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RESUMO

As vesiculas extracelulares (VES) sdo liberadas pelas células e circulam em fluidos
bioldgicos. Elas carregam e entregam proteinas, lipideos e &cidos nucleicos que participam da
regulacdo da expressao génica na célula receptora. Entre os acidos nucleicos transportados por
VEs estdo os microRNAs (miRNA). As VEs participam de diferentes estados de salde e
doenca, por exemplo, durante uma préatica esportiva e injaria traumatica cerebral (ITC). O
exercicio fisico € importante componente no tratamento de doencas metabdlicas. Ja a ITC é
uma grande causa de morte no mundo, devido a quedas, acidentes de carros e na pratica de
esportes como futebol americano e boxe. Este trabalho tem como objetivo caracterizar 0s
miRNAs associados a VES presentes no soro de ratos e plasma de cavalos submetidos a
exercicio fisico aerébio agudo. Além disso, tem como objetivo caracterizar VES apds ITC em
camundongos e na morte celular por necroptose, um dos componentes da ITC, em macréfagos.
Ratos foram exercitados em esteira em intensidades leve, moderada e intensa e cavalos foram
submetidos a prova oficial de enduro equestre e amostras de sangue foram coletadas antes da
prova, apos 66km, apos o final da prova (130km), 2h apos o final da prova e 15h apos o final
da prova. A caracterizacdo de VEs foi feita, os pequenos RNAs foram extraidos de VES e
sequenciados. A caracterizacao biofisica das particulas mostrou aumento na concentracdo de
VEs tanto no soro de ratos exercitados quanto no plasma de cavalos apds a prova de enduro.
Entre os miRNAs diferencialmente expressos ap0s o exercicio em ratos sdo rno-miR-128-3p,
rno-miR-25-3p, rno-miR-148a-3p, rno-miR-191a-5p, rno-miR-22-3p, rno-miR-27a-3p e em
cavalos eca-miR-30d, eca-miR-25, eca-miR-30e, eca-miR-423-5p, eca-miR-92a e eca-miR-
140-3p. Camundongos foram submetidos a ITC em laboratério e as VEs foram purificadas
diretamente do cerebro, quantificadas e a presenca de IL-1p analisadas nessas VES. A via de
morte por necroptose foi ativada em macrdfagos derivados da medula éssea (MDMO) ap06s
tratamento com LPS+ZVAD e as VEs foram analisadas. A ITC ndo aumentou a concentragdo
de VEs no cérebro de camundongos mas mostrou um aumento na concentragdo de IL-1p em
VEs de camundongos lesionados. A morte por necroptose em MDMO induziu um aumento na
concentracdo de VEs, tendo as proteinas RIPK1 e RIPK3 papel na liberagdo e carregamento
proteico de VEs. As VEs purificadas de MDMO necroptoticos podem causar morte celular em
linhagem de célula neuronal receptora. Este estudo pode servir como base para outros estudos
e também ajudar no entendimento do papel de VEs na atividade fisica e na ITC.
Palavras-chave: Vesiculas extracelulares; microRNAs (miRNA); exercicio fisico; injaria

traumatica cerebral (ITC); necroptose.



ABSTRACT

Extracellular vesicles (EVs) are vesicles released by cells and circulates in biological
fluids. They carry and delivey proteins, lipids and nucleic acids that regulates gene expression
in the recipient cell. Among the nucleic acids transported by extracellular vesicles are
microRNAs (miRNA). EVs can contribute in health and disease states, during a sport practice
and traumatic brain injury (TBI). Physical exercise is an important factor for metabolic disease
treatment, instead, TBI is major cause of death, due mainly to falls, car accidents and sports
practice like american football and boxing. This work aims to characterize miRNAs associated
with EVs in rat’s serum and plasma horses subjected to acute aerobic exercise. In addition, aims
to characterize EVs after TBI in mice and after necroptosis cell death, one component of TBI,
in macrophages. Rats were exercised on a treadmill in low, moderate and high intensities and
horses were subjected to official equestrian endurance race. Blood samples were collected
before the race, after 66km, after the end of the race (130km), 2 hours after the race and 15h
after the end of the race. The characterization of EVs was made using resistive pulse sensing,
transmission electron microscopy, atomic force microscopy, dynamic light scattering and
western blotting. Small RNAs were purified from EVs and sequenced. Biophysical
characterization showed increase in rat’s serum EVs concentration after exercise and increase
in horses’s plasma EVs concentration during the race. Rat’s and horse’s EVs were enriched for
exosomes markers (tetraspanins). Between the differentially present rat’s EVs miRNAs were
rno-miR-128-3p, rno-miR-25-3p, rno-miR-148a-3p, rno-miR-191a-5p, rno-miR-22-3p, rno-
miR-27a-3p and for horse’s EVs eca-miR-30d, eca-miR-25, eca-miR-30e, eca-miR-423-5p,
eca-miR-92a and eca-miR-140-3p. EVs were purified from mice brains after receiving TBI.
EVs were quantified and IL-1p was checked in EVs. Necroptosis cell death was activated in
bone marrow derived macrophages (BMDM) after treatment with LPS+ZVAD and EVs were
purified. TBI didn’t increase EVs concentration in mice brains but increased IL-1P
concentration in EVs from injuried mice. Macrophages dying by necroptosis increases EVs
release, having RIPK1 and RIPK3 roles in EVs secretion and protein cargo. EVs purified from
necroptotics macrophages can induce cell death in neuronal cell lineage. This study is important

