. Estudos sugerem que ocorra a degradacéo co-traducdo, ou
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seja, no instante em que o pepetidio nascente emerge ele é simultaneamente degradado™®.

Além disso, as evidéncias indicam que os miRNAs pode induzir a dissocia¢do prematura dos
ribossomos (Ribossoma drop-off) ligados aos mRNA alvo'; e (c) repressdo da traducéo
induzida por deadenilacdo e/ou degradacdo subsequente do mRNA alvo. Inicialmente
acreditava-se que os mMiRNAs represassem a tradugdo dos mRNASs sem alterar niveis
desses'*?. Atualmente sabe-se que miRNAs que possuem complementaridade total a seus
MRNAs alvo podem induzir diretamente clivagem destes mRNAs por endonucleases, e 0s
miRNAs com complementaridade parcial com mRNAs alvo ndo podem fazé-la diretamente.
Em tais casos, a maquinaria de silenciamento miRNA conduz seus alvos para vias de
degradacdo celular, onde s&o deadenilados e subsequente hidrolisado o CAP expondo a
extremidade 5° dos MRNAs™**_A cauda poli-A e a proteina ligadora de poli-A (poly(A)-
binding protein - PABP) sdo importantes para melhor a traducdo de mRNAs dependente de
CAP por meio da interagdo com o elF4G do complexo elF4F'**. Estudos indicam que o CAP
e a cauda poli-A s&o importantes para otimizar a repressdo da tradugéo de um mRNA por um
miRNA. O complexo de silenciamento por miRNA juntamente com a PABP sdo essenciais
para a deadenilacdio do mRNA alvo pelo complexo deadenilase***. Apés ocorrido a
deadenilagdo, o0 CAP do mRNAs alvo sdo removido pelo complexo enzima DCP1/DCP2
decapping e finalmente degradado pela principal exonuclease citoplasmatica, a XRN1 (5'-3'
exoribonuclease 1)**°. Hussain, M Ul (2012)**? sugere que a deadenilacdo ou mantém o
MRNA alvo num estado reprimido ou induz a retirada do CAP e subsequente degradacéo do
mRNA.

Os miRNAs séo ndo apenas reconhecidos por reprimir a traducdo, em determinadas
condicBes podem ativar a traducdo™'. Recentemente, alguns miRNAs foram relatados por
ativar a traducéo de mRNA™**2, por exemplo, células sob condicdes de privacdo de soro, o
complexo AGO2-miR369-3 ligado ao 3'-UTR do mRNA do fator de necrose tumoral-o (TNF-
o) atua recrutando a proteina FXR1 (fragile X—related protein 1) estimulando a traducio™*.
Outros exemplos do efeito estimulador de miRNAs inclui a interagdo do miR-10a com a
regido 5-UTR de mRNAs que codificam para proteinas ribossomais estimulando a tradugédo
destes MRNASs em resposta ao stress ou a escassez de nutrientes™2. Além disso, miRNAs
pode interagir diretamente na regido oligopirimidina 5 terminal (5-TOP), um motif
caracteristico de mRNAs que codificam proteinas ribossomais e alguns fatores de tradugéo.
Um outro exemplo, o miR-122, um miRNA especifico do figado, estimula a traducdo de RNA
do virus da hepatite C (HCV) possivelmente por aumentar a leitura pelos ribossomos da
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133 Com base nestes resultados, o miR-

regido IRES (internal ribosome entry site) dos mMRNAS
122 tem sido relatado por atuar como acompanhante que modifica a estrutura do RNA
facilitando o acesso dos ribossomos ao mMRNA do HCV. No entanto novos experimentos sao
necessario para compreender o motivo que 0 miR-122 aumenta a traducdo ao se ligar o HCV
5'-UTR e inibindo a traducdo de mRNAs ao se ligar ao 3'-UTR™*,

Atualmente, mais de 25141 miRNAs de 193 espécies estdo registrados no banco de
dado miRBase (miRBase v. 19.0, atualizado em janeiro de 2013) e esses numeros tem
aumentado a cada ano. Os miRNAs sdo nomeados como miR- mais nimeros (ex: mir-133),
entretanto, existem algumas excegdes. Os miRNAs de sequéncias similares sdo geralmente
distinguidos por uma letra adicional seguida do ndmero do miRNA (ex: mir-133a). Um
miRNA com uma sequéncia madura idéntica pode aparecer em diferentes loci genémicos com
diferentes sequéncias precursoras. Nesses casos, os diferentes genes de mMIRNA sdo
usualmente distinguidos por outro nimero adicional no final da sequéncia (ex: mir-133a-1).

A maioria dos genes de miRNAs possuem multiplas isoformas (parélogos), as quais sao
provavelmente o resultado da duplicacdo de genes. Por exemplo, 0 genoma humano possui 12
loci para os miRNAs da familia let-7. Pardlogos geralmente possuem sequéncias idénticas de
nucleotideos nas posi¢cdes 2-7 relativa a extremidade 5° do miRNA. Como esses seis
nucleotideos, chamados de semente (seed, do inglés), sdo fundamentais no pareamento das
bases com o mRNA alvo, acredita-se que o0s paralogos atuem de forma redundante.
Entretanto, como as sequéncias 3’ dos miRNA também contribuem para a ligagdo ao alvo e
como o padrdo de expressdo desses mMiRNASs sdo geralmente diferentes entre si, membros da
mesma familia podem apresentar diferentes papéis in vivo **°.

Aproximadamente 50% dos loci de miRNA de mamiferos sdo encontrados muito
préximos de outros miRNAs. Esses aglomerados de miRNASs sdo transcritos a partir de uma

(nica unidade de transcric&o policistronica (UT) **®°

, embora existam casos excepcionais nos
quais miRNAs individuais séo originados a partir de promotores de genes distintos. Alguns
miRNAs séo gerados a partir de UT néo codificantes, enquanto outros sao codificados por UT

que codificam proteinas (para uma reviséo ver Kim et. Al., 2009 **'

). Aproximadamente 40%
dos loci de miRNA estdo localizados na regido intrénica de transcritos ndo codificantes,
enquanto aproximadamente 10% estdo localizados na regido exonica de UT ndo codificantes.
Os miRNAs em UTs que codificam proteinas sdo geralmente encontrados em regides

intrbnicas, as quais correspondem a aproximadamente 40% de todos os loci de miRNA.
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Alguns genes de miRNAs podem estar entre 0s grupos de miRNA intronicos ou exodnicos,
dependendo dos padrdes de splicing alternativo.

A biogénese de um miRNA comeca com a sintese de um longo transcrito primario
conhecido como pri-miRNA. Os pri-miRNAs séo preferencialmente transcritos pela RNA
polimerase 1l e mantém caracteristicas tais como estrutura de cap na sua regido 5’ e cauda de
poli (A) na sua regido 3’ °®1%° Entretanto, outras vias geram um conjunto menor de
miRNAS, especialmente a partir de repeticGes gendmicas. Por exemplo, a RNA polimerase |11
é responsavel pela transcricdo de miRNAs em repeticoes Alu .

No nucleo, o pri-miRNA é processado para pré-miRNA pela enzima RNAse il
(Drosha), a qual requer um cofator, a proteina DGCR8 (DiGeorge Syndrome critical region
gene 8) em humanos (Pasha em D. Melagonaster e C. Elegans) ** . A DGCR8 forma com
a Drosha um grande complexo conhecido como complexo microprocessador, que em
humanos possui 650 kDa ***'® Esse complexo microprocessador reconhece e cliva o pri-
miRNA, originando uma molécula com estrutura de hairpin de aproximadamente 70 pb, o
pré-miRNA %1% Um subconjunto de miRNAs, conhecidos como miRtrons utiliza uma via
alternativa, na qual os pré-miRNA sdo derivados como produto secundario de um evento de
splicing, sem a necessidade de processamento pela Drosha ****™. Apés o processamento
nuclear, cada pré-miRNAs € exportado para o citoplasma pela exportina-5 (EXP5), membro

da familia de receptores de transporte nuclear 17

sendo convertido para miRNAs maduro e
funcional pela Dicer *°. Apés a clivagem pela Dicer, a molécula de dupla fita de RNA com
aproximadamente 22 nucleotideos associa-se a proteina Argonauta para formar o complexo de
silenciamento induzido por RNA (RISC) *’. Uma das fitas de aproximadamente 22
nucleotideos do RNA dupla fita permanece na proteina Argonauta como o0 miRNA maduro
(fita guia ou miRNA), enquanto a outra fita (fita passageiro ou miRNA*) é degradada *’®. Da
mesma maneira como ocorre a selecdo de um siRNA "8 a fita que possui sua extremidade
5’ formando o duplex mais instavel com sua fita parceira parece preferencialmente sobreviver
como o miRNA no RISC %8178 "0 complexo miRNA-RISC interage com sitios ligantes da
regido 3' UTR do RNA mensageiro alvo inibindo a expressdo ou degradando o RNA
mensageiro alvo "**¥_ A interacdo entre 0 RNA mensageiro alvo e o complexo miRNA-
RISC ocorre devido a complementaridade total ou parcial de uma sequéncia de 5-7
nucleotideos do miRNA e do RNA mensageiro alvo 2%,

Estima-se que cada miRNA possa se ligar a muitos RNAs mensageiros, e que 0s RNAs

mensageiros podem ter sua estabilidade ou traducio regulada por mais de um miRNA *#2, Os
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alvos de miRNAs reguladores parecem trabalhar de forma orquestrada para controlar uma via
ou funcdo biolégica comum %% essa caracteristica Unica dos miRNAs os tornam
ferramentas eficientes para determinacdo de vias especificas envolvidas em doencas ou

processos bioldgicos.

1.8. MicroRNAs no Musculo Esquelético

Diversos miRNAs sdo especificamente ou altamente expressos no musculo cardiaco
e/ou esquelético. Além disso, a expressdo dos miRNAs musculo-especificos (miR-1, -133, -
206 e -208) é regulada por redes de transcricdo envolvendo SRF, MyoD, Twist, MEF2 e
miocardina ***7%. Os miRNAs musculo-especificos (miR-1, -133, -206, -208, -208b e -499)
estdo envolvidos em uma série de processos incluindo miogénese (proliferacdo, diferenciacao
e especificacdo do tipo de fibra), regeneracdo e hipertrofia das fibras musculares **%. Os
miRNAs miR-208a, -208b e -499 sdo, cada um, codificados por um intron de genes distintos
de cadeia pesada de miosina (MyHC), respectivamente os genes MyH6 (a-MyHC), Myh7 (B-
MyHC) e Myh-7. Van Rooiji et al. ** recentemente propuseram a existéncia de uma rede
composta por esses trés miRNAs, denominada de MyomiR, codificada pelos genes da
miosina, que esta envolvida da regulacdo da expressdao de MyHC e, potencialmente dos tipos

de fibras musculares. Interessantemente, alguns miRNAs ndo masculo-especificos também

193,196 193,197

regulam a diferenciagdo muscular e regeneracgdo apos injuria

1.9. MicroRNAs em Doencas do Musculo Esquelético

Atualmente, embora o nimero de genes relacionados com o desenvolvimento de
doencas musculares aumente a cada ano e a patologia histologica do tecido esteja bem
documentada, as vias moleculares envolvidas permanecem pobremente compreendidas .
Porém, varios importantes estudos indicam que a expressdao de miRNAs esta alterada em
doencas do musculo esquelético e, em alguns casos, um unico miRNA pode causar a doenga
199200 " Um importante miRNA para o musculo esquelético, 0 miR-206, encontra-se elevado
no musculo diafragma do camundongo mdx (também conhecido como Dmd), modelo animal
de distrofia muscular **2. De maneira semelhante, foi demonstrado recentemente que o nivel

de expressdao do miRNA musculo especifico miR-499 também estd aumentado num modelo
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de atrofia muscular em ratos, sugerindo a ativacdo da rede MyomiR, codificada por genes de
cadeia pesada de miosina (MyHC), nessa condicdo 2°*. Por outro lado, os niveis de expressao
do miR-1 e do miR-133a estdo diminuidos num modelo de hipertrofia do masculo esquelético
em camundongos 2®°. Também foi demonstrado um mecanismo envolvendo interacdes
genéticas entre os fatores transcricionais NF-kB ¢ YYI e o miR-29; esse miRNA regula a
diferenciagdo de mioblastos e funciona como um supressor tumoral em rabdomiosarcomas,
um tumor resultante da desregulacéo da proliferacdo de células progenitoras musculares %2,
Estudos abrangentes do padrdo de expressdo de miRNAs revelaram que um total de 185
miRNAs estdo alterados nas amostras de dez diferentes doencas do musculo esquelético —
cinco miRNAs (miR-146b, miR-221, miR-155, miR-214 e miR-222) estavam constantemente

regulados em quase todas as amostras que foram analisadas '%°

, sugerindo um possivel
envolvimento de mecanismos reguladores mediados por miRNAs nas doencas musculares.
Em adicdo a esses estudos da expressdao de miRNAs em doencas musculares, uma ligacéo
genética direta conectou o miRNA com a hipertrofia muscular 2. Uma mutagdo que é
responsavel pela excepcional muscularizacdo da ovelha Texel foi mapeada como uma Unica
mutacdo G/T dentro da regido 3' UTR do RNA mensageiro que codifica a miostatina, um
membro da familia do fator de crescimento transformante (TGFp); a miostatina ¢ regulador
negativo do crescimento muscular. Essa mutacdo cria um sitio de ligacdo para os miRNAs
miR-1 e miR-206, levando a repressao da traducdo da miostatina, a qual origina um fenotipo
semelhante a “dupla musculatura” resultante da perda da miostatina em camundongos, ratos e

humanos 2429

1.10. MicroRNAs e Alteracdes Musculares na Insuficiéncia Cardiaca

Os primeiros estudos do perfil global de expressio de miRNAs em coracOes
hipertrofiados de murinos e de humanos revelaram um conjunto comum de miRNAs que
estdo elevados em coragdes hipertréficos *4?%2% Um desses miRNAs, o miR-195, foi
demonstrado ser suficiente para induzir IC e morte devido a perda de células musculares
cardiacas quando super-expressos em coracdes de camundongos transgénicos sob o controle
de um promotor especifico do coracéo °®. O perfil de expressdo de miRNAs desregulados
apos Infarto do Miocardio (IM) em camundongos demonstrou que a familia de miRNAs miR-
29 tem sua expressdo diminuida apds IM e controla a fibrose cardiaca através da regulacdo
direta da expressdo de colageno *®°. Adicionalmente, o perfil global de miRNAs em diferentes
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formas de doencas cardiacas demonstraram que assinaturas de expressdo génica de miRNAs
sdo especificas para doencas cardiacas distintas porém relacionadas, tais como
cardiomiopatia, cardiomiopatia isquémica e estenose aértica *°. Embora varios estudos ja
tenha sidos conduzidos para compreender o papel dos miRNAs do musculo cardiaco na IC,
ndo existe dado na literatura sobre o papel dessas pequenas moléculas de RNAs na miopatia
do masculo esquelético.
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2. OBJETIVO

2.1. Objetivo Geral

O objetivo do presente estudo é determinar o perfil global de expressdo de microRNAs

na miopatia esquelética de ratos com insuficiéncia cardiaca (IC).