because it can help in the understanding of EVs roles during a physical exercise and TBI.

Key words: Extracellular vesicles; microRNA (miRNA); physical exercise;

traumatic brain injury (ITC); necroptosis.
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1 Apresentacao

O presente documento tem como foco a investigacéo de vesiculas extracelulares (VES)
e pequenos RNAs associados a essas VEs em modelos animais submetidos a exercicio
aerobio agudo e injaria traumatica cerebral (ITC). O documento foi dividido em trés
capitulos.

O primeiro capitulo trata da caracterizagdo biofisica de VESs presentes no soro de ratos
submetidos a diferentes intensidades de exercicio aer6bio em esteira. Este capitulo também
tem como objetivo caracterizar a populacdo de pequenos RNAs associados a essas
vesiculas.

J& o segundo capitulo trata da caracterizagdo biofisica de VESs presentes no plasma de
cavalos durante uma prova de enduro assim como a caracterizacdo da populagdo de
pequenos RNAs associados a essas vesiculas. No primeiro capitulo foi investigado o papel
do exercicio fisico agudo leve, moderado e intenso na populacdo de pequenos RNAS
circulantes em VESs no soro de ratos. No segundo capitulo foi investigado o impacto de uma
prova de enduro equestre na populacéo de pequenos RNAs circulantes em VESs no plasma
de cavalos de corrida. As metodologias utilizadas nos dois capitulos sdo basicamente as
mesmas, envolvendo a utilizacdo de técnicas de microscopia, de resisténcia de pulso, de
espalhamento de luz dinamica, de identificacdo de proteinas de membranas, extracéo,
caracterizacdo e sequenciamento de pequenos RNAs. Os projetos diferem-se
principalmente em relagdo ao tipo de fluido bioldgico utilizado, soro no primeiro capitulo
e plasma no segundo, ao modelo animal utilizado, ratos no primeiro capitulo e cavalos no
segundo, e em relacdo ao tipo de exercicio e pontos de coleta.

Ja o terceiro capitulo foi feito durante periodo de doutorado sanduiche no Massachusetts
General Hospital. Esse capitulo tem como objetivo investigar as VES ap0s injaria
traumatica cerebral (contusdo e concussdo) no cérebro de camundongos, assim como
estudar o impacto das proteinas efetoras de necroptose RIPK1 e RIPK3 na liberacéo e
composicdo proteica de VEs liberadas por macrofagos derivados da medula Ossea
(MDMO).

Os trés capitulos sdo importantes por ainda serem escassas na literatura as descri¢oes de
funcgdes biologicas de VEs ap06s o exercicio fisico e ITC, o que torna componente importante

no entendimento e tratamento de varias doencas.
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2 Reviséo bibliografica

2.1 Impacto do exercicio na liberacdo de biomoléculas em fluidos biologicos

O aumento do exercicio esté diretamente relacionado com melhorias para a satde, como
por exemplo na reducéo no risco de doenca cardiovasculares (LEON et al., 1987). A préatica de
atividade fisica reduz a mortalidade em 52%, a mortalidade associada ao cancer em 29% e reduz
0 risco de desenvolver doencas cardiovasculares em 50% (KATZMARZYK; CHURCH,;
BLAIR, 2004; MYERS et al., 2004; WESSEL et al., 2004). Dado ao aumento da incidéncia
de tais doencas na populacdo, principalmente problemas cardiovasculares que séo apontados
como a principal causa de morte no mundo (GARCIA et al., 2007), o exercicio torna-se um
grande aliado para ajudar a impedir 0 aumento dessas doencas (HAWLEY; HOLLOSZY,
2009).

A diminuicdo da ocorréncia de doencas em decorréncia do exercicio pode ser explicada
por todo o conjunto de citocinas inflamatdrias liberadas em fluidos biolégicos por diferentes
tecidos em resposta a atividade fisica. Por exemplo, a corrida de longa distancia induz o
aumento na liberagéo de uma cascata de citocinas, incluindo o fator de necrose tumoral (TNF-
a), interleucina (IL-1B), interleucina 6 (IL-6), o antagonista receptor de IL-1, receptores de TNF
e interleucina 10 (IL-10) (SPRENGER et al., 1992).

Outras melhorias causadas pela atividade fisica que podem ajudar na reducéo no risco
de doencas cardiovasculares € a melhoria no perfil de lipoproteinas no plasma em decorréncia
de atividades fisicas moderadas e intensas. Foi demonstrado que o exercicio intenso aumenta
os niveis de HDL no plasma (KRAUS et al., 2002).

Recentemente, vem sendo estudado o impacto do exercicio na populacdo de miRNAS
circulantes em soro e plasma depois de diferentes tipos de exercicio (BAGGISH, AARON L et
al.,, 2011; GOMES et al., 2014; NIELSEN, S@REN et al., 2014). Porém, os estudos de
miRNAs circulantes em fluidos bioldgicos tem como principal objetivo a identificacdo de
biomarcadores para lesdo muscular e altos niveis de consumo de oxigénio (AOl et al., 2013).

E considerado um consenso de que os miRNAs desempenham um papel importante no
desenvolvimento muscular em resposta ao estresse causado pela atividade fisica (NIELSEN, S.
et al., 2010), fato que miRNAs especificos presentes em musculo esquelético e cardiaco ja
foram descritos (MCCARTHY, J.J., 2008). Tanto em roedores e humanos, os efeitos do
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exercicio fisico sobre a expressdo de diferentes genes tém sido investigados por meio de
microarranjos ou pela andlise de expressao individual de mMRNAs utilizando métodos de PCR
quantitativo (qPCR). Para uma abordagem complementar, tem sido analisada a expressdo
diferencial de miRNAs (BRADBURY, 2003).

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

O exercicio de resisténcia aumenta também o nivel de enzimas de oxidacao de acidos
graxos e do transportador de glicose estimulado por insulina GLUT4 e desloca proteinas
contrateis e regulatorias para suas isoformas mais eficientes (BAAR, 2004).

A biogénese mitocondrial é regulada em nivel transcricional e péstranscricional da
expressdo génica onde PGC-1a é um importante coativador de genes nucleares que codificam
proteinas mitocondriais, enquanto que o fator de transcricdo mitocondrial A (Tfam) regula a
expressdo de DNA mitocondrial. Compreender os mecanismos pelos quais o exercicio afeta a
biogénese mitocondrial pode ajudar a entender se o exercicio pode ser utilizado no tratamento
de doencas metabdlicas que envolvam as mitocondrias (JOSEPH et al., 2006).

Outras vias de sinalizacdo importantes incluem a via das Quinases dependentes de
calmodulina Ca2+ (CaMK), calcineurina, proteina quinase ativada por AMP (AMPK),
proteinas quinases ativadas por mitdgenos (ERK1/2, p38 MAPK), e a proteina alvo da
rapamicina em mamiferos (mTOR). Os alvos destas vias de sinalizagdo incluem muitos fatores
de transcricado, coativadores, e repressores (HAWLEY et al., 2014).

AMPK e p38 MAPK participam de duas cascatas de sinalizacdo importantes que
convergem para a regulacdo do PGC-la e consequentemente a regulacdo da biogénese
mitocondrial. AMPK induz biogénese mitocondrial, em parte, pela fosforilacdo e ativacdo

direta de PGC-1a mas também pela fosforilagdo do repressor transcricional HDACS5, que
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diminui a inibicdo do fator de transcricdo potencializador do midcito fator 2 (MEF2), um
regulador conhecido de PGC-la. A ativacdo de MEF2 esta associada com aumento da
capacidade oxidativa muscular e da corrida de endurance. P38 MAPK fosforila e ativa PGC-1a
e também aumenta a expressdo de PGC-1a pela fosforilacdo do fator de transcricdo ATF-2 que
por sua vez aumenta a abundancia de proteina PGC-1a pela ligacédo e ativacao no sitio de CREB
dentro do promotor de PGC-1a. A proteina supressora de tumores p53, ativada por AMPK e/ou
p38 MAPK, estd emergindo como outro fator de transcricdo envolvido na inducdo da biogénese
mitocondrial induzida pelo exercicio no musculo esquelético (Figura 1) (HAWLEY et al.,
2014).