2.2. Objetivos Especificos

Os objetivos especificos do presente estudo sdo analisar na miopatia esquelética de
ratos com insuficiéncia cardiaca (IC):

- a atrofia e a proporcéo dos tipos de fibras musculares;

- a expressdo génica dos componentes de vias proteoliticas do musculo esquelético
Runx1, Ctss, e Capn2;

- a expressao génica e proteica dos atrogenes MAFbx e Murfl;

- a expressao génica e estabilidade de 16 genes de referéncia (MRNA);

- a expressao génica de marcadores moleculares da transi¢do dos tipos de fibras Myh?7,
Myh7b, Tnnll, Tnnl2 e TnnT3;

- a expressao proteica das cadeias pesadas de miosinas MyHCI e MyHCl|a;

- a estabilidade dos microRNAs de referéncia;

- a expressao global de microRNAS;

- a(s) potenciais via(s) reguladas pelos microRNAs alterados nessa condicao;

- a expressdo génica e proteica do NF-kp e TNF-a envolvidos na via NF-KB-YY1-
miR-29b.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais e protocolo experimental

Todos os procedimentos com os animais foram realizados de acordo com 0s principios
definidos pela Comissdo de Etica da Experimentacio Animal - CEEA - IB — UNESP,
Botucatu (protocolo n°® 201). Neste estudo foram utilizados ratos Wistar, machos, com peso
corporal de 250 a 300 g, provenientes do Biotério Central - UNESP - Campus de Botucatu -
SP. A Hipertrofia Ventricular Direita (HVD) e a Insuficiéncia Cardiaca (IC) foram induzidas
pela injecdo de monocrotalina (C 2401 - Sigma), que induz severa hipertensdo arterial
pulmonar, seguida de HVD e IC, sem acarretar, per si, alteragdes na musculatura esquelética
62211 " Foram utilizados dois grupos experimentais:

Grupo IC — animais com insuficiéncia cardiaca (n= 6);

Grupo CT — animais controles da insuficiéncia cardiaca (n= 6).

A monocrotalina foi injetada intraperitonealmente numa Unica dose (60 mg/kg i.P.).
Esses animais receberam racdo e adgua ad libitum. No grupo CT, foi injetada solucgdo salina e
esses receberam a mesma quantidade de racdo consumida, no dia anterior, pelo grupo IC.

Todos os animais foram mantidos em gaiolas individuais, a temperatura de 23°C e com
ciclos de luminosidade de 12 horas, no Biotério do Laboratério Experimental do
Departamento de Morfologia — IB — UNESP — Botucatu.

Os animais foram observados diariamente para a detec¢do dos sinais compativeis com o
diagnostico clinico de IC, como taquipnéia e dispnéia. A presenca de IC foi confirmada, no
sacrificio dos ratos, pela presenca de derrame pleural, ascite, trombo em é&trio direito e
hipertrofia do ventriculo direito ®. Os sintomas de IC foram visualizados ap6s 30 dias da
injecdo de monocrotalina; nesse momento 0s animais foram sacrificados mediante

decapitacéo.

3.2. Estudo dos parametros anatdomicos

No momento do sacrificio, os animais foram anestesiados com injecao intraperitoneal
de pentobarbital sodico (50 mg/kg i.P.) e, em seguida, mensurados o peso corporal (PC). Os
ventriculos (esquerdo e direito) foram dissecados e pesados separadamente. As relacdes entre

0 peso dos ventriculos esquerdo (VE) e direito (VD) sobre o peso corporal (PC) dos ratos
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(VE/PC e VD/PC) foram utilizadas como indices de hipertrofia dos ventriculos. Os musculos
soleo (Sol) foram retirados; o Sol direito e esquerdo foram separado em duas por¢oes
(distal/proximal) e congelados em nitrogénio liquido. O musculo Sol direito foi destinado a
determinacéo da frequéncia dos tipos de fibras e da area de seccdo transversal dos tipos de
fibras musculares (1, Ic/llc e 11a); e 0 musculo Sol esquerdo foi utilizado para a avaliagdo da
expressao génica por RT-qPCR e proteica por western blotting.

3.3. Determinacéo da frequéncia dos tipos de fibras musculares

Os fragmentos musculares utilizados para a determinacdo da area e frequéncia das
fibras musculares foram congelados em isopentano resfriado em nitrogénio liquido e
armazenados em Biofreezer (- 80 °C). A analise dos tipos de fibras (I, Ic/llc e I1a) da porcao
proximal do musculo séleo foi realizada em cortes histolégicos transversais de 10um pela
reacdo histoquimica m-ATPase (miofibrillar adenosine triphosphatase) ap6s pré incubacéo
em pH 4,2 #2. Foi determinada a frequéncia dos tipos de fibras de cada animal, utilizando-se

Sistema de Analise de Imagens Qwin (Leika, Alemanha).

3.4. Analise das Cadeias Pesadas de Miosinas (MyHC)

A andlise da expressdo das cadeias pesadas de miosinas (MyHC) foi realizada por
eletroforese em gel de poliacrilamida duodecilsulfato de sédio (SDS-PAGE). Foram
utilizados 12 cortes transversais (10 um de espessura) de musculo, colocados em 0,5mL de
uma solucdo contendo 10 % glicerol, 5 % 2-mercaptoetanol, 2,3 % SDS, 0,9 % Tris-HCI por
10 minutos, a 60°C para homogeneizacdo, a qual também foi mediada sob agitacdo em
vortex. Desse homogeneizado foi aplicado 5 pl em gel de poliacrilamida gradiente de 10 %
com um gel de empacotamento a 4 %, com 26 horas de corrida a 180 V, e em seguida, corado
com Coomassie Blue. As isoformas das cadeias pesadas das miosinas foram identificadas de
acordo com seus pesos moleculares, os géis foram fotografados e analisados pelo VDS
Software (Pharmacia Biotech) e a porcentagem relativa quantificada por densitometria usando
0 Image Master VDS Software (versao 3.0).
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3.5. Avaliacdo da expressdo génica por Reacdo em Cadeia da Polimerase em
Tempo Real ap6s Transcrigdo Reversa (RT-gPCR).

Os experimentos de RT-gPCR foram realizados seguindo as orientacbes do MIQE:

Minimum information for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiment®™.

a) Extracao de RNA total
A extracdo do RNA foi realizada com o kit TriZol (Ambion, EUA) segundo as

instrugdes do fabricante. O RNA foi quantificado por espectrofotometria utilizando o
equipamento NanoVue (GE Healthcare Life Sciences, EUA). As amostras de RNA foram
tratadas com DNA-free™ Kit (Ambion, EUA) para remover a contaminacdo com DNA

genémico.

b) Analise da qualidade do RNA
A qualidade do RNA foi obtida pelo nimero da integridade do RNA (RNA Integrity

Number, RIN), a partir da andlise dos RNAs ribossomais baseadas em microfluidos,
utilizando-se o sistema 2100 Bioanalyzer (Agilent, EUA) #**°*. O Bioanalyzer fornece um
namero de integridade do RNA (RIN-RNA Integrity Number) que varia de 1 a 10, onde 1
refere-se a um RNA degradado e 10 a um RNA integro #**. Todas as amostras de RNA foram

estocadas em aliquotas a -80°C

c) Reagdo de Transcri¢cdo Reversa (miRNA):
A transcricdo reversa dos miRNAs obtidos do musculo esquelético foi realizada

utilizando o kit TagMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit (Life Technologies, EUA)
combinado com o Stem-loop Megaplex™ RT Primers (Life Technologies, EUA), seguindo as
orientagdes do fabricante. Esse sistema permiti a transcricdo reversa apenas de miRNAs
maduros e ndo é afetado pela contaminacdo com DNA gendmico. Para a reacdo foram
utilizados 3 pL (500 ng) de RNA total ao qual foram adicionados os seguintes componentes
do kit: Megaplex™ RT Primers (10X), dNTPs with dTTP (100 mM), MultiScribe™ Reverse
Transcriptase (50 U/uL), 10X RT Buffer, RNase Inhibitor (20 U/uL) e o volume completado
para 4,5 pL com agua livre de nucleases. A mistura foi incubada nas seguintes condi¢des: 40
ciclos de 16 °C por 2 min., 42 °C por 1 min. e 50 °C por 1 seg. seguido, da inativacdo da

transcriptase reversa a 85 °C por 5 min.
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d) PCR quantitativo em Tempo Real (miRNA)
Cada amostra de cDNA foi analisada com o TagMan Low Density Array Rodent

MicroRNA A+B Cards Set v2.0 (Life Technologies, EUA), constituido por duas placas de
PCR de 384 pogos com primers e sondas de hidrolise especificos que permitiu a identificacdo
de 303 miRNAs maduros e 5 genes de referéncia (87% de cobertura do miRBase v. 10)
(figura suplementar 1). Cada ensaio (primers e sonda) € capaz de discriminar miRNAS
maduros que diferem em apenas uma base, utilizando-se pequena quantidade de RNA inicial
216217 ' Como demonstrado por Mestdagh et al. 2!, as variagdes do instrumento e manipulagéo
dos liquidos é minima nesse sistema e, portanto, ndo é necessario a realizacdo de réplicas da
PCR. Para cada placa, foram utilizados 450 pL de TagMan® Universal PCR Master Mix, No
AmpErase® UNG (2X), 6 uL do produto da reacdo de transcri¢do reversa e o volume final
ajustado para 900 puL com agua livre de nucleases. Foram utilizadas as seguintes condigdes de
ciclagem: 95 °C por 10 min., seguido por 40 ciclos de 95 °C por 15s e 60 °C por 1 min.. As
reacOes foram realizadas no Sistema de PCR em Tempo Real Viia7 (Life Technologies,
EUA). Os valores de Cq foram calculados utilizando o software SDS 2.1, utilizando a
configuracdo automatica de baseline e um threshold de 0,2. O Cq (ciclo de quantificacdo)
refere-se ao ponto de encontro entre a curva de amplificacdo corrigida pelo baseline e o
threshold (de acordo com o RDML, HTTP://rdml.org) %%, A quantificacdo relativa da
expressdo génica foi realizada pelo método do Cq comparativo 2*°. A analise do perfil de
expressao dos miRNAs e a selecdo dos microRNAS de referéncia para a normalizacdo da RT-
gPCR foram realizadas utilizando-se os softwares ExpressionSuite (Life Technologies, EUA)
e RealTime StatMiner® (Integromics, Espanha). Esse software permite a analise da estimativa
da estabilidade de expressdo dos genes candidatos a referéncia utilizando o algoritmo do
geNorm; esse algoritmo foi desenvolvido por Vandesompele et al., 2002 % e é amplamente
utilizado na literatura para determinar os genes de referéncia mais estaveis para um

determinado grupo de amostras.

e) Reacdo de Transcri¢cdo Reversa (MRNA)
A transcricdo reversa dos mRNAs obtidos do musculo esquelético foi realizada

utilizando o kit High Capacity RNA-to-cDNA Master Mix (Life Technologies, EUA),
seguindo as orientacdes do fabricante. Para a reagdo foram utilizados 4 puL. de Master Mix
para a transcrigdo reversa ao qual foi adicionado 1 pg de RNA e o volume completado para 20
uL com agua livre de nucleases. A mistura foi incubada nas seguintes condicdes: 25 °C por 5

min., 42 °C por 30 min, seguido da inativacdo da transcriptase reversa a 85 °C por 5 min.
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f) PCR quantitativo em Tempo Real (MRNA)
Para cada reag¢do foram empregados 10 uL de GoTag® gPCR Master Mix, baseado na

quimica SYBR Green (Promega, EUA), 5 uL da reagdo de RT e 2 uL de iniciadores “sense” e
“anti-sense” a 5 uM e o volume foi completado para 20 pL com agua livre de nucleases. Os
iniciadores para o0s genes alvo Runx1, Ctss, Capn2, MAFbx, Murfl, Myh7b, Tnnll, Tnnl2,
TnnT3, NF-kp, TNF-a, Ppib, Ppia ¢ B2m foram desenhados utilizando-se 0 programa Primer-

Blast (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) (tabela 1). As reagdes foram

realizadas no sistema 7300 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, EUA), obedecendo
as seguintes condicBes: GoTag Hot Start Polymerase ativacdo 2 min. a 95°C seguido de 40

ciclos de 15 seg. a 95°C e 1 min. a 60°C, por fim curva de dissociacdo 60-95°C.
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Tabela 1. Genes e informagdes dos iniciadores utilizados na RT-qPCR.

Gene NCBI REF Seq Sequéncia dos Iniciadores Amplicon (pb)
s o ST
ST L eeavarior
o ooz 3SSSCETTACETACCAGRACT -
o, TSSO
e s SSACTNTETSCTOACTONS
s N ooz S AASCACASASASASCANSIAGIA
T o SASCCECTTCASORCTTATE .
e o SSACCTOMOSTITONCC
TnnT3 NM_001270664.1 gggilgg(éééﬁ_??%i:iﬁ_zﬁ_A 117
an e S SSSONeSCETETETT
s §SMSATTCTOSCTAONS
e wwomos | SIMCERCCSTOTIOTIE
B2m NM_012512.2 5 CGAGACCGATGTATATGCTTGC 114

5 GTCCAGATGATTCAGAGCTCCA

NCBI REF Seq: sequencia de referéncia NCBI; pb: pares de bases; Runxl (runt-related
transcription factor 1); Ctss (cathepsin S); Capn2 (calpain 2, (m/Il) large subunit); Murfl
(tripartite motif containing 63); MAFbx (F-box protein 32); Myh7b (myosin, heavy chain
7B); Tnnll (troponin | type 1); Tnnl2 (troponin I type 2); TnnT3 (troponin T type 3); Rel A
(v-rel reticuloendotheliosis viral oncogene homolog A); TNF-a (tumor necrosis factor); Ppib

(peptidylprolyl

microglobulin).

isomerase B); Ppia (peptidylprolyl isomerase A) e B2m (beta-2
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Para a normalizagdo dos resultados da RT-qPCR, foram inicialmente utilizadas 12
amostras para a avaliacdo de 16 genes de referéncia presentes no Rat Endogenous Control
Array (Life Technologies, EUA) (figura suplementar 2). Para cada amostra, foram utilizados
50 uL de TagMan® Universal PCR Master Mix, No AmpErase® UNG (2X), 15 uL do
produto da reacdo de transcrigdo reversa e o volume final ajustado para 100 uL com agua
livre de nucleases. Foram utilizadas as seguintes condic6es de ciclagem: 95 °C por 10 min.,
seguido por 40 ciclos de 95 °C por 15s e 60 °C por 1 min.. As reacdes foram realizadas no
Sistema de PCR em Tempo Real Viia7 (Life Technologies, EUA). Os valores de Cq foram
calculados utilizando o software SDS 2.1, utilizando a configuracdo automatica de baseline e
um threshold de 0,2. A analise do perfil de expressdo dos microRNAs e a selecdo dos
transcritos de referéncia para a normalizacdo da RT-qPCR foram realizadas utilizando-se o
software RealTime StatMiner® (Integromics, Espanha). A quantificacdo relativa de cada
MRNAs foi realizada com o REST software 2009 v. 2.0.13 com teste fixo de randomizacéao

pareada com 2000 permutacdes %

utilizando os valors de Cq e a eficiéncia de amplificagcéo
de cada transcrito calculada pela regressdo linear do aumento de fluorescéncia na fase

exponencial com o programa LinRegPCR v 11.1 %%,

3.6. Western Blotting

Os niveis de proteina do musculo soleo foram analisados por Western blotting
utilizando os anticorpos especificos anti-NF-KB (sc8008), anti-TNFa (sc1349), anti-Murfl
(sc27642) e anti MAFbx (sc27644) e os niveis de cada proteina foram normalizados pela [3-
actina (sc47778). As proteinas musculares foram extraidas utilizando Tris-tampao Triton (Tris
10 mM, pH 7,4, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1% de Triton X-100, glicerol
10%, SDS a 0,1%, desoxicolato a 0,5%) e a quantidade de proteina do sobrenadante foi
determinada pelo método de Bradford. As amostras foram separadas em gel de poliacrilamida
(mini-protean TGX gels, Bio-Rad, EUA) e, em seguida, transferidas para uma membrana de
nitrocelulose (Bio-Rad, EUA). Apos o bloqueio, a membrana foi incubada com o anticorpo
primario no sistema Snap i.d. (Millipore, EUA). Posteriormente, a membrana foi lavada com
TBS e Tween 20 e incubadas no Snap i.d. com anticorpo secundario conjugado com
peroxidase. O Super Signal® West Pico Chemiluminescent Substrate (Pierce Protein
Research Products, EUA) foi utilizado para detectar anticorpos ligados. As membranas foram
fotografadas utilizando o sistema IQuant Capture 350 e analisada a densitometria pelo
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ImageQuant TLV2005 (GE Healthcare, EUA) para determinar o teor relativo de cada

proteina.

3.7. Analise Estatistica

Os dados estdo expressos como média + desvio padrdo. A comparagao entre 0S grupos
foi realizada utilizando-se teste t-Student. Os resultados foram considerados estatisticamente

significativos quando P < 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Inducéo de Insuficiéncia Cardiaca e Estudo dos Parametros Anatémicos

Ao final do experimento, todos os animais do grupo IC apresentaram sinais clinicos e
patologicos de insuficiéncia cardiaca (taquipnéia, ascite e derrame pleural); nenhuma
alteracéo foi encontrada nos animais controles. Houve aumento estatisticamente significativo
dos seguintes parametros: AT, AT/PC, VD e VD/PC, do grupo IC em relacdo ao grupo CT
(tabela 2).

Tabela 2: Dados Anatdmicos

CT(n=6) IC (n = 6)
Pl (g) 268,4 + 14,2 263,1+12,6
PC(g) 344,6 +12,6 255 + 13,7  ***
VE (mg) 0,69 +0,03 0,60+0,06 *
VD (mg) 0,20 + 0,03 0,49 0,04 ***
AT (mg) 0,10 + 0,01 0,19 +0,03 ***
VE/PC (mg/g) 1,99 + 0,17 2,35+0,21 **
VD/PC (mg/g) 0,58 £ 0,06 1,94 40,23 ***
AT/PC (mg/g) 0,28 + 0,03 0,76 +0,11  ***

CT: controle; IC: insuficiéncia cardiaca; n: nmero de animais; PI: peso corporal inicial;
PC: peso corporal final; VE: ventriculo esquerdo; VD: ventriculo direito; AT: atrio. Dados
sd0 expressos como média + desvio padrdo. Os valores de P foram obtidos pelo teste t-
Student. * P<0,05; ** P<0,001; *** P<0,0001: estatisticamente significante versus grupo

controle.
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4.2. Atrofia e frequéncia das fibras musculares

Corte transversal do musculo corado com HE (Hematoxilina Eosina) apresentando

uma visdo geral do muasculo séleo de ratos controle e insuficiéncia cardiaca (figura 7).

A andlise histoquimica do musculo séleo pela reacdo da trifosfatase de adenosina

miofibrilar (m-ATPase), apos pré-incubacdo em pH 4,2, permitiu a determinacdo da atrofia e

da frequéncia dos tipos de fibras I, lla e Ic/ll

c (figura 8).

A atrofia muscular no grupo IC foi comprovada pela diminuicdo significativa (P<0,05)
da area das fibras musculares dos tipos I, Ic/lic e lla (figura 9). A transi¢do dos tipos de fibras

musculares no grupo IC também foi confirmada; houve aumento estatisticamente significativo

na porcentagem relativa dos tipos lla e

diminuicdo da fibras do tipo I, no grupo IC

comparado aos grupo controle (figuras 8 e 10).

A andlise da expressdo das cadeias pesadas das miosinas (MyHC), realizada por

eletroforese em gel de poliacrilamida duodecilsulfato de sddio (SDS-PAGE), corroboram os

resultados da analise da frequéncia dos

tipos de fibras musculares. O musculo so6leo

apresentou as isoformas MyHCI e MyHClla; houve aumento estatisticamente significativo na

porcentagem relativa da MyHClla e diminuicdo da MyHCI, no grupo IC comparado aos

grupo controle (figura 11).
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Figura 7: Seccdes transversais do musc

ulo séleo corado com HE (Hematoxilina-Eosina)

demostrando uma visdo geral da morfologia das fibras (f) do musculo soleo dos grupos

controle (esquerda) e insuficiéncia cardiaca (direita). Objetiva: 20x.
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Figura 8: Secc0es transversais do musculo s6leo demostrando a distribui¢do dos tipos
de fibras através da reagdo histoquimica da trifosfatase de adenosina miofibrilar (m-
ATPase) apds pré-incubacdo em pH 4,2. a) grupo controle; b) grupo insuficiéncia
cardiaca (objetiva: 10x); detalhe dos tipos de fibras musculares (I, lla e Ic/lic) nos

grupos controle (c) e insuficiéncia cardiaca (d) (objetiva: 20x).
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Figura 9: Area de Seccdo transversal (AST; um2) dos tipos de fibras musculares (1, lla, e
Ic/lic) ap6s coloracdo pela reacdo ATPase miofibrilar (m-ATPase), nos grupos controle (CT)
e insuficiéncia cardiaca (IC). Dados sdo expressos como média + desvio padrdo. Os valores
de P foram obtidos pelo teste t-Student. * P<0,05; ** P<0,001: estatisticamente significante

versus grupo controle.
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Figura 10: Analise da frequéncia (%) dos tipos de fibras musculares (I, lla, e Ic/llc) no
musculo séleo apds coloragéo pela reacdo m-ATPase nos grupos controle (CT) e insuficiéncia
cardiaca (IC). Dados sdo expressos como media + desvio padrdo. Os valores de P foram

obtidos pelo teste t-Student. * P<0,05: estatisticamente significante versus grupo controle.
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Figura 11: Andlise das isoformas de miosina (MyHC) utilizando SDS-PAGE no musculo
soleo dos grupos controle (CT) e insuficiéncia cardiaca (IC). MyHCI: cadeia pesada de
miosina I; MyHClla: cadeia pesada de miosina lla. Dados sdo expressos como média + desvio
padrdo. Os valores de P foram obtidos pelo teste t-Student. * P<0,05: estatisticamente

significante versus grupo controle.

4.3. Extracdo e analise da qualidade do RNA

O RNA total foi extraido utilizando-se o reagente Trizol (Life Technologies, EUA),
segundo as recomendacdes do fabricante. O RNA extraido foi eluido em agua ultra pura livre
de nucleases. A analise espectrofotométrica das amostras de RNA apresentou razdo 260/280
nm > 1,8 (tabela 02). A qualidade do RNA, determinada pelo nimero da integridade do RNA
(RNA Integrity Number, RIN), foi de 8,75 £ 0,43 (média + desvio padrdo) (tabela 3).
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Tabela 3: Qualidade do RNA.

Grupo Amostra [ng/uL] 260/280 nm RIN
A 948,8 1,921 8,9

B 1356 1,798 8,3

oT C 1170 1,886 9,3
D 1093 1,896 8,4

E 1284 1,831 9,0

F 1220 1,861 8,9

G 784 1,936 8,0

H 862 1,933 8,8

IC | 1143 1,896 8,4
J 623 1,925 9,2

K 774 1,939 8,3

L 1202 1,864 9,5

CT: grupo controle; IC: grupo insuficiéncia cardiaca. RIN: RNA
Integrity Number (ndmero de integridade do RNA). O valor de RIN
apresentou 8,75 + 0,43 (média + desvio padrdo).

4.4. Avaliacédo da expressdo génica por Reacdo em Cadeia da Polimerase em
Tempo Real ap6s Transcricdo Reversa (RT-gPCR).

O RNA livre de DNA gendmico foi submetido a reacdo de transcricdo reversa e o
gene TBP (Tata Box Binding Protein; NM_001004198) de todas as amostras, incluindo
controles positivos e negativos, foi amplificado utilizando a qPCR para verificar a presenca de
inibidores. Os primers utilizados para a gPCR foram: F-TGGGATTGTACCACAGCTCCA e
R-CTCATGATGACTGCAGCAAACC (tamanho do amplicom = 132pb). Todas as amostras
apresentaram o mesmo perfil de amplificacdo e foram utilizadas para a analise da expressao

génica por RT-gPCR (micro-RNAs e RNAs mensageiros) (dados ndo apresentados).
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4.4.1. Escolha de transcritos referéncia para normalizacdo da RT-qPCR

Considerando que o numero limitado de relatos sobre transcritos estaveis no musculo
esquelético na insuficiéncia cardiaca para uso como referéncia em ensaios de RT-gPCR, 0s 16
genes de referéncia presentes no Rat Endogenous Control Array (Life Technologies, EUA)
foram testadas todas as amostras. Apenas dois genes de referéncia ndo apresentaram
amplificacdo e os demais 14 candidatos a normalizadores demonstram coeficiente de
estabilidade (M) de expressédo abaixo do limiar de 1,5 sugerido por Vandesompele et al., 2002
220 (Figura 12). O coeficiente de estabilidade de expressdo (M) é determinado partindo do
principio de que dois genes de referéncia ideais possuem razGes de expressdo idénticas em
todas as amostras a serem analisadas, independente de quaisquer condigfes experimentais ou
tipos celulares. O algoritmo geNorm avalia a razdo de expressdo de cada gene referéncia em
relacdo aos demais sempre aos pares, 0 que permite a exclusao dos transcritos menos estaveis
220-

Nesta analise, Ppia e B2m demonstraram a expressao mais estavel (M=0,320) e 18S
menos estavel (M=1,498) entre as amostras avaliadas. Apds a remocdo em série dos genes
com maior variacdo entre as amostras, o algoritmo geNorm indicou o uso dos genes Ppib +
Ppia + B2m como o melhor conjunto de transcritos, seguidos dos seguintes genes em ordem
crescente de estabilidade: Tfrc, Actb, Hmbs, Ubc, Hprt, Rplp2, Gapdh, Pgkl, Arbp, Ywhaz
(Figura 12).
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Figura 12: Média do coeficiente de estabilidade de expressdo (M) dos transcritos de referéncia
18S, Tfrc, Actb, Hmbs, Ubc, Hprt, Rplp2, Gapdh, Pgkl, Arbp, Ywhaz, Ppib, Ppia e B2m. O
calculo para a determinacdo dos melhores genes de referéncia ap6s a exclusdo progressiva dos
genes de expressdo menos estavel indicando Ppib+B2m como 0s mais estaveis, com 0 mesmo

valor de estabilidade de expresséo.

O conjunto de genes referéncia apropriado também foi estimado e essa analise mostrou
gue deveriam ser utilizados dois ou trés genes de referéncia. O desvio ideal entre os fatores de
normalizacdo (V) foi obtido com a utilizagdo de apenas dois transcritos Ppia e B2m e, a
inclusdo do terceiro transcrito Ppib ao grupo prévio com os dois nédo altera o resultado (\V2/3)
(Figura 13). Portanto, com a utilizacdo de apenas trés transcritos de referéncia foi possivel

atingir o valor V < 0,15, como proposto por Vandesompele et al. 2002 %%
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Figura 13: Determinacdo do nimero adequado (V) de genes de referéncia. Estimativa
para 0 uso do numero ideal de genes para a normalizagcdo, demonstrando que com o uso dos
trés transcritos (2/3) ja se obtém a normalizacdo ideal utilizando Ppia+Ppib+B2m. Essa
analise estima o nimero de genes de referéncia mais apropriado pelo impacto da adicdo em
sequéncia dos mais estaveis na relacdo aos fatores de normalizacéo.
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4.4.2. Expressdo relativa de genes associados a atrofia e transicdo dos tipos de
fibras musculares

Para maior compreensdo dos mecanismos responsaveis pela atrofia muscular na
insuficiéncia cardiaca, analisamos inicialmente a expressdo génica de componentes de vias
proteoliticas do musculo esquelético, incluindo Runxl (sistema proteossomal dependente de
ubiquitina), Ctss (catepsina, protease de cisteina lisossomal) e Capn2 (calpaina, protease de
cisteina dependente de célcio) (tabela 4). Foi observado um aumento significativo dos niveis
de expressdo dos genes Ctss e Runx no grupo IC quando comparado ao grupo controle
(P=0,0019 e P<0,001, respectivamente). N&do foi observada alteracdo significativa do nivel de
expressao do gene Capn2.

Como marcadores moleculares da transi¢do dos tipos de fibras musculares, avaliamos
a expressdo dos genes Myh7b e Tnnll, que caracterizam fibras lentas, e dos genes Tnnl2 e
TnnT3, que caracterizam fibras rapidas (tabela 4). Foi observada uma diminuicéo significativa
do nivel de expressdo do gene Tnnll no grupo IC quando comparado ao grupo controle
(P<0,001). Néo foi observada alteracéo significativa do nivel de expressdo dos genes Myh7b,
Tnnl2 e TnnT3.
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Tabela 4: Expressao relativa de genes envolvidos na atrofia e na transi¢cdo dos tipos

de fibras musculares.

Gene Expressao Relativa Eficiéncia Reagao
B2m 0,916 0,852
Transcrito de
Ppia 0,908 0,901
Referéncia
Ppib 1,201 0,944
Murfl 4,277 *** 0,781
Atrofia
MAFbx 1,685 ** 0,879
MyH7b 0,899 0,972
Tipos e Fibras Tnnl2 0,700 0,849
TnnT3 0,890 0,891
Ctss 1,862 * 0,900
Protedlise Cpn2 0,996 1,028
Runx1 2,033 *** 0,919
Via NF-kB,YY1, TNF-a 0,561 * 0,875
miR 29b Rel A (p65) 1,051 0,982

Expresséo relativa de Runx1, Ctss, Capn2, MAFbx, Murfl, Myh7b, Tnnl1, Tnnl2,
TnnT3, NF-kp ¢ TNF-a estimada por RT-qPCR no mausculo séleo de ratos com
insuficiéncia cardiaca em relacdo ao grupo controle. A expressdo de cada transcrito
foi normalizada pela expressdo de Ppib, Ppia e B2m. Estatisticamente significativo

versus grupo controle (*P < 0,05; **P<0,001).



4.4.3. Expressdo génica e proteica dos atrogenes Murfl e MAFbx

Posteriormente, analisamos a expressdo génica e proteica dos atrogenes Murfl e
MAFbx, os quais sdo altamente regulados em diversas condigdes de atrofia muscular. Foi
observada uma diminuic&o significativa dos niveis de expressdo dos genes Murfl e MAFbx
no grupo IC gquando comparado ao grupo controle (P<0,001 e P=0,004, respectivamente)
(Tabela 4). Os resultados para a expressdo das proteinas estudadas pelo Western Blotting
mostraram que houve aumento da expressdo de MAFbx no grupo IC em relagéo ao grupo CT;
ndo houve diferenga estatistica na expressao da proteina Murfl entre grupos (Figura 14).