[1GF-1] {7 Glicogénio
ST 2 AMPATP

Tradugﬁo Transcrigdo de proteinas
mitocondriais
| v
Hipertrofia Biogénese de mitocondrias
D> - <> D — L O

Figura 1. Esquema representando as principais vias de sinalizacdo envolvidas no
controle da hipertrofia do musculo esquelético e da biogénese mitocondrial. Multiplos sinais
primarios, incluindo o estiramento mecénico, célcio, pH, estado redox, hipoxia e status de
energia muscular, sdo alteradas pelo exercicio dindmico voluntério. Ap6s o inicio de um ou
mais destes sinais primarios, proteinas quinases/fosfatases sao ativadas para mediar um sinal
especifico induzido pelo exercicio. Em células de mamiferos, existem muitas cascatas de

sinalizacdo. Essas vias sdo reguladas em varios locais, com substancial troca de informacdes
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entre caminhos que produzem uma rede de transducdo de sinal altamente sensivel e complexa.
Adaptado de (HAWLEY et al., 2014).

Cada uma das centenas de miRNAs conhecidos pode regular varios mRNAs alvos,
tornando este processo um dos mais complexos reguladores génicos. E conhecida a importancia
da regulacdo de miRNA em adaptacGes ao exercicio no musculo esquelético, entre eles miR-1
e miR-133 (CHEN, J. F. et al., 2006) e miR-206 (CHEN, J. F. et al., 2010), mostrando uma area
fértil de investigacdo. Por exemplo, miRNAs foram encontrados envolvidos na resposta ao
treinamento e destreinamento ao exercicio aerébio em seres humanos e a sobrecarga funcional
e exercicios de resisténcia em camundongos (ROTH, 2011).

Em uma revisdo importante em 2016 Safdar e colaboradores sugerem que vesiculas
extracelulares podem contribuir para a entrega de “exerquinas”, que seriam a soma total de
todos os fatores humorais gerados pelo exercicio (peptideos e miRNAS) que Sdo expressos,
produzidos e secretados por todos os tecidos e 6rgdos (exercitados ou ndo exercitados) na
circulacdo. Essas exerquinas poderiam promover a comunic¢do entre érgdos e potencializar os
beneficios sistémicos do exercicio (SAFDAR; SALEEM; TARNOPOLSKY, 2016).

Entre os modelos animais utilizados na fisiologia do exercicio, estdo ratos e
camundongos submetidos a experimentos em esteiras ou piscinas e também cavalos submetidos
a provas de enduro equestre.

A corrida de enduro é um esporte equestre baseada em corridas de longa distancia
controladas. Desde 1950, a corrida de resisténcia tem sido um esporte competitivo e que tem
sido aprovada como uma das competicdes internacionais reconhecidas pela FEI (Federacao
Equestre Internacional) desde 1982. A maior parte das ragas foram testadas e utilizadas para
corridas de enduro. As racas mais competitivas sdo a arabe ou arabes-Cruzes (Anglo-Arabe)
devido a sua composicdo de fibras musculares (FAISAL; MOHD ADZAHAN; GOH, 2012).

O esforco aerdbio prolongado produzido pela prova de enduro pode criar disturbios
hidroeletroliticos potencialmente levando a problemas metabdlicos, por isso, 0s veterinarios
presentes em provas de resisténcia tém de prestar cuidados de emergéncia. Os problemas mais
comuns geralmente incluem a sindrome do cavalo exausto, miopatias, insolagdo e laminite
(ROBERT, 2009). Os radicais livres produzidos durante o exercicio sdo também responsaveis
pelos processos adaptativos de sistemas antioxidantes. Cavalos de enduro competindo em
corridas de resisténcia livre de velocidade sdo normalmente submetidos a meses ou mesmo anos

de formacgéo, o que resulta em aumento de defesas antioxidantes e evita que os animais

28



enfrentem consequéncias de estresse oxidativo, mesmo quando a intensidade e distancia da
corrida sdo muito extenuantes (SIQUEIRA et al., 2014).

2.2 Injuria traumatica cerebral e morte celular por necroptose

A injuria traumatica cerebral (ITC) ocorre quando uma injuria externa acomete a regido
cerebral. A ITC pode ser classificada de acordo com a seriedade (leve ou severa), mecanismo
ou localizagdo. A principal divisédo ocorre em relagdo ao mecanismo, que pode ser penetrante
(contusao) ou fechada (concussao) (GHAJAR, 2000).

A ITC do tipo penetrante (contusao) ocorre quando o cérebro se move dentro do cranio
de uma forma suficiente para se chocar contra ele, causando um edema no parénquima cerebral
(hemorragia e edema) (TABER; WARDEN; HURLEY, 2006).