Expressao de proteina
Valor Relativo

0.0

Murfl MAFbx

Figura 14: Expressdo relativa das proteinas Murfl e MAFbx no musculo soleo dos
animais dos grupos controle (CT) e insuficiéncia cardiaca (IC) analisados por Western
blotting. Dados foram normalizados pela proteina beta actina e sdo expressos como média +
desvio padrédo. Os valores de P foram obtidos pelo teste t-Student. * P<0,05: estatisticamente

significante versus grupo controle.
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4.4.4. Escolha de miRNAs referéncia para normalizacdo da RT-gPCR

Para realizarmos uma andlise global do TagMan Low Density Array Rodent MicroRNA
que incluisse as placas A+B, totalizando 303 miRNAs maduros, analisamos inicialmente a
estabilidade dos cinco RNAs ndo-codificantes de referéncia (Mammué6, U87, Y1,
snoRNA135 e snoRNA202) presentes em ambas as placas (A+B). Foram testadas todas as
amostras e os RNAs néo-codificantes de referéncia Mammu6, U87, Y1, snoRNA135 e
snoRNA202 candidatos a normalizadores apresentaram amplificacdo; com excegdo do
snoRNA202, todos os demais RNAs ndo-codificantes de referéncia esses genes demonstram
coeficiente de estabilidade (M) de expressdo abaixo do limiar de 1,5 sugerido por
Vandesompele et al., 2002 *? (Figura 15).

Nesta andlise, MammU6 demonstrou a expressdao mais estavel (M=0,278) e
SnoRNA202 a menos estavel (M=3,174). Ap6s a remocdo em série dos genes com maior
variacdo entre as amostras, o algoritmo geNorm indicou o uso de Mammue6, U87, Y1 e
snoRNA135 (Figura 15).
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Figura 15: Média do coeficiente de estabilidade de expressdo (M) dos transcritos de
referéncia Mammu6, U87, Y1, snoRNA135 e snoRNA202 nas placas A e B. O célculo para a
determinacdo dos melhores genes de referéncia apds a exclusdo progressiva dos genes de
expressdo menos estavel indicando MammuU6 (A e B) como os mais estaveis, com 0 mesmo
valor de estabilidade de expresséo.

O conjunto de RNAs ndo-codificantes de referéncia apropriado também foi estimado e
essa analise mostrou que deveriam ser utilizados trés ou quatro genes de referéncia. O desvio
ideal entre os fatores de normalizacdo (V) foi obtido com a utilizacdo de trés transcritos
MammU6 (A e B), U87 e, a inclusdo do terceiro transcrito Y1 ao grupo prévio com os dois
ndo altera o resultado (V3/4) (Figura 16). Portanto, com a utilizacéo de trés/quatro transcritos
de referéncia foi possivel atingir o valor V < 0,15, como proposto por Vandesompele et al.
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2002 ?*. Portanto, para a normalizacdo dos dados, selecionamos os transcritos MammuUS,
U87, snoRNA135 e Y1 de ambas as placas (A+B).
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Figura 16: Determinagéo do numero adequado de RNAs ndo codificantes de referéncia.

9/10

Estimativa para o uso do numero ideal de genes para a normaliza¢do, demonstrando que

com o uso dos trés transcritos (3/4) ja se obtém a normalizacao ideal (V<0,15).
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A normalizacdo adequada dos dados minimiza os efeitos de variagbes técnicas
sistematicas e € um pré-requisito para a obtencdo de mudangas bioldgicas relevantes.
Entretanto, ainda existe muita inconsisténcia sobre as recomendacfes e performances das
normalizagbes em experimentos para a anélise global da expressdo de microRNAs 2%,
Portanto, além da andlise da estabilidade dos cinco RNAs ndo-codificantes de referéncia
(MammuU6, U87, Y1, snoRNA135 e snoRNA202) presentes nas placas A e B, também
realizamos uma busca pelos transcritos mais estaveis para cada uma das placas dentre todos
0s RNA ndo codificantes que apresentaram amplificacdo em 100% das amostras analisadas.
Dessa maneira, foi possivel testarmos uma normalizacdo adicional, na qual cada placa foi
considerada como um experimento individual e, posteriormente, os resultados de ambas as
normalizacdes foram comparadas.

A busca pelos transcritos mais estdveis em cada placa foi realizada inicialmente
utilizando-se o algoritmo de estabilidade do software ExpressionSuite v 1.0 (Life
Technologies, EUA) para selecionar os 20 transcritos com maior estabilidade; posteriormente,
todos os todos os potenciais RNAs ndo-codificantes de referéncia genes foram analisados pelo
geNorm e demonstraram coeficiente de estabilidade (M) de expressao abaixo do limiar de 1,5

sugerido por Vandesompele et al., 2002 **° (Figuras 17 e 18).
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Figura 17: Média do coeficiente de estabilidade de expressdao (M) dos 20 transcritos
mais estaveis presentes na placa A. O célculo para a determinacdo dos melhores genes
de referéncia apds a exclusdo progressiva dos genes de expressdo menos estavel
indicando os microRNAs miR-30-a e miR 30d como 0s mais estaveis, com 0 mesmo

valor de estabilidade de expresséo.
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Figura 18: Média do coeficiente de estabilidade de expressdo (M) dos 20 transcritos
mais estaveis presentes na placa B. O célculo para a determinacdo dos melhores genes
de referéncia ap6s a exclusdo progressiva dos genes de expressdo menos estavel
indicando 0os microRNAs miR-30-a-3p € miR 30e-3p como 0s mais estaveis, com o
mesmo valor de estabilidade de expressao.

O conjunto de RNAs ndo-codificantes de referéncia apropriado também foi estimado
para cada placa individualmente e essa analise mostrou que deveriam ser utilizados dois ou
trés genes de referéncia (figuras 19 e 20).
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Para a placa A, o desvio ideal entre os fatores de normalizagdo (V) foi obtido com a
utilizacdo de dois transcritos miR-30-a e miR 30d e, a incluséo do terceiro transcrito miR-1 ao
grupo prévio com os dois ndo altera o resultado (V2/3) (Figura 12). Portanto, com a
utilizacdo de quatro/trés transcritos de referéncia foi possivel atingir o valor V < 0,15, como
proposto por Vandesompele et al. 2002 ??°. Portanto, apenas da placa A, selecionamos 0s
transcritos miR-30-a, miR 30d e miR-1.
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Figura 19: Determinacdo do numero adequado de RNAs ndo codificantes de referéncia
para a placa A. Estimativa para o uso do nimero ideal de genes para a normalizacéo,
demonstrando que com o uso dos trés transcritos (2/3) ja se obtém a normalizagdo
ideal (V<0,15).
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Para a placa B, o desvio ideal entre os fatores de normalizagcéo (V) foi obtido com a
utilizacdo de dois transcritos miR-30-a-3p e miR 30e-3p e, a inclusdo do terceiro transcrito
miR-206 ao grupo prévio com os dois ndo altera o resultado (V2/3) (Figura 20). Portanto,
com a utilizacao de trés transcritos de referéncia foi possivel atingir o valor V < 0,15, como
proposto por Vandesompele et al. 2002 ??°. Portanto, apenas da placa B, selecionamos os
transcritos miR-30-a-3p, miR 30e-3p e miR-206.

Y
0,06

0,05

LAY

0,04 -

0,03 -

0,02 -

0,01 -

0,00 -

NG\ NP A APV oS @\0
Figura 20: Determinacdo do nimero adequado de RNAs nédo codificantes de referéncia
para a placa B. Estimativa para o uso do numero ideal de genes para a normalizacéo,
demonstrando que com o uso dos trés transcritos (2/3) ja se obtém a normalizacéo ideal
(V<0,15).
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4.4.5. Expressao global de microRNAs na miopatia esquelética da IC

Para a analise de expressdo global de microRNAs, foram inicialmente selecionados 75
miRNAs com expresséo detectada em mais de 50% das amostras e 228 miRNAs detectados
em todas as amostras, totalizando 303 microRNAs (tabela suplementar 1). Nessa primeira
anélise, os dados foram normalizados utilizando como transcritos de referéncia os RNA nao
codificantes Mammu6, U87, snoRNA135 e Y1, 0s quais estdo presentes em ambas as placas
A e B. Utilizando esses parametros de normalizagcdo, o musculo séleo dos animais com
insuficiéncia cardiaca mostrou uma alteracdo na expressdo relativa de 19 microRNAs, com
diminuicdo na expressao de 05 microRNAs (< 50%; P<0,05) e aumento na expressdo de 14

microRNAs (> 150%; P<0,05) quando comparado com o grupo controle (figura 21).

mCT

miC

Nivel de Expressdao dos MicroRNAs Desregulados

Figura 21: Expresséo relativa dos microRNAs (miRs) alterados na miopatia esquelética
da insuficiéncia cardiaca (IC) avaliados pela RT-qPCR utilizando os TagMan Low
Density Array Rodent MicroRNA A+B Cards. O gréfico apresenta os valores de
expressao relativa do grupo IC em relacdo ao grupo controle (CT) e os dados estdo
normalizados RNA ndo codificantes MammuU6, U87, snoRNA135 e Y1; todos os

valores sdo estatisticamente significativos versus CT (P < 0,05).
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A analise de expresséo global dos 303 microRNAs também foi realizada utilizando-se
os transcritos de referéncia mais estaveis de cada placa; miR-30-a, miR 30d e miR-1 para a
placa A e miR-30-a-3p, miR 30e-3p e miR-206 para a placa B. Utilizando esses parametros de
normalizacdo, o musculo s6leo dos animais com insuficiéncia cardiaca mostrou uma alteracéo
na expressao relativa de 24 microRNAs, com diminuigdo na expressdo de 5 microRNAs (<
50%; P<0,05) e aumento na expressdo de 19 microRNAs (> 150%; P<0,05) quando

comparado com o grupo controle (figura 22).

2,5
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miC

Nivel de Expressdao dos MicroRNAs Desregulados

Figura 22: Expressdo relativa dos microRNAs (miRs) alterados na miopatia esquelética
da insuficiéncia cardiaca (IC) avaliados pela RT-qPCR utilizando os TagMan Low
Density Array Rodent MicroRNA A+B Cards. O grafico apresenta os valores de
expressdo relativa do grupo IC em relagdo ao grupo controle (CT) e os dados estdo
normalizados pelos microRNAs mais estiveis do experimento, miR-30-a, miR 30d,
miR-1 (placa A) e miR-30-a-3p, miR 30e-3p e miR-206 (placa B); todos os valores sao
estatisticamente significativos versus CT (P < 0,05).
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Esses dados, em conjunto, indicam que miRNAs distintos sdo regulados na miopatia
esquelética que ocorre na insuficiéncia cardiaca, sugerindo que essas moléculas possam atuar
como modulares desse processo. Adicionalmente, nossos dados demonstram uma alteragdo no
padrdo de expressdo de diferentes microRNAs dependente do método de normalizacdo dos
dados. Entretanto, em ambos os métodos de normalizacdo utilizados nesse trabalho, 0s
microRNAs miR-29b, miR-27a-5p, miR-434-3p e miR-539 apresentam um aumento de
expressao; e 0s microRNAs miR-489, miR-214, miR-632 e miR-146b, uma diminuicdo de
expressao. Portanto, provavelmente, esses microRNAs representem um perfil molecular para
miopatia esquelética na insuficiéncia cardiaca. Para a elaboragdo do artigo cientifico

resultante desse presente projeto, utilizaremos apenas um método de normalizacao.

4.4.6. Predicéo dos alvos de microRNAS

Inicialmente, realizamos a predicdo dos potenciais alvos dos miRNAs os microRNAs
miR-29b, miR-27a-5p, miR-434-3p, miR-539, miR-489, miR-214, miR-632 e miR-146b,
utilizando os principais algoritmos computacionais miRANDA, TargetScan e MirWalk.
Atualmente existe uma grande diversidade de algoritmos computacionais que utilizam
distintos parametros para prever sitio de ligacdo de um miRNA dentro de um mRNA alvo®.
Cada algoritmo pode prever um numero diferente de alvos para um Unico miRNA e, muitas
vezes, esses alvos, ndo sdo co-preditos por outros programas, pois cada algoritmo leva em
consideracdo diferentes parametros. Sendo assim, a utilizagcdo de mais de um algoritmo torna-
se importante para expandir o numero de alvos preditos bem como filtrar as buscas
considerando-se como possiveis alvos aqueles mRNAs que forem preditos por diferentes
algoritmos. Para isso, selecionamos previamente as seguintes ferramentas:

1. miRANDA (http://www.microrna.org/); utiliza uma programacdo dinamica que

pesquisa locus de alinhamento com méaxima complementariedade, resultando em uma duplex
antiparalela de cadeia dupla entre 0 miRNA e o suposto alvo. A pontuacdo de + 5 € atribuida
para cada pareamento G:C e A:T, +2 para G:U, -3 para ndo pareamento, -8,0 para gap-aberto
e -2,0 gap-alongamento; por fim, os alvos s&o listado seguindo a ordem de maior
pontuacéo®®>.

2. TargetScan (http://genes.mit.edu/tscan/targetscanS.html); integra dados de

termodindmica, interagdo miRNA-mRNA e anélise comparativa de sequéncias para predicao
de alvos de miRNA%*?®. Primeiramente o TargetScan procura pontos de ligacdo da sequencia

seed (7 a 8 nucleotideos) com o alvo, e em seguida expande o anelamento para 0s
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nucleotideos adicionais do miRNA. Subsequentemente calcula o valor de energia livre de
ligacdo entre o possivel alvo e 0 miRNA usando o RNAfold, atribuindo uma pontuacéo para
cada UTR. Em seguida, as analises sdo repetidas utilizando outros organismos visando
encontrar similaridade no pareamento miRNA-mRNA entre espécies®®’ %%,

3. MirWalk (http://www.umm.uni-heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk/); abrangente base

de dados que fornece informacgdes sobre miRNA de humanos, camundongos e ratos, bem
como seus sitio-alvos preditos e validados. Além disso o algoritmo prevé sitios de ligagédo
mMIiRNA-Alvo nao apenas na regido 3° UTR, mas também no promotor, S’UTR e CDs
(sequéncias codificantes)?*°.

Apos a predigdo dos potenciais alvos utilizando as ferramentas descritas acima, os alvos
preditos foram confrontados com os dados da literatura para correlacionar os resultados dos
miRNAs com as vias e funcbes bioldgicas dos genes alvos desses miRNAs utilizando o e 0
MirWalk®®. Essas ferramenta é formadas por dois componentes: i) Alvos validados, base de
dados que contém alvos de miRNA experimentalmente validados resultantes de uma
curadoria meticulosa da literatura; ii) Alvos preditos, que é uma integracdo de alvos de
miRNA preditos por até 11 programas de predi¢do de alvos de miRNAs (DIANA-microT,
Microlnspector, Miranda, MirTarget2, miTarget, NBmiRTar, PicTar, PITA, RNA22,
RNAhybrid, TargetScan/TargertScanS)?*! e MirMalk®®.

Foram identificados alvos ja validados no contexto musculo esquelético para os
mMiRNAS: miR-27a, miR-29b, miR-214, miR-489, miR-632 e miR-146b, para 0 miR-539 nao
obtivemos éxito, os alvos sdo apresentados na Tabela Suplementar 2. Em relacdo aos alvos
preditos, foram considerados aqueles preditos por pelo menos quatro algoritmos diferentes e
que seu alvo seja expresso no contexto do musculo esquelético. Os dados sdo apresentados na

Tabela Suplementar 3.
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4.4.7. Expressdo proteica de TNF-a e NF-Kf

Os resultados para a expressao das proteinas estudadas pelo Western Blotting
mostraram que houve aumento da expressao das proteinas NF-Kf3 e TNF-oo MAFbx no grupo

IC em relacdo ao grupo CT (figura 23).

Expressao de proteina
Valor arbitrario
e

NF-if TNFo

Figura 23: Expressdo relativa das proteinas NF-KB (Rel A (p65)) e TNF-a no musculo séleo
dos animais dos grupos controle (CT) e insuficiéncia cardiaca (IC) analisada por Western
blotting. Os dados foram normalizados pela expressdo da beta actina e sdo expressos como
média £+ desvio padrdo. Os valores de P foram obtidos pelo teste t-Student. * P<0,05:

estatisticamente significante versus grupo controle.
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5. DISCUSSAO

Os micro-RNAs (miRNAs) possuem um papel fundamental na modulagédo de muitos
processos bioldgicos no desenvolvimento, diferenciacdo, crescimento e metabolismo e em
diversas doencas. Os resultados do presente estudo permitiram a identificacdo de um conjunto
de microRNAs que encontram-se alterados na miopatia esquelética de ratos com insuficiéncia
cardiaca e que provavelmente possuem uma importante implicacdo na alteracdes celulares e
moleculares do musculo esquelético que ocorrem nessa sindrome.

A prevaléncia de insuficiéncia cardiaca (IC) esta entre 2 e 3 % da populacdo ocidental e
aumenta consideravelmente em pessoas de 70-80 anos de idade, perfazendo entre 10% e 20%
da populacdo *°. A incidéncia de IC acendeu mais de 150% nas duas Gltimas décadas e o
namero de pacientes com essa sindrome continua aumentando em fungéo do desenvolvimento
farmacoldgico, terapéutico, de técnicas e estratégias cirurgicas que melhoram a sobrevivéncia
ap6s infarto agudo do miocardio e outras condicdes cardiovasculares .

Grande parte dos esforcos no estudo de doencas cardiovasculares estd focadas no
ventriculo esquerdo, contudo essa perspectiva toma rumo adicional quando observamos que
aproximadamente 30% dos casos de IC estdo relacionados a faléncia do ventriculo direito
(VD), e que a causa predominante de ambito poés-transplante cardiaco € em funcdo da
insuficiéncia do VD % A elucidacdo de novas vias fisiopatoldgicas pode trazer novas
contribuicbes terapéuticas e melhora do prognéstico para os pacientes acometidos de IC.
Deste modo, protocolos experimentais que mimetizem a insuficiéncia ventricular direita
também sdo extremamente relevantes para compreensdo dos mecanismos que envolvem
instalacdo dessa cardiopatia.

O alcaloide vegetal monocrotalina (MCT) tem sido empregado como modelo padrao de
desenvolvimento de hipertensdo pulmonar, de hipertrofia e insuficiéncia cardiaca direita em
diversos trabalhos publicados ®#%#?¥2%*3 Uma vez na circulagdo, a dihidromonocrotalina
(metabolito hepatico ativo da MCT) causa proliferacdo de artérias pulmonares de pequeno
calibre (hipertrofia medial), comprometendo o fluxo sanguineo com consequente hipertensao
pulmonar. Este quadro leva ao desenvolvimento de hipertrofia compensatoria do ventriculo
direito e progressivo desenvolvimento de IC ®*?!. Este modelo é eficaz em reproduzir
parametros funcionais e bioquimicos similares aos de humanos, tais como aumento nos niveis
do peptideo natriurético atrial, aumento nas concentracfes de endotelina e hiperatividade do

sistema renina-angiotensina, sendo deste modo um modelo util para compreensao da IC. O
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modelo da monocrotalina também é importante para o estudo da miopatia esquelética que
ocorre na IC, principalmente para a compreensdo dos processos responsaveis pela atrofia e
mudancas nos tipos de fibras musculares > . Essas alteracées morfofisioldgicas do mésculo
esquelético se desenvolvem semelhantemente em modelos de IC do ventriculo direito e do
esquerdo 60—62,64,67,234.

A atrofia das fibras musculares na IC tem sido comumente observada tanto em estudos

S859.68.70.74 ' como em trabalhos experimentais ®*72 No entanto, a atrofia parece ser

clinicos
dependente do modelo utilizado bem como do tipo de musculo analisado. Em trabalhos no
nosso grupo, observamos que no modelo de IC induzida pela monocrotalina, 0 musculo EDL
apresentou atrofia *%; entretanto, ndo observamos atrofia dos masculos séleo * e diafragma
% Entretanto, o musculo séleo apresenta atrofia nos modelos de insuficiéncia cardiaca

61 infarto do miocardio *°

induzida por estenose adrtica e em ratos espontaneamente
hipertensos 2**. No presente trabalho, na tentativa de acentuar as alteracdes musculares na IC
no modelo da monocrotalina, utilizamos uma maior dose da droga em animais com maior
peso corporeo inicial, sequindo o protocolo descrito por Gary-Bobo et al., 2010%**. Essa
modificacdo prolongou o tempo de nosso experimento para 30 dias e 0 masculo soleo
apresentou reducdo na area das fibras do tipo |, lla e Ic/lic no grupo IC comparado ao grupos
CT. Alguns fatores parecem estar envolvidos na atrofia muscular, como redugéo da atividade
fisica e neuromuscular, ativacdo sistémica de neurohormdnios e citocinas inflamatérias que
acompanham o desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca 24%%*,

Tem sido demonstrado que a atrofia da musculatura esquelética na insuficiéncia

70,244-248

cardiaca pode ser induzida pelo fator de necrose tumoral (TNF-a.) , Citocina envolvida

com a ativacdo o sistema proteossomal dependente de ubiquitina (PDU) pelas vias do p38 e

do fator nuclear Kappa NF-kB %*°. Essa ativacdo resulta em um aumento da expressdo dos

fatores atrogénicos MuRF1 e MAFbx %92

249

, € consequente protedlise de cadeia pesada de
miosinas (MyHC)

No nosso estudo, os animais do grupo IC apresentaram um aumento da expressao
génica e uma diminuicdo da expressdo proteica do TNF-a. Como na IC, os niveis plasmaticos
de TNF-a, bem como de seus receptores solliveis encontram-se elevados 4/%82°1252 &
provavel que uma acdo sistétmica e ndo uma sintese local de TNF-a seja responsavel pela
atrofia muscular em nosso modelo experimental. De fato, como ja demonstrado por Steffen et
al., 2008 %’ o tratamento anti-TNF reduz a perda de massa muscular em ratos com

insuficiéncia cardiaca induzida pela monocrotalina. Esse aumento da expressdo proteica de
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TNF-a que identificamos nos animais com IC é acompanhado de um aumento da expressdo
proteica de NF-kB. Consistente ainda com esses resultados, a expressdao dos fatores
atrogénicos MuRF1 e MAFbx no musculo soleo também foi maior no grupo IC em relagéo ao
grupo controle. A expressdo de MuRF1 e MAFbx é estimulada em diversos modelos distintos

de atrofia muscular 242

, incluindo a atrofia do musculo EDL de ratos com insuficiéncia
cardiaca induzida pela monocrotalina 2*®. No presente estudo, também analisamos a expressdo
génica de componentes de vias proteoliticas do musculo esquelético, considerados como
marcadores do processo de atrofia; houve um aumento da expressdo de Runxl e Ctss sem
alteracdo de Capn2. Portanto, esses resultados, em conjunto, mostram que a atrofia do
musculo s6leo na insuficiéncia cardiaca induzida pela monocrotalina é mediada, em parte,
pela ativacdo do sistema proteossomal dependente de ubiquitina.

Outra importante alteracdo do musculo esquelético na insuficiéncia cardiaca € a
mudanga na composicdo das isoformas da miosina de cadeia pesada, com diminui¢do na
proporcéo das fibras do tipo I, de contracdo lenta, e aumento na proporcao das fibras do tipo
I, de contragdo réapida **°®%2 Dados do nosso grupo de pesquisa, obtidos em ratos com

0365238 estenose adrtica ™, infarto do

241

insuficiéncia cardiaca induzida por monocrotalina

miocardio %*° e em ratos espontaneamente hipertensos ?*!, também demonstraram essa
mudanca na proporcdo dos tipos de fibras. Além dessas alteracbes ja descritas, também
identificamos no presente estudo uma diminuicdo da expressdo do gene Tnnll, utilizado para

caracterizar fibras lentas >°

; entretanto, ndo detectamos alteracdo na expressao do gene
Myh7b de fibras lentas, e dos genes Tnnl2 e TnnT3 de fibras rapidas, os quais também sédo
utilizados como marcadores moleculares dos tipos de fibras musculares **°.

A miopatia do musculo séleo, com perda da massa muscular e a mudanca na
composicao das isoformas da miosina de cadeia pesada, nos animais com IC induzida pela
monocrotalina, é particularmente interessante para a identificagdo de genes e vias de
sinalizacdo celular envolvidas nesses processos. Como 0s microRNAs possuem um
importante papel na modulacdo do fendtipo celular, realizamos uma anélise de expresséo
global dessas moléculas para identificar um possivel envolvimento nas alteracGes
transcricionais e translacionais na expressdo génica que ocorrem na miopatia esquelética da
IC. Para 0 nosso conhecimento ndo ha relatos em literatura de alteragdes envolvendo miRNAs
miopatia esquelética da IC. Nossos dados mostram que 0s miRNAs miR-29b, miR-27a-5p,
miR-434-3p, miR-539, miR-489, miR-214, miR-632 e miR-146b sdo regulados na miopatia

esquelética que ocorre na insuficiéncia cardiaca, sugerindo que essas moléculas possam atuar

61



como modulares desse processo. Posteriormente, realizamos uma busca na literatura e
utilizamos algoritmos de predicdo (TargetScan, miRANDA e MirWalk) para definir os RNAs
mensageiros alvos desses miRs.

As estratégias de predicdo de alvo baseia-se essencialmente em algoritmos de
alinhamento de sequéncias para identificar sitios complementares entre a regido 3> UTR e a
sequéncia seed do miRNA®*. A sequéncia seed é definida como a sequéncia de sete a oito
nucleotideos consecutivos contados a partir do primeiro ou segundo nucleotideo da
extremidade 5> de um miRNA®?°. Contudo, as evidéncias sugerem que o anelamento perfeito
da regido seed pode nédo ser necessariamente um indicador confiavel para interaces miRNA-
alvo, o que pode explicar por que alguns sitios alvos previstos s&o ndo-funcionais®*°.

Os primeiros estudos com miRNAs e seus respectivos alvos se baseavam unicamente
em experimentos laboratoriais, de modo que os primeiros foram identificados por meio de
técnicas de genética classica **’. Devido ao caréter arduo dos experimentos laboratoriais e ao
seu baixo rendimento, novas estratégias de estudos foram desenvolvidas, como a utilizagdo da
bioinformatica®®. Atualmente, as abordagens computacionais tem sido uma ferramenta
valiosa na identificacdo e compreensdo do papel biologico desses RNAs, tornando-se a forca
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motriz na predicdo de alvos , Na expanséo dos bancos de dados com novas sequéncias, e

também na identificaco in silico de novos possiveis miRNAs?.

A predicéo e validacdo bioldgica de alvos tém sido um dos principais obstaculos para os
pesquisadores de miRNAs em vertebrados, pois além desses miRNAs serem mais curtos em
relacdo a outros organismos, eles também apresentam complementaridade da sequéncia

parcial o que dificulta a predicdo de alvos com precisdao®®.

Nesse contexto, o
desenvolvimento de algoritmos computacionais que identifiquem genes alvos de miRNAs
depende de dados como, padrdo de pareamento de bases miIRNA-mRNA, estabilidade
termodinamica do hibrido miRNA-mRNA, analise comparativa das sequéncias para verificar
a conservagdo entre espécies e avaliar se ha presenca de sitios com multiplos alvos®.
Entretanto, ndo ha atualmente um consenso claro entre os critérios que devem ser seguidos
para determinar os possiveis alvos de um miRNA?*,

Evidéncias sugerem que o alinhamento perfeito da sequéncia seed com 0 mRNA néo é
necessariamente um indicador decisivo para a real interacdo miRNA-mRNA*®. Nesse
sentido, o primeiro passo na identificacdo de alvos € o padrdo de anelamento. Esse padrédo

261.

pode ser classificado em trés grupos®: (i) 5'-dominant canonical, consiste no pareamento

perfeito da regido seed com a regido final 3’ e com uma protuberancia central caracteristica,
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(if) 5'-dominant seed only, apresenta pareamento perfeito da regido seed e imperfeito da
regido 3’ e (iii) 3'-compensatory, consiste no pareamento imperfeito na regido seed mas com
alinhamento de bases compensatorio ao longo da regiao 3’ 262

Além disso, 0s parametros termodindmicos também devem ser levados em
consideracdo, onde a duplex mMIRNA-mRNA ¢ avaliada quanto a energia livre (AG) da
ligagéo; quanto menor a energia livre de hibridizagdo, maior a chance do miRNA se ligar ao
alvo predito. Contudo, isso ndo garante uma ligacéo suficientemente forte do miRNA ao seu
alvo ?®%; por esse motivo, existe uma dificuldade para padronizacdo de um limiar de energia
livre que seja satisfatorio para diferentes hibridos miRNA-mRNA, sendo assim, é
fundamental considerar caracteristicas adicionais na predicao de alvos de miRNAs %%°,

Dentre essas caracteristicas adicionais, podemos destacar: i) analise comparativa de
sequéncias entre espécies relacionadas para verificar se as sequéncias alvos sdo
evolutivamente conservadas, aumentando a chance de 0 mRNA predito ser realmente alvo de
um determinado miRNA 2%, Portanto, alguns algoritmos de predicdo identificam sequéncias
ortélogas & regido UTR e, em seguida, analisa a conservacao entre espécies relacionadas 2%%;
i) analise de miRNAs co-expressos que podem regular um mesmo gene alvo 2> ou a presenca
de mudltiplos sitios alvos em um mesmo UTR, os quais podem potencializar o grau de
supressdo de um transcrito e aumentar a especificidade de sua regulacdo. Nesse contexto,
alguns algoritmos verificam a existéncia de sitios com mdltiplos alvos e consideram esses
dados durante a predicao de alvos %%,

Como a combinacdo de varios algoritmos de predicdo de alvos dos microRNAs
fornecem um grande nimero de alvos preditos, geralmente com funcGes bastante distintas, 0s
grande desafio é a identificacdo de quais sd0 os mais importantes para a investigacio 2°°>. Em
alguns casos, as propriedades conhecidas de um alvo predito sugerirdo qual processo
bioldgico de interesse pode ser particularmente sensivel a mudanca de expressdo de um
determinado microRNA, tornando esse alvo particularmente promissor para investigacao;
nessa linha de estudos, varios experimentos ja identificaram interacdes regulatorias de
diversos microRNAs. Com o auxilio de predigdes de alvos, dados de expressdo e
conhecimento bioldgico, os candidatos para interagdo sdo identificados focando nas
mensagens celulares preditas como mais responsivas ao miRNA, co-expressas com 0 miRNA
em células relevantes, em nodos vulneraveis e interessantes de vias regulatérias 2%°.