A concussédo é definida como uma injdria no cérebro causada por um golpe direto na
cabeca, no rosto, na nuca ou em qualquer parte do corpo que resulte em uma forca expressiva
na cabeca. Normalmente a concussdo resulta de uma rapida perda de consciéncia. Além disso,
n&o resulta de perda estrutural de tecido cerebral como na contusdo (MCCRORY et al., 2013).

A concussdo é também classificada como ITC leve e representa 70 a 90% dos casos de
ITC. Ela é de dificil diagndstico, frequentemente subjetivo, problema atenuado em criancas,
pois apresentam dificuldades em reconhecer e definir os sintomas da concussédo (SHAN et al.,
2016). A concussdo esta fortemente associada com o transtorno de estresse postraumatico
(PTSD) e problemas de satde em soldados americanos apds retornarem da guerra no Irague em
2006. Essas concussfes ocorrem devido a explosdes causadas por bombas e no combate direto
(HOGE et al., 2008).

Outro ponto importante sobre a concussao que vem chamando aten¢do nos Ultimos anos
¢ sua relacdo com o esporte de contato fisico, principalmente no futebol americano
(GUSKIEWICZ et al., 2003) e no boxe (VIANO et al., 2005). As repetitivas concussdes nesses
esportes podem resultar em mau funcionamento crénico do sistema motor (DE BEAUMONT
et al., 2007) e doencas neurodegenerativas como a encefalopatia traumatica cronica, causada
em parte por traumas repetitivos no cérebro (BAUGH et al., 2012).

A ITC é um importante problema de saude publica no mundo. Por exemplo, nos Estados
Unidos, no ano de 2005, estimou-se que 5,3 milhdes de pessoas viviam com deficiéncias

relacionadas a ITC e enfrentaram inimeros desafios em seus esforgos para retornar a uma vida
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plena e produtiva (LANGLOIS; RUTLAND-BROWN; WALD, 2006). No Brasil, as principais
causas de ITC sdo tiros com armas de fogo e acidentes de carros (MARTINS et al., 2009).

As principais caracteristicas relacionadas a ITC incluem hematoma, dilaceramento de
tecidos, sangramento e danos fisicos ao cérebro resultantes de complicacdes de longo prazo e
morte. Eventos secundarios sérios também podem ocorrer, como estresse oxidativo, edema
macigo, e alteragdes nos mecanismos neurotransmissores enddgenos (HERNANDEZ-
ONTIVEROS et al., 2015).

A morte celular causada pela ITC envolve principalmente a morte neuronal das células
da glia e lesdo axonal traumaética, tanto em humanos como em animais. Essas lesGes fazem com
que as células em estado terminal exibam uma morfologia apopt6tica ou necrética. Neurdnios
apoptoticos e necroticos foram identificados ap6s contusfes agudas em regides remotas do local
do impacto nos dias e semanas ap6s o0 trauma, enquanto oligodendrécitos degenerados e
astrocitos foram observados dentro da substancia branca cerebral lesionada (RAGHUPATHI,
2004).

No ano de 2005, foi descrito um novo modelo de morte celular programada, independente
das proteinas caspases, chamado de necroptose. A necroptose, diferentemente da apoptose, é
caracterizada pela morfologia necrotica das células mortas e pela ativacdo da autofagia. Essa
morte celular programada contribui em lesGes cerebrais isquémicas de camundongos e pode ser
revertida com a utilizacdo do inibidor quimico Necrostatin-1 (NEC-1) (DEGTEREV et al.,
2005). Jaem 2008 foi demonstrado que o tratamento de camundongos com NEC-1 antes e apds
experimentos de impacto cortical controlado (CCI) diminuiu o nimero de células mortas no
cortex e no giro denteado, diminuindo o dano no tecido cerebral e melhorando a performance
motora (YOU et al., 2008). Também em 2008 foi demonstrado que NEC-1 bloqueia a
necroptose pela inibicdo seletiva da proteina Receptor-interacting serine/threonine-protein
kinase (RIPK1) (DEGTEREV et al., 2008). Além da ativacdo da proteina RIPK1, a proteina
RIPK3 também ¢é essencial para a ativacdo da via de necroptose (CHO, Y. et al., 2009).
Portanto, apés a célula receber um estimulo externo, seja por TNF ou IFNa, quando as proteinas
caspases estdo desativadas, as proteinas RIPK1 e RIPK3 sdo ativadas e servem como uma
plataforma para a ativacdo da proteina efetora de necroptose, Mixed lineage kinase domain-like
protein (MLKL) (NAJJAR et al., 2016) (Figura 2).
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Figura 2. Representacdo esquematica da via de sinalizacdo de necroptose mediada por
TNFa. Apds a ligacdo do receptor TNFR, a proteina TRADD ¢ recrutada e forma um complexo
com RIPK1. Apds a absorcdo de TNFR, o complexo é dissociado e a proteina caspase-8 é
ativada para mediar apoptose. Em condi¢des onde caspase-8 esta inibida, RIPK1 interage
fisicamente com RIPK3 formando o complexo necrossomico. O complexo necrossomico
fosforila a proteina efeora de necroptose MLKL, que se direciona até a membrana plasmatica
causando o seu rompimento. Adaptado de (CHO, Y. S., 2014).

Para melhor entender o papel das proteinas RIPK1 e RIPK3 sdo fundamentais estudos
envolvendo a superexpressdo e repressao destes genes. Porém, camundongos knockout para a
proteina RIPK1 morrem logo ap6s o nascimento. Para resolver esse problema foram gerados
camundongos knock-in por uma mutacao no aspartato (D) na posicdo 138 para uma asparagina
(D138N). Essa mutacdo torna o dominio quinase da proteina RIPK1 inativo, tornando-os
resistentes a necroptose (POLYKRATIS et al., 2014). Ja camundongos knockout para a proteina
RIPK3 sdo viaveis e também resistentes a morte por necroptose (KAISER et al., 2011).

As cascatas da via de sinalizagdo de morte celular derivadas da injuria traumatica cerebral
sdo um importante fator na progressdao da ITC e devem ser controlados para uma melhor
recuperacdo e tratamento (DJEBAILI et al., 2005). Dessa forma, a participagdo das vesiculas
extracelulares na morte celular por apoptose € bem documentada (GARG et al., 2014; HUBER

et al., 2005; ZHANG, H.-G. et al., 2006), portanto, as VEs podem ter um papel importante na
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morte celular por necroptose contribuindo para o entendimento das lesfes causadas por ITC.
Vale ressaltar que muitas das lesdes causadas pela ITC ocorrem durante o esporte de impacto

tornando essas duas areas de investigacdo complementares.

2.3 Vesiculas Extracelulares (VESs)

2.3.1 Classificacao de VEs

As células se comunicam e trocam informacdes por diferentes mecanismos. Elas podem
se comunicar (i) pela secrecdo de fatores de crescimento, citocinas, quimiocinas e pequenos
mediadores celulares (nucleotideos, ions de 6xido nitrico, lipideos bioativos); (ii) pela adeséo
célula-a-célula que é mediada por um conjunto especializado de moléculas de adesdo e (iii) e
pela troca de informacdo utilizando nanotibulos (RATAJCZAK et al., 2006). Um terceiro
mecanismo para a comunicacao intercelular emergiu na década de 80 e envolve a transferéncia
intercelular de vesiculas extracelulares (VEs, do inglés extracelular vesicles) (HARDING;
HEUSER; STAHL, 1983; PAN; JOHNSTONE, 1983).

Vesiculas extracelulares (VES) sdo as vesiculas que circulam nos espacos extracelulares
e fluidos bioldgicos. Sdo compostas por diferentes classes de vesiculas com caracteristicas
bioldgicas distintas. As principais caracteristicas utilizadas na diferenciacdo entre as diversas
classes de VEs sdo: biogénese, proteinas marcadoras de membrana, proteinas internas,
densidade de flutuacdo em gradiente de densidade e tamanho (RAPOSO, G.; STOORVOGEL,
2013).

Todas as células parecem liberar vesiculas extracelulares, e cada tipo de célula pode
liberar um conjunto heterogéneo de vesiculas. As vesiculas sdo liberadas por células de
mamiferos (COSTA-SILVA et al., 2015), bactérias gram-negativas (LI, Z.; CLARKE;
BEVERIDGE, 1998) e gram-positivas (LEE, E. Y. et al., 2009), fungos (RODRIGUES et al.,
2008), leveduras (OLIVEIRA et al., 2010), parasitas unicelulares como o protozoario causador
da malaria (COUPER et al., 2010), células de plantas (DORMANN et al., 2014), nematddeos
(MAIZELS et al., 2012) e moscas (GROSS et al., 2012).

Até o0 ano de 2012 ndo havia um critério bem estabelecido na literatura em relacéo a
nomenclatura para as VES, 0 que levava os pesquisadores a nomea-las em relacéo a patologias
ou ao fluido bioldgico e tipo celular do qual as vesiculas eram purificadas, por exemplo:

epididimosomes, argosomes, exosome-like vesicles, corpos apoptdticos, microparticulas,
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promininosomes, prostasomes, dexosomes, texosomes, dex, tex, exossomas, nanoparticulas,
microvesiulas, ectosomes, archeosomes e oncosomes (GOULD; RAPOSO, 2013; SIMPSON;
MATHIVANAN, 2012).