Apos a anélise da predicdo dos alvos utilizando os algoritmos miRANDA, TargetScan e

MirWalk e a busca por microRNAs com algumas fungfes bioldgicas ja estabelecidas no
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tecido muscular, selecionamos os microRNAs miR-29b, miR-214 e miR-489, que se
destacam no nosso estudo dentre os microRNAs com maior nivel de alteracdo. Wang et al.,
2008 %%% j4 descreveram a regulacdo do miR-29b na miogénese e no rabdomiosarcoma; esses
autores demonstraram que o miR-29b é reprimido pelo eixo de sinalizagdo NF-kB-Yin
Yangl (YY1)-miR-29. O NF-xkB é um dimero, sendo o dimero p65/p50 sua forma mais
comum ?°® e em células em repouso encontra-se normalmente inativo no citoplasma através
da associacdo com a proteina 1kB %’. A exposicdo do TNF-o. a0 Seu receptor na membrana
plasmatica leva a fosforilacdo da IkB pelo complexo quinase 1kB (IKK) e a proteina IxB é
entdo ubiquitinizada para posterior degradacdo proteossomal 2. A degradacdo da IxB
permite a ativacdo e a translocacdo de heterodimeros de NF-xB para o ndcleo celular com
subsequente expressdo de genes alvo *®°. Sob a ativacéo do NF-xB, o fator transcricional YY1
reprime a diferenciacdo muscular pelo silenciamento epigenético do miR-29 recrutando a
histona metil-transferase Ezh2 bem como a histona deacetilase 1 2°2%".

Como j& discutido anteriormente, os niveis plasméaticos de TNF-a,, bem como de seus

receptores sollveis encontram-se elevados 247248.251.252

na IC e, embora ndo tenhamos dosado
os niveis de TNF-a. circulante, o aumento de TNF-a. no masculo dos animais com IC pode ter
induzido o aumento da expressdo da subunidade p65 do NF-kB e a consequente a atrofia
muscular do musculo esquelético em nosso modelo de IC. Adicionalmente, a atividade do
NF-kB parece regular a perda de massa muscular em outras formas de atrofia muscular %%
2™ e a sua inibicdo in vitro reverte o processo de atrofia *”°. Entretanto, verificamos no
presente estudo que o aumento da expressao da subunidade p65 do NF-xB ndo inibiu a
expressao do miR-29b o qual, contrariamente, apresenta 0 maior aumento de expressao dentre
todos os microRNAs analisados nos musculo dos animais com IC. Entretanto, j& foi descrito
em literatura que, na miogénese, os niveis do miR-29 também encontram-se elevados pela
substituicdo do complexo repressivo YY1/Ezh2/HDACL1 pelo complexo ativador MyoD/SRF
na regido promotora desse microRNA,; esse aumento na expressao do miR-29 também induz a
diminuic&o da expressdo de YY1, o qual é um alvo desse microRNA 202270276,

Outro importante resultado do presente estudo € a diminuigdo da expressédo do miR-214
no musculo dos animais com IC, pois esse microRNA possui como alvo a regido 3" UTR da
Ezh2 e 0 aumento de sua expressdo ja foi descrito como responsavel pela redugédo da proteina
Ezh2 com consequente aceleragdo do diferenciacdo de células musculares esqueléticas 2"
Provavelmente, esses dados para do miR-214 também possuam uma correlagdo com a

diminuicdo da expressdo do miR-489 no musculo dos animais com IC em nosso estudo; o
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miR-489 foi descrito recentemente como responsadvel pela manutencdo da quiescéncia de
células tronco musculares reprimindo pos-transcricionalmente o oncogene Dek, cuja proteina
se localiza em células filhas mais diferenciadas ap0s a divisdo assimétrica de células satélites
e promove a expansdo proliferativa de progenitores miogénicos 2’®.

Em resumo, as alteracbes na expressdo dos microRNAs miR-29 e miR-214 ja nos
fornecem valiosas informacfes sobre importantes vias de células musculares esqueléticas,
como a NF-kB-YY1-miR-29 e a regulacdo da proteina Ezh2 pelo miR-214, que
provavelmente encontram-se desreguladas na atrofia muscular que ocorre na IC. Portanto,
para melhor compreender o papel desses microRNAs, estamos atualmente realizando as
analises de expressdo génica e/ou proteica para avaliar a MyoD, Ezh2 e YY1 e, assim
finalizar os experimentos que, em conjunto com os dados do projeto mestrado vinculado
(FAPESP, processo n° 2011/03004-1), serdo utilizados para gerar a publicacdo do presente

projeto.
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6. PERSPECTIVAS FUTURAS

Pretendemos avaliar os demais microRNAs com expressdo alterada na miopatia
esquelética da insuficiéncia cardiaca para identificarmos outras possiveis vias celulares que
também possam contribuir para o desenvolvimento das alteragdes musculares. Previamente
identificamos correlagdo dos microRNAs alterados com as vias de apoptose, IGF1/mTOR,
Nfat, U calpaina e via do AKT, resultados obtidos com base em dados de alvos microRNAs
validados.

A predicdo de alvos de microRNAs com precisdo tem se mostrado um trabalho arduo,
uma vez que mesmo utilizando os algoritmos mais citados na literatura ainda temos uma
incongruéncia dos dados, pois alvos de um microRNA ja validado ndo sdo, muitas vezes,
preditos por esses algoritmos. Contudo, apds elencado os principais alvos preditos iremos
confeccionar primers para verificar se houve modulacdo na expressdo no transcrito desses

possiveis alvos.
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8. MATERIAL SUPLEMENTAR

Figura suplementar 1. Configuragdo do TagMan Array Rodent MicroRNA Card

(Plates A+B)

TagMan® Array Rodent MicroRNA Card A v2

A e | el | - | e | e | A | 0-miR
- | rema-R | R | s iR | - | R A
& -] -2% - -25¢. 308 -30d -2
o 2% | 265 | 127 | ~ode | -izs3p | 130 |
E
F
N | -2912-3p | 291056 |
" -331-3p
1
J
K
L
L]
N
o
¢

hsa-mifl

hsa-mif

hsa-mift
9

~1403p

hsa-miR [ hs

‘mmu-mif | hsa-mif
-0 -340

291-5p | 2923

A
<202 | -1338°

-666-3p

-101a*

hsa-let | hsa.
I

-106b°
mme-mif mo-miR | rg-miR hsa-miR
-1-2:as -408-3p | -146b 338

A [PsamiR [ hsa-mif [ Fsa-mit [ haa-min hsa-mifl | Mamm
-136° | -30c-1° | -30¢-2° | -148a% 270" us
g | Psamif | hsami hsa-miR | Mamm
-338 143 s
¢ [mmemA iR A | mo-mi
-292:5p -370 | -4335p | -513
o R s snoRNA
21| -5an
€ mme-miR mmu~m|ﬂ nu—mm
-781_| -764-3p
£ mmu-miR
-182°
6 -877°
" Fsamin ‘mmg-miR | mmu-miA | mmu-miR | m
3762 543 | -87n sszsp “aagn
bsamik hsa-miR

‘mo-miR no-miR ‘mo-miR
~125b* 25° 541
mmu-mif mmu-miR | rno-miR | ma-miR | mmu-miR| hsa-r

-2136 -432 1 -876 2135

mmu-miA

hsa-miRt
-653

-1838-3p | -1

» o z z ~ = «

-1928

hsa-miR | hsa-miR
280" | -

a*

mmu-mif mmu-mik
-1940_|-1941-5p 1851 | -
mmu-mii A mmu-mik
1971 1981 -4660-5p
hsa-miR | hsa-miR R
-196a | -875-5p
1 2

87



Figura suplementar 2. Configuracdo do Rat Endogenous Control Array

Rat Endogenous Control Array
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Tabela Suplementar 1. Conjunto de dados do perfil de expressdo de miRNAs no masculo
esquelético de ratos com insuficiéncia cardiaca utilizando o TagMan Low Density Arrays
baseado na RT-gPCR com o grupo controle como referéncia (RQ=1).

MicroRNA alvo MédiaCt RQ RQ Min RQ Max ValordeP
mmu-miR-29a-4395223 24,473 1,520 1,336 1,728 0,000
mmu-miR-539-4378103 26,400 1,906 1,546 2,350 0,001
mmu-miR-434-3p-4395734 27,236 1,936 1,745 2,147 0,001
rno-miR-489-001353 30,567 0,472 0,335 0,665 0,003
hsa-miR-28-3p-002446 27,929 0,785 0,674 0,914 0,004
rno-miR-632-241110_mat 32,333 0,515 0,390 0,679 0,005
hsa-miR-214-000517 28,545 0,583 0,470 0,722 0,005
rno-miR-1-4395765 20,039 1,223 1,106 1,353 0,006
mmu-miR-376¢-4395580 30,819 1,575 1,307 1,899 0,006
mmu-miR-322-4378107 29,039 1,705 1,341 2,168 0,008
mmu-miR-30a-4373061 26,347 1,184 1,074 1,305 0,009
mmu-miR-204-4373094 30,342 1,504 1,217 1,859 0,009
hsa-miR-149-002255 25,894 0,763 0,627 0,927 0,010
mmu-miR-331-3p-4373046 27,517 1,583 1,273 1,970 0,012
rno-miR-146B-002755 28,542 0,585 0,443 0,771 0,016
hsa-miR-27a#-002445 30,662 2,218 1,465 3,358 0,018
mmu-miR-29b-4373288 33,492 2,554 1,151 5,668 0,020
mmu-miR-210-4373089 28,264 1,722 1,199 2,474 0,022
hsa-miR-214#-002293 31,932 0,674 0,499 0,911 0,024
mmu-miR-136-4395641 29,777 1,877 1,399 2,518 0,024
mmu-miR-146a-4373132 25,815 0,748 0,575 0,973 0,026
mmu-miR-2146-241082_mat 23,582 0,680 0,512 0,904 0,027
mmu-miR-30b-4373290 24,723 1,142 1,023 1,274 0,027
mmu-miR-337-5p-4395645 31,056 1,975 1,480 2,636 0,030
mmu-miR-132-4373143 29,414 2,261 1,335 3,832 0,032
hsa-miR-30d#-002305 31,446 0,625 0,440 0,887 0,040
mmu-miR-322#-002506 29,126 1,361 1,085 1,709 0,042
rno-miR-450a-4381124 31,653 1,679 1,167 2,415 0,046
mmu-miR-30c¢-4373060 23,386 1,234 1,051 1,449 0,048
mmu-miR-340-5p-4395369 33,847 0,496 0,288 0,855 0,054
rno-miR-125b#-002074 30,901 0,826 0,681 1,001 0,055
mmu-let-7g-4395393 28,179 1,230 1,002 1,512 0,058
mmu-miR-185-4395382 33,476 0,430 0,197 0,942 0,061
hsa-miR-140-3p-002234 29,366 0,799 0,714 0,894 0,061
mmu-miR-199a-3p-4395415 27,869 0,831 0,715 0,966 0,061
mmu-miR-503#-002536 34,884 2,771 1,200 6,397 0,064
mmu-let-7b-4373168 29,392 0,692 0,537 0,893 0,067
mmu-miR-23b-4373073 30,722 1,491 1,064 2,090 0,074
mmu-miR-193b-4395597 27,476 0,809 0,645 1,014 0,079
mmu-let-7a#-002478 32,490 0,678 0,430 1,070 0,081
mmu-miR-542-5p-4395693 33,274 2,086 0,969 4,494 0,081
mmu-miR-214-4395417 29,331 0,747 0,683 0,817 0,083
mmu-miR-374-5p-001319 26,901 0,793 0,633 0,995 0,084
mmu-miR-15a#-002488 38,270 0,086 0,001 10,102 0,085
mmu-miR-202-3p-4373311 32,281 0,662 0,394 1,113 0,090
mmu-miR-19b-4373098 26,358 1,333 0,959 1,855 0,090
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mmu-miR-200c-4395411
mmu-miR-130b-4373144
mmu-miR-337-000193
mmu-miR-205-4373093
mmu-miR-877#-002548
mmu-miR-30d-4373059
mmu-miR-1896-121128 mat
mmu-miR-223-4395406
mmu-miR-28#-002545
mmu-miR-26a-4395166
mmu-miR-690-001677
mmu-miR-685-4386748
mmu-miR-376b#-002451
mmu-miR-497-4381046
hsa-miR-299-5p-000600
mmu-miR-133a-4395357
mmu-miR-872-4395375
mmu-miR-155-4395701
mmu-miR-1894-3p-241002_mat
mmu-miR-125a-3p-4395310
rno-miR-345-3p-4395762
mmu-miR-92a-4373013
rno-miR-7a#-002062
hsa-miR-26b#-002444
mmu-miR-191-4395410
mmu-miR-186-4395396
mmu-miR-487b-4378102
hsa-miR-27b#-002174
mmu-miR-411-4381013
mmu-miR-1939-121180_mat
mmu-miR-133b-4395358
mmu-miR-19a-4373099
mmu-miR-410-4378093
mmu-miR-380-5p-4395731
mmu-miR-7a-4378130
rno-miR-351-4395764
mmu-miR-30e-4395334
mmu-miR-126-3p-4395339
hsa-miR-324-3p-000579
mmu-miR-193#-002577
hsa-miR-136#-002100
mmu-miR-17-4395419
mmu-miR-301b-4395730
mmu-miR-134-4373299
mmu-miR-106b-4373155
mmu-miR-101b-002531
mmu-miR-449a-4373207
mmu-miR-485-3p-001943
hsa-miR-93#-002139
mmu-miR-1839-3p-121203_mat
mmu-miR-146b-4373178

32,594
30,881
31,695
34,758
30,433
27,330
31,420
26,782
28,802
24,391
28,987
32,566
30,629
31,003
31,462
17,328
33,760
30,452
34,044
34,638
33,537
29,991
28,260
33,646
22,609
27,499
31,689
31,962
28,173
33,137
21,383
30,326
31,998
32,942
34,021
32,020
25,376
21,444
30,077
32,892
30,499
27,641
33,778
31,548
32,079
28,939
33,726
33,299
30,584
32,599
27,424

2,341
0,594
1,442
0,506
0,778
1,111
0,680
1,185
0,754
1,138
0,375
1,803
1,586
0,778
2,328
1,234
0,760
1,460
0,623
2,292
0,443
1,283
1,128
1,417
1,252
1,180
1,272
1,716
1,415
1,324
1,133
1,270
1,492
2,722
4,440
1,509
1,100
1,148
0,611
0,717
1,465
1,153
0,526
0,700
0,724
1,115
3,486
0,576
0,765
0,645
0,853

1,287
0,254
0,943
0,169
0,569
1,014
0,411
1,022
0,547
0,976
0,201
0,575
1,139
0,563
1,490
0,784
0,554
1,033
0,465
1,044
0,153
0,872
0,986
0,462
0,785
0,839
0,913
0,944
1,119
0,851
0,927
0,836
1,077
2,158
1,630
0,818
0,925
0,842
0,406
0,409
1,210
0,881
0,238
0,382
0,424
0,924
1,208
0,199
0,539
0,298
0,670

4,258
1,389
2,204
1,520
1,065
1,217
1,123
1,375
1,039
1,327
0,700
5,652
2,209
1,075
3,638
1,941
1,043
2,064
0,835
5,036
1,281
1,887
1,290
4,343
1,998
1,661
1,771
3,122
1,791
2,060
1,386
1,929
2,066
3,434
12,092
2,783
1,306
1,566
0,919
1,255
1,774
1,508
1,162
1,281
1,234
1,346
10,063
1,670
1,088
1,395
1,086