Em 2011 foi demonstrado que lipoproteinas de alta densidade (HDL) também podem
participar da comunicacdo celular (VICKERS et al., 2011).Com a formagdo da sociedade
internacional de vesiculas extracelulares (ISEV) em 2012 se tornou consenso na literatura que

as VEs sdo divididas em trés principais classes: Corpos apoptéticos, microvesiculas e
exossomas (Figura 3) (HILL et al., 2013).

Vesiculas extracelulares

| Célula em apoptose

Célula em repouso ou ativada /

Célula tumoral ou ativada

Figura 3. Representacdo esquematica de diferentes tipos de VEs. As populacdes
principais incluem exossomas, microvesiculas e corpos apoptoticos. Adaptado de GYORGY et
al. (2011).

Os corpos apoptoticos sdo vesiculas cuja biogénese se inicia pelo brotamento da
membrana plasmatica quando uma célula entra em apoptose tardia. Corpos apoptéticos podem
ter entre 50 e 5.000 nm de tamanho, sdo heterogéneos em relacdo a morfologia e flutuam em
gradiente de densidade mais elevadas (>1,23 g/ml) (MATHIVANAN; JI; SIMPSON, 2010).

Microvesiculas (MVs) sdo secretadas via o brotamento direto da membrana plasmatica,
assim como acontece com 0s corpos apoptoticos. Porém, a liberacdo ndo esta obrigatoriamente

associada a apoptose. As MVs tém entre 50 e 1000 nm de didmetro e apresentam como
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caracteristica principal o enriquecimento de fosfatidilserina em suas membranas (KALRA et
al., 2012).

Os exossomas séo vesiculas de bicamada lipidica, apresentam diametro entre 30-130nm
e flutuagdo em gradiente de densidade de sacarose no plasma entre 1,15 e 1,27 g/ml™* e em
células em cultura entre 1,13-1,19 g/mL* (CABY et al., 2005).

Jé& as lipoproteinas de alta densidade (HDL) s&o formadas por uma mistura de particulas
de lipoproteinas, e sua densidade fica entre 1,063 a 1,21 g/ml (YUANA et al., 2014). A
lipoproteina ApoA-1 € o principal componente das HDL e tem papel importante na biogénese
e funcdo das HDL (TSOMPANIDI et al., 2010).

A diferenca principal entre corpos apoptoticos, microvesiculas e exossomas consiste na
biogénese de cada uma delas. Diferentemente dos corpos apoptéticos e das microvesiculas, 0s
exossomas sao gerados pela via endossomal. Os exossomas sdo formados pela invaginacdo da
membrana citoplasmatica do endossomo primario, dando origem aos compartimentos
multivesiculares internos (MVBs, do inglés multivesicular bodies) na célula. Estes MVBs
formam vesiculas internas nas células chamadas de vesiculas intraluminais (ILs). Ap6s a fusdo
das MVBs com a membrana plasmatica ocorre a liberacdo das ILs no espago extracelular,
qguando passam a ser chamadas exossomas (Figura 4) (COLOMBO; RAPOSO; THERY,
2014).

P Microvesiculas
&

Membrana ~ {7y (7r Exossomas

plasmatica

Endossoma
primario

Aparelho de
Golgi

Figura 4. Representacdo esquematica dos diferentes tipos de vesiculas secretados por
células eucaridticas, tanto por brotamento direto da membrana plasmatica (microvesiculas) ou
por fusdo dos corpos multivesiculares com a membrana plasmatica (exossomas). Adaptado de
COLOMBO et al. (2014).
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Apesar dessas diferencas em relagdo as diferentes classes de VEs, ainda é um desafio
afirmar a presenca de apenas um tipo de vesicula em uma preparacao, existindo subpopulacdes
dentro de exossomas e microvesiculas, cada subpopulacdo contendo proteinas de membrana
especificas e carregamentos especificos (TKACH; THERY, 2016).

Os exossomas foram inicialmente descritos em dois trabalhos envolvendo a liberagdo
de receptor de transferrina em reticuldcitos no inicio dos anos 80. Com a utilizacdo de
microscopia eletronica de transmissao, ambos grupos conseguiram monitorar a endocitose dos
receptores de transferrina presentes na membrana plasméatica para compartimentos
intracelulares (endossomos) com posterior formacdo de corpos multivesiculares (MVBs) e
fusdo com a membrana plasmatica liberando vesiculas carregando os receptores de transferrina
(HARDING et al., 1983; PAN; JOHNSTONE, 1983).

Ap0s as duas publicacdes no ano de 1983, poucos artigos foram publicados nos anos
seguintes. A existéncia desta via de secrecdo de VEs foi confirmada depois em células
apresentadoras de antigenos, onde ficou demonstrado que vesiculas secretadas por linfocitos-B
humanos e murinos sdo capazes de mediar a apresentacao de antigenos apresentando MHC-11
a células T (RAPOSO, GRACA et al., 1996). A existéncia de vias de secre¢do de VEs foram
posteriormente confirmadas em células epiteliais e células tumorais (WOLFERS et al., 2001).
No ano de 2007 foi proposta a comunicagao intercelular mediada por RNAs secretados em
exossomas (VALADI et al., 2007), provocando forte interesse pelo campo de estudo
(RAPOSO, G.; STOORVOGEL, 2013).

As vesiculas extracelulares podem ser purificas utilizando diferentes métodos. Na
maioria dos estudos, as vesiculas sdo isoladas por centrifugacdo diferencial, técnica considerada
o “padrdo ouro” para isolar diferentes tipos de VEs (REKKER et al., 2014; VAN DEUN et al.,
2014).

A centrifugacdo diferencial envolve multiplas centrifugacdes sequenciais. Em cada
etapa de centrifugacdo é separado o precipitado do sobrenadante, aumentando a for¢a centrifuga
nas centrifugacdes seguintes para isolar componentes menores e menos. Em geral, a aplicacéo
de forca centrifuga de 200 a 1,500 x g € suficiente para pelletar células e “debris celulares”,
10,000 a 20,000 x g é suficiente para pelletar vesiculas com tamanho entre 100 e 800 nm
(geralmente chamadas microvesiculas) e cerca de 100,000 a 200,000 x g para sedimentar as
vesiculas menores, com diametro menor do que 100 nm (geralmente chamadas de exossomas)
(CRESCITELLI et al., 2013).
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Algumas empresas desenvolveram métodos de purificagdo de VEs mais rapidos e sem
a necessidade de ultracentrifugas. Esses métodos se baseiam na utilizagdo de polimeros de
exclusdo de volume (PolietilenoGlicol, dextrans) e centrifugacGes a baixa rotacéo para pelletar
VEs (RIDER; HURWITZ; MECKES JR, 2016).

2.3.2 Funcao de VEs na comunicacéo celular

As VEs representam um modo importante de comunicacéo intercelular, servindo como
veiculos de transferéncia de membrana, proteinas citosélicas, lipideos e RNA entre as células.
As deficiéncias no entendimento dos mecanismos moleculares envolvidos na formacéo de VES
ainda dificultam o entendimento da relevancia fisiologica in vivo (RAPOSO, G,
STOORVOGEL, 2013).

As funcbes de VEs incluem a entrega de fatores de viruléncia bacteriana ao hospedeiro
(BOMBERGER et al., 2009), a modulacdo de respostas inflamatorias e imunitarias na
comunicacdo feto-mae (KSHIRSAGAR et al., 2012). Vesiculas extracelulares secretadas por
células do sistema imune apresentam funcdo imunomodulatéria, induzindo tanto a supressao
quanto a ativacio de respostas imunes (FERNANDEZ-MESSINA et al., 2015).

Um dos estudos pioneiros envolvendo exossomas mostrou a participacdo destas
vesiculas na apresentacdo de antigenos (RAPOSO, GRACA et al., 1996). Neste estudo sobre
exossomas liberados por linfécitos B, foi demonstrado por microscopia eletrdnica que
compartimentos endossomais de células apresentadoras de antigenos MHC classe Il podem
fundir-se diretamente com a membrana plasmatica, o que resulta na liberacdo de vesiculas
contendo MHC classe Il. As vesiculas secretadas, isoladas do meio de cultura mostraram
composicdo global de proteinas de superficie de exossomas diferentes significativamente da
composicdo de proteinas da membrana plasmatica. Os exossomas provenientes de ambos 0s
linfécitos B humanos e murino induziram respostas em células T restritas a MHC classe 11
(RAPOSO, GRACA et al., 1996).

ApOs este estudo, outros autores demonstraram que as moléculas de exossomas
positivas para MHC podem induzir respostas de células T, tanto diretamente quanto
indiretamente. Foi demonstrado que exossomas derivados de células dendriticas (DC) podem
estimular as células T CD4+ e CD8+ apenas na presenca de DC, assim as vesiculas atuam
indiretamente ativando células T (THERY et al., 2002).
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O papel de estimulador do sistema imune causado por VES ndo tem sido apenas estudado
via apresentacdo de antigenos, mas também pela capacidade de VEs de estimular diretamente
células efetoras do sistema imune, tais como células natural killer (NK), células B e macrofagos
(FERNANDEZ-MESSINA et al., 2015).

Vesiculas extracelulares secretadas por células T, B e células dendriticas do sistema
imunolégico contém repertdrios