0,092
0,097
0,100
0,103
0,103
0,109
0,110
0,114
0,119
0,119
0,120
0,122
0,134
0,136
0,136
0,147
0,150
0,150
0,156
0,156
0,160
0,161
0,164
0,164
0,165
0,167
0,172
0,175
0,176
0,185
0,186
0,192
0,193
0,196
0,196
0,197
0,202
0,203
0,204
0,204
0,208
0,210
0,212
0,217
0,217
0,220
0,220
0,222
0,222
0,224
0,229
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mmu-miR-1897-5p-121199_mat

mmu-miR-98-4373009
mmu-miR-2135-241140_mat
mmu-miR-34a-4395168
mmu-miR-1954-121137_mat
mmu-miR-10b-4395329
mmu-miR-1961-197391_mat
mmu-miR-138-4395395
hsa-miR-338-5P-002658
hsa-miR-99b#-002196
mmu-miR-194-4373106
mmu-miR-379-4373349
hsa-miR-33a#-002136
mmu-miR-21-4373090
mmu-let-7i-4395332
mmu-miR-326-001061
mmu-miR-328-4373049
mmu-miR-433-4373205
mmu-miR-1928-121164_mat
mmu-miR-487b-001306
hsa-miR-196a-241070_mat
mmu-miR-431-4395173
mmu-miR-320-4395388
mmu-miR-301a-4373064
mmu-miR-872#-002542
mmu-miR-24-2#-002494
hsa-miR-425-001104
mmu-miR-16-4373121
mmu-miR-674#-001956
mmu-miR-369-5p-4373195
rno-miR-381-4381102
mmu-miR-486-4378096
hsa-miR-22#-002301
mmu-miR-335-5p-4373045
mmu-miR-127-4373147
mmu-miR-384-5p-4395732
mmu-miR-706-001641
mmu-miR-130a-4373145
mmu-let-7d-4395394
mmu-miR-20a-4373286
hsa-miR-151-5P-002642
mmu-miR-212-002551
mmu-miR-409-3p-4395443
mmu-miR-196b-4395326
mmu-miR-532-3p-4395466
mmu-miR-148a-4373130
rno-miR-409-3P-002679
mmu-miR-26b-4395167
mmu-miR-142-3p-4373136
mmu-miR-24-4373072
mmu-miR-222-4395387

31,190
32,945
28,826
29,837
32,448
31,828
31,963
30,071
30,652
32,909
32,716
30,737
33,753
29,643
28,702
33,519
30,624
32,036
34,617
30,634
24,755
31,518
27,293
33,191
29,561
27,432
33,898
23,358
31,662
34,560
32,278
24,911
30,789
32,789
30,550
31,856
31,401
32,508
29,358
29,095
30,628
30,138
32,122
28,456
31,467
32,391
31,124
27,075
32,328
21,359
28,512

0,627
1,848
0,765
1,756
1,259
1,347
0,730
0,876
1,457
0,463
1,323
1,296
0,624
1,377
0,902
0,633
1,208
1,130
2,016
1,409
0,849
0,748
0,820
0,534
0,881
0,843
0,477
1,098
0,570
0,689
1,249
0,928
0,819
0,613
1,200
1,229
0,809
1,173
1,132
1,134
1,118
1,454
0,751
0,861
0,862
1,131
0,841
1,117
0,660
1,065
0,929

0,318
0,885
0,565
1,492
0,216
0,927
0,451
0,690
0,507
0,128
1,128
0,739
0,233
0,873
0,768
0,293
0,464
0,145
1,461
0,980
0,705
0,483
0,545
0,159
0,682
0,630
0,173
0,819
0,183
0,094
0,236
0,836
0,533
0,214
0,592
0,901
0,548
0,702
0,855
0,785
0,850
1,036
0,421
0,603
0,615
0,672
0,470
0,801
0,308
0,857
0,817

1,240
3,859
1,035
2,065
7,333
1,957
1,180
1,112
4,184
1,670
1,552
2,274
1,668
2,173
1,060
1,366
3,150
8,823
2,781
2,027
1,022
1,158
1,232
1,795
1,139
1,128
1,317
1,472
1,779
5,058
6,593
1,030
1,257
1,761
2,434
1,674
1,196
1,961
1,499
1,638
1,471
2,040
1,342
1,228
1,208
1,902
1,505
1,558
1,417
1,324
1,057

0,236
0,240
0,249
0,257
0,258
0,258
0,264
0,265
0,265
0,266
0,271
0,272
0,273
0,274
0,275
0,278
0,280
0,288
0,289
0,290
0,295
0,296
0,301
0,307
0,307
0,309
0,311
0,312
0,313
0,313
0,315
0,318
0,326
0,330
0,345
0,345
0,347
0,357
0,358
0,360
0,361
0,367
0,369
0,392
0,396
0,405
0,414
0,418
0,433
0,434
0,437
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hsa-miR-200c-000505
mmu-miR-150-4373127
mmu-miR-126-5p-4373269
mmu-miR-188-5p-4395431
mmu-miR-365-4373194
mmu-miR-494-4395476
mmu-miR-195-4373105
mmu-miR-139-5p-4395400
mmu-miR-342-3p-4395371
mmu-miR-1937b-241023_mat
mmu-miR-652-4395463
mmu-miR-10b-001181
mmu-miR-12743a-121150_mat
mmu-miR-27a-4373287
mmu-miR-1937¢-241011_mat
hsa-miR-30e-3p-000422
mmu-miR-196a#-002477
mmu-miR-218-4373081
mmu-miR-503-4395586
mmu-miR-467b-001684
hsa-miR-378-000567
rno-miR-352-001339
mmu-miR-99a-4373008
mmu-miR-451-4373360
mmu-miR-675-3p-4386762
rno-miR-7#-001338
hsa-miR-30a-3p-000416
mmu-miR-15a-4373123
mmu-miR-106a-4395589
hsa-miR-421-002700
mmu-miR-335-3p-4395296
mmu-miR-484-4381032
hsa-miR-340-000550
mmu-let-7e-4395517
mmu-miR-592-002017
mmu-miR-467F-002886
mmu-miR-574-3p-4395460
rno-miR-196¢-4395750
mmu-miR-345-001137
mmu-miR-187-4373307
mmu-miR-339-5p-4395368
mmu-miR-499-4381047
rno-miR-190b-4395749
mmu-miR-382-4373019
mmu-miR-361-4373035
mmu-miR-93-4373302
mmu-miR-182-4395729
hsa-miR-213-000516
mmu-let-7g#-002492
mmu-miR-190-4373110
mmu-miR-199b-001131

33,184
24,490
27,248
33,791
30,746
32,534
26,140
28,439
28,323
19,200
32,696
32,210
23,175
28,760
21,840
24,077
36,743
31,195
32,747
33,037
28,736
30,498
28,923
33,303
31,710
29,745
23,548
31,436
28,885
31,761
34,718
29,321
33,369
27,258
33,428
26,340
28,240
30,479
33,053
33,347
31,886
30,896
33,842
31,617
34,096
31,333
31,939
34,395
34,619
33,477
34,154

0,851
1,083
1,062
1,003
1,107
0,964
0,953
1,070
1,063
1,113
0,737
0,780
0,820
0,916
1,057
1,066
0,116
1,113
0,738
0,630
0,796
0,851
0,876
1,239
1,391
1,057
1,065
0,856
1,065
0,825
0,597
1,047
1,564
1,072
0,851
1,067
1,054
1,124
1,420
2,522
0,824
0,854
0,991
1,840
0,611
0,854
0,647
0,708
1,362
1,020
1,349

0,418
0,653
0,850
0,179
0,831
0,759
0,845
0,893
0,625
0,531
0,328
0,248
0,528
0,734
0,472
0,900
0,012
0,772
0,288
0,234
0,476
0,560
0,621
0,492
0,841
0,677
0,864
0,507
0,804
0,521
0,043
0,166
0,481
0,928
0,420
0,678
0,639
0,688
0,757
0,038
0,494
0,525
0,469
0,957
0,058
0,530
0,238
0,085
0,016
0,190
0,654

1,735
1,794
1,327
5,622
1,475
1,225
1,075
1,283
1,810
2,332
1,656
2,459
1,274
1,143
2,367
1,262
1,130
1,606
1,889
1,693
1,329
1,294
1,234
3,124
2,301
1,649
1,312
1,447
1,410
1,307
8,312
6,582
5,093
1,238
1,725
1,678
1,737
1,836
2,664
169,020
1,374
1,390
2,092
3,540
6,440
1,376
1,762
5,894
114,523
5,485
2,779

0,444
0,444
0,447
0,450
0,458
0,466
0,468
0,470
0,471
0,476
0,479
0,480
0,484
0,484
0,495
0,500
0,502
0,502
0,504
0,520
0,521
0,521
0,524
0,524
0,529
0,537
0,539
0,542
0,543
0,544
0,546
0,547
0,551
0,553
0,556
0,559
0,561
0,570
0,581
0,582
0,583
0,593
0,594
0,597
0,603
0,605
0,610
0,614
0,614
0,615
0,627
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mmu-miR-181a-4373117
mmu-miR-31-4373331
mmu-miR-191#-002576
mmu-miR-340-3p-4395370
mmu-miR-450a-5p-4395414
rno-miR-532-5p-4395752
mmu-miR-720-001629
mmu-miR-744-4395435
mmu-miR-181c¢-4373115
mmu-let-7f-4373164
hsa-miR-206-000510
mmu-miR-29¢-4395171
mmu-miR-34c#-002584
mmu-miR-152-4395170
hsa-miR-423-3P-002626
mmu-miR-128a-4395327

mmu-miR-1839-5p-121135_mat

hsa-miR-411#-002238
mmu-miR-192-4373108
mmu-miR-101a-4395364
mmu-miR-323-3p-4395338
mmu-miR-466g-241015_mat
hsa-miR-189-000488
mmu-miR-143-4395360
mmu-miR-324-5p-4373052
mmu-miR-103-4373158
mmu-miR-337-3p-4395662
mmu-miR-381-4373020
mmu-miR-694-001681
mmu-let-7a-4373169
mmu-miR-140-4373374
mmu-miR-34b-3p-4395748
mmu-miR-99b-4373007
mmu-miR-541-002562
mmu-miR-10a-4373153
rno-miR-339-3p-4395760
mmu-miR-208b-4395401
rno-miR-29¢#-001818
hsa-miR-106b#-002380
mmu-let-7¢c-4373167
rno-miR-664-001323
mmu-miR-672-4395438
mmu-miR-145-4395389
hsa-miR-223-000526
mmu-miR-203-4373095
mmu-miR-1-4395333
hsa-miR-143-000466
rno-miR-17-3p-4395779
mmu-miR-322-001059
mmu-miR-2138-241080_mat
mmu-miR-15b-4373122

32,040
36,162
34,894
34,619
32,584
30,795
23,603
32,545
34,829
31,013
17,884
31,131
31,754
30,132
29,796
31,325
33,235
33,355
33,184
32,396
32,688
33,924
34,515
28,090
33,674
31,129
33,904
33,985
27,641
29,992
28,042
33,293
30,183
33,598
31,268
29,827
32,996
33,415
32,412
27,642
27,942
32,323
25,458
23,388
32,742
22,408
31,768
34,111
30,588
27,902
31,970

0,869
0,474
0,842
0,776
0,984
0,876
1,067
0,883
2,108
0,934
0,965
1,024
0,916
0,909
0,914
1,085
0,960
1,054
0,583
1,067
1,232
0,738
0,505
1,019
0,690
1,041
0,953
0,984
0,947
0,884
1,021
0,679
0,972
0,955
0,927
0,967
0,942
1,313
1,129
0,979
1,004
1,374
0,982
1,009
1,013
1,023
0,902
1,547
0,954
0,706
0,917

0,537
0,003
0,010
0,252
0,256
0,572
0,861
0,594
0,884
0,686
0,812
0,786
0,394
0,589
0,628
0,679
0,691
0,804
0,070
0,831
0,939
0,255
0,003
0,796
0,097
0,544
0,306
0,000
0,503
0,511
0,923
0,052
0,787
0,426
0,600
0,619
0,576
0,987
0,771
0,797
0,817
0,780
0,820
0,819
0,523
0,832
0,493
0,536
0,667
0,272
0,515

1,405
82,451
73,003

2,386

3,786

1,342

1,324

1,314

5,027

1,273

1,148

1,335

2,129

1,401

1,332

1,733

1,333

1,382

4,883

1,371

1,616

2,139
75,347

1,304

4,924

1,991

2,972

1,698

1,782

1,527

1,129

8,886

1,200

2,141

1,435

1,510

1,542

1,748

1,655

1,202

1,234

2,419

1,176

1,243

1,962

1,259

1,648

4,462

1,364

1,829

1,634

0,642
0,643
0,643
0,650
0,655
0,657
0,668
0,674
0,674
0,692
0,698
0,699
0,700
0,732
0,734
0,739
0,746
0,753
0,758
0,779
0,781
0,782
0,786
0,795
0,796
0,800
0,806
0,811
0,820
0,822
0,826
0,827
0,830
0,845
0,850
0,852
0,861
0,861
0,862
0,864
0,883
0,884
0,898
0,902
0,908
0,912
0,915
0,925
0,926
0,929
0,934
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mmu-miR-28-4373067
mmu-miR-2134-241120_mat
mmu-miR-1193-002794
mmu-miR-351-4373345
mmu-miR-362-5p-002614
mmu-miR-27b-4373068
mmu-miR-100-4373160
mmu-miR-466k-240990_mat
mmu-miR-125a-5p-4395309
mmu-miR-125b-5p-4373148
rno-miR-99a#-002073
hsa-miR-22-000398
mmu-miR-495-4381078

31,340
26,673
32,049
32,447
33,366
29,981
28,951
32,718
28,171
27,867
32,963
26,359
32,034

0,972
0,903
1,035
0,926
1,360
1,000
0,974
0,965
0,896
0,973
0,833
0,942
0,822

0,628
0,485
0,492
0,514
0,002
0,758
0,644
0,533
0,474
0,722
0,215
0,572
0,368

1,504
1,681
2,179
1,669
1,218.506
1,319
1,474
1,746
1,696
1,310
3,220
1,550
1,838

0,935
0,941
0,944
0,952
0,953
0,964
0,969
0,971
0,973
0,974
0,981
0,983
0,993
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Tabela suplementar 2. miRNAs e seus alvos validados: foram correlacionados os miRNAs diferencialmente expressos em muasculo de rato com IC
com dados de mMRNASs expressos no musculo esquelético. Sé sdo apresentados os alvos que ja foram validados para estes miRNAs. Seta 1: miRNA
regulado positivamente; seta |: MiIRNA regulado negativamente.

. Simbolo ~
mMiRNA Oficial Nome Gene ID Fungéo Geral
miR-27a? AIFM1 apoptosis-inducing factor 83533 Fator de inducéo a apoptose
miR-27at BRD? bromodomain containing 2 6046 Envolv_lda com o complexo transcricional e com acetilacéo de
cromatina durante a mitose.
miR-27a1 CCT4 chaperonin containing TCP1, subunit 4 (delta) 10575 Auxilia no dobramento de peptideos recém-sintetizados
miR-27a1 CTSD cathepsin D 171293  Apoptose mediada por lisossomo
miR-27a1 DICER1  ribonuclease type IlI 23405 Processamento de miRNAS
. F-box and WD repeat domain containing 7, E3 . . s
miR-27a1 FBXWY7 ubiquitin protein ligase 55294 Um das subunidades ubiquitina proteina ligase
miR-27a? FOXO1 forkhead box O1 2308 fator de crescimento e diferenciagdo muscular
miR-27a? HIPK2 homeodomain interacting protein kinase 2 28996 Pode a'gu_ar COMO COITepressor ou corativador dependendo do fator
transcricional associado
miR-27a1 IGEBP5 insulin-like growth factor binding protein 5 3488 envolvida na sobrevivéncia, nocrescimento e no desenvolvimento

muscular.
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miR-27a?
miR-27a1

miR-27a?

miR-27a1

miR-27a?

miR-27a?

miR-27a?

miR-27a?

miR-27a?

miR-27a?

miR-27a1

miR-27a?

LITAF
MEF2C

ODC1

POLR2A

POLR2K

PTPN12

RB1

RXRA

SP1

SYNE1

MuRF1

VEGFA

lipopolysaccharide-induced TNF factor
myocyte enhancer factor 2C
ornithine decarboxylase 1

polymerase (RNA) Il (DNA directed)
polypeptide A

polymerase (RNA) Il (DNA directed)
polypeptide K

protein tyrosine phosphatase, non-receptor type
12

RB1 retinoblastoma 1

RXRA retinoid X receptor, alpha

Sp1 transcription factor

spectrin repeat containing, nuclear envelope 1

tripartite motif containing 63, E3 ubiquitin
protein ligase

vascular endothelial growth factor A

9516
4208

4953

5430

5440

5782

5925

6256

6667

23345

84676

7422

Induz sintese do fator TNF-a
Manutencéo do estado indiferenciado de células musculares

Degradacéo de proteina idependente de ubiquitina

Possui dominio fundamental pra atividade da RNA polimerase

Sintese de MRNA em eucariotos

Membro da familia proteinas tirosina fosfatase. Sdo sinalizadores
moleculares que regulam diferentes processos celulares como:
crescimento celular, diferenciacéo, ciclo mitérico.

Regurador negativo do ciclo celular, estabiliza a cromatina
Receptor nuclear que media efeito biolégico do &cido retindico.

Fator transcricional envolvido em preocessos celulares como
diferenciacéo celular, crescimento celular, apoptose, resposta imune,
resposta da danos ao DNA, remodelamento da cromatina.

forma uma rede de ligagéo entre organelas e o citoesqueleto de actina
para manter a organizagdo espacial subcelular.

Importante papel na atrofia

Aumenta a permeabilidade vascular, induz agiogénese, crescimento
celular endotelial e vascular.
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miR-29b?

miR-29b1

miR-29b1

miR-29b?

mMiR-29b1

miR-29b1

miR-29b?

miR-29b1

mMiR-29b1

miR-29b1

miR-29b1

miR-29b1

AHSA1L

ARCN1

ARID4B

ATP1B1

CD44

CDC42

COL4A2

DICER1

DNAJB11

DNMT3A

FBXWY7

H

activator of heat shock protein ATPase 1

archain 1

AT rich interactive domain 4B (RBP1-like)

ATPase, Na+/K+ transporting, beta 1
polypeptide

CD44 molecule (Indian blood group)

cell division cycle 42

collagen, type 1V, alpha 2
ribonuclease type I11

DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily B, member
11

DNA (cytosine-5-)-methyltransferase 3 alpha

F-box and WD repeat domain containing 7, E3
ubiquitin protein ligase

fumarate hydratase

217737

372

51742

481

960

998

1284

23405

51726

1788

55294

2271

Ativador das heat shock (dobramento e desdobramento de proteinas)
Envolvido na estrutura ou trafego de visiculas

Diversos processos celulares como: proliferacdo, a diferenciacao, a
apoptose, a oncogénese e determinacdo destino celular

Proteina de membrana responsaveis por estabelecer e manter o
gradiente electroquimico de ides Na e K, através da membrana
plasmatica.

Uma glicoproteina da superficie celular envolvidas nas interagdes
célula-célula, a adesdo celular e migracéo.

controlam diversas funcdes celulares, incluindo a morfologia celular, a
migracdo, a endocitose e a progressao do ciclo celular.

0 principal componente estrutural da membrana basal.
Processamento de miRNAs

Regulam a atividade molecular da chaperona, estimulando a atividade
ATPase.

Codifica uma DNA metiltransferase com funcéo de metilacdo "de
novo" em vez de metilacdo de manutencdo.

Um das subunidades ubiquitina proteina ligase

componente do ciclo de Krebs cycle, catalisa a formacéo de L-malato
em fumarato.
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miR-29b?
miR-29b1

miR-29b1
miR-29b1

miR-29b?

miR-29b?

miR-29b?
miR-29b1
mMiR-29b1

miR-29b?
mMiR-29b1
miR-29b1

miR-29b1

miR-29b1

FOXO1

HDAC?2

HSPB6
LAMC1

MMP2

NCOA3

NPM1

PAK1

PDCD4

PLK2
RB1
SFPQ

SPEN

SYNE1

forkhead box O1
histone deacetylase 2

heat shock protein, alpha-crystallin-related, B6
laminin

matrix metallopeptidase 2
NCOAZ3 nuclear receptor coactivator 3

nucleophosmin (nucleolar phosphoprotein B23,
numatrin)

p21 protein (Cdc42/Rac)-activated kinase 1

programmed cell death 4 (neoplastic
transformation inhibitor)

polo-like kinase 2
RB1 retinoblastoma 1
splicing factor proline/glutamine-rich

Msx2-interacting protein

spectrin repeat containing, nuclear envelope 1

2308

3066

126393
3915

4313

8202

4869

5058

27250

10769
5925
6421

124461

23345

fator de crescimento e diferenciacdo muscular

Responsavel desacetilacdo de residuos de lisina nas regiées N-
terminais das histonas.

Possivelmente promove relaxamento do musculo liso
componente da Lamina basal
quebra de matriz extra celular

um coativador que leva acetilacdo de histonas tornando o DNA
acessivel a transcricao

envolvido em varios processos celulares, incluindo a regulacéo da via
ARF/p53

regula a mobilidade e morfologia celular
Supressor de tumor, Inibidor do fator 4A1 de tradugdo em eucarioto

Papel na divisao celular normal

Regulador negativo do ciclo celular, estabiliza a cromatina
Interage com ubiquitina C

Proteina reguladora, repressor

forma uma rede de ligagéo entre organelas e o citoesqueleto de actina
para manter a organizacdo espacial subcelular.
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miR-29b?

miR-29b1

miR-29b?

miR-29b1
miR-29b?
miR-214
miR-214]

miR-214

miR-214

miR-214

miR-214/
miR-214]

miR-214

TGFB3

TNFSF10

VEGFA

ZFP36

ZFP36L1

ACTA2

ATP2A2

CD44

CDC42

CTNNB1

DICER1
GPD1

HDGF

transforming growth factor, beta 3

tumor necrosis factor (ligand) superfamily,

member 10

vascular endothelial growth factor A

ZFP36 ring finger protein

ZFP36 ring finger protein-like 1

actin, alpha 2, smooth muscle, aorta

7043

8743

7422

7538

677

11475

Ca'" transporting, cardiac muscle, slow twitch 2 488

CD44 molecule (Indian blood group)

cell division cycle 42

catenin (cadherin-associated protein), beta 1,

88kDa

ribonuclease type Il
glycerol-3-phosphate dehydrogenase 1

hepatoma-derived growth factor

960

998

1499

23405
14555

3068

envolvida na embriogénese e diferenciacéo celular

Da familia do TNF, induz apoptose de células tumorais, parece ndo ter
efeito em células normais

Aumenta a permeabilidade vascular, induz agiogénese, crescimento
celular endotelial e vascular.

se liga a elementos ricos em AU (AREs) nas UTRs dos mRNAs de
algumas citocinas e promove a sua degradacgéo, ex. TNF-a,

Regula fatores de crescimento

é normalmente utilizado como um marcador de formacdo de
miofibroblastos

ATPase, Ca™* dependente, de contracio lenta

Uma glicoproteina da superficie celular envolvidas nas interagdes
celula-célula, a adeséo celular e migragéo.

controlam diversas funcdes celulares, incluindo a morfologia celular, a
migracao, a endocitose e a progressao do ciclo celular.

Adesao célula-célula

Processamento de miRNAS

Papel fundamental no metabolismo de carboidratos e gorduras

atividade mitogénica e de ligacdo ao DNA e pode desempenhar um
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miR-214
miR-214

miR-214
miR-214
miR-214
miR-214
miR-214
miR-214
miR-214

miR-489 |

miR-489]

miR-539

miR-539

miR-632

ITGB1

JUN

MCL1
PAK1

TGFBR2

VEGFA

XBP1
ZEB1
ZEB2

CDKN1B

PTPN11

LRPAP1

MITF

DICER1

integrin
jun proto-oncogene

myeloid cell leukemia sequence 1
p21 protein (Cdc42/Rac)-activated kinase 1

transforming growth factor, beta receptor Il
vascular endothelial growth factor A

X-box binding protein 1

zinc finger E-box binding homeobox 1
zinc finger E-box binding homeobox 2
cyclin-dependent kinase inhibitor 1B

protein tyrosine phosphatase, non-receptor type
11

low density lipoprotein receptor-related protein
associated protein 1

microphthalmia-associated transcription factor

ribonuclease type Il

3688

3725

4170
5058
7048

7422

7494
6935
9839
1027

5781

104225

4286

23405

papel na proliferacéo e diferenciacédo celular.
Adesado celular, reparo tecidual, homeostase

Correlacionada com proliferacéo celular, diferenciacao e
transformacéo.

aumenta a sobrevida celular, e inibe apoptose
regula a mobilidade e morfologia celular
Receptor de TGF-p

Aumenta a permeabilidade vascular, induz aangiogénese, crescimento
celular endotelial e vascular.

produz factor de transcri¢éo que regula os genes do MyHC da classe 11
inibe a transcricdo da interleucina Il

acao repressora ao se ligar ao DNA, interage com SMADs ativadas
Controle da progresséo do ciclo celular em G1

regular uma variedade de processos celulares incluindo o crescimento
celular, diferenciacdo, ciclo mitotico, e transformacéo oncogénica

Processamento de miRNAS
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. : . pode reduzir a H,O, e da cadeia de acido graxos curtas, e 0s
miR-632] PRDX6 peroxiredoxin 6 9588 hidroperdxidos de fosfolipidos.

regulador de transcri¢do que é ativado por varios estimulos intra-e
4790 extracelular, tais como as citoquinas, os radicais livres do oxigénio,
irradiacdo ultravioleta, e produtos bacterianos ou virais.

nuclear factor of kappa light polypeptide gene

miR-146b|  NFKB1 L oncer in B-cells 1
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Tabela suplementar 3. miRNAs e seus alvos preditos: Os alvos preditos para estes miRNAs foram
confrontados com dados de mMRNA expressos em condi¢fes normais no musculo esquelético.

miR-27a miR-29b mIR-214 miR-434 miR-489 miR-539 miR-632 miR-146
PPP1CC LPL EDF1 Stat3 TANK DDX5 PADI2 Tnfrsf22
PDHX ZFP36L1 'MAPRE1  Slc38a2 CCT6A DNAJB4 TANK Seppl
RPS6KAS NFIA GORASP2 Binl ZFR CCDC47 MAN2A2 Rgn
RMNDSA HMGN3 HDLBP Tcea3 FBXO040 MARCH7 ATP1A2 Tnrc6b
GRSF1 RLF CLINT1 Rad23b SMARCA1 RAD50 EEF2 Relll
TLK2 DNMT3A NARG1 Hspa4 ADAM9 ZNF330 NFE2L1 Tnfsf4
TEAD1 CSDA PATL1 Serpingl BRWD1 MAP3K2 ST13 Cdkl4
SMARCA1 SVIL CPEB4 Morf4l2 NCOA3 CSE1L MYH11 Smad4
NPEPPS MORF4L1 KPNA3 Ube2g1 MATZ2A NFIA GYG1 Acer2
FN1 LAMC1 ZFAND3 Gygl MYPN PARP1 MRPS9  Tnfrsf23
RCAN2 EIF4E2 RBX1 Nbrl Cl4orfl66 TMEM131 USP28 Noslap
UBRS RMND5A HMGN3 Lpl NFIL3 FBXO030 EIF3J Zfp329
GTF21 ANK3 USP15 Ywhaz ATP5F1 LMAN1 RBM25  Smarcdl
JMJD1C WDR26 RAB14 Acsl4 TAX1BP1 RABSA EZR Ahrr
PLK2 FOS NUFIP2 Txnrdl PEBP1 ZFP106 KPNA4 Lfng
Chorf41 FEM1B UBE2R2 Cdknib PDE4D FKBP5 KPNA1 Phyh
ATP1A2 PMP22 SENP2 Dnajbll SCARB2 HSPE1 CPEB4  Prkch
CIRBP AKAP13 BTBD1 Abra MTUS1 FLNC Clorf43  Kras
USP25 SUV420H1 PPP1R1A  Fkbpla LPL BLCAP PRPF3 Zfp775
STBD1 ELF2 EIF4G1 Mapllc3b MITF CD36 BAZ2B Vmaz2l
LCOR COL4A2 ACSL1 Azinl SHOC2 ARID5B  SEC23A Itgh6
NDUFS4 IREB2 KIF1B Errfil MSN DDX17 UBR5 l117a
SRL REV3L QKI Arid4b DDX47 KIF1B ME2 Hrasls
VEGFB TRIMG63 NRBP1 BPTF RAD23B UBAP1 Axin2
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miR-27a miR-29b mIR-214 miR-434 'miR-489 miR-539 miR-632 miR-146

FOXO1 ATP1B1  EIF5B ELF1 RNPS1 SMAP2  Hoxall
MARCH7 YWHAE CHMP4B ZMYND8 PFDNZ2 CRKL Neto2
YWHAB  SFPQ MARCHG6 NRIP1 MYO18B APOL2  Tnpol
AFF4 PSMD7 NDUFC2 SMC1A ARLSB VCAN Eif2s3x
NARG1 PTP4Al KIAA1737 ATP2B1 PHF3 SMAD4  Sema4f
CT7orf41 QKI PCBP2 C150rf24  ARPP-21 'MAPK1 Zfp317
ANKS3 NRBP1 YWHAZ ST3GAL3 TBC1D4 |CASC3 Mesdc2
NR1D2 SCHIP1 PIM1 KIAA1715 MARCH6 HDAC2 Eya2
PLCL2 VCL Cllorf10 PIK3C3 FGB TLK1 Ikbkg
NEDDA4 VEGFA ABCC5 KIAA0564 SCARB2 ~ADAMI10 Zbtb4
CNOT1 ARRDC3 MEF2D GNB1 MGEAS CTGF Cybasc3
HINT3 KPNA4 GMPR MXI1 RHOQ KCTD12 Cox7a2l
C8orf4 RERE TRIP10 ANKRD28 HNRNPL Pcdhb22
MED13L SPARC MACF1 RPL28 STRAP Fofl6
WSB1 PSME4 EFHD1 MAPRE3  CUL3 Pard3
TROVE2 COL6A3 NRIP1 RAB14 PJA2

ZNF577 PDHX VEZT MAPK1 IWS1

ATP2B1  FSTL1 CuUL2 ZC3H6 AHSA1

ZFP36 PRKAB2 NCKAP1 SEL1L EIF3J

NFE2L2 PPP2CA  PUM1 NCBP2 PAPOLA

WDR43 DNAJB11 MANZ2AZ2 ERGIC2 NARS

INSR TSC22D3 PPTCY NUDT21 SLC25A46

UBE2K TGFB3 TEX2 PAF1 PNRC2

DNAJC13 PLEKHA1l GBF1 UBFD1 RPS6KA3

Clorf21 SEC23A  ZEB2 CLK4 DDX21
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miR-29b miR-434 miR-539 miR-146

NASP UBE2H
SMARCC1 ZFX
MXI1 FBXO3
LAMA2 MAPRE1
OSBPL11 SMC5
BIRC6

MAT2A

MAP2K6

DYM

BTG2

COMMD2
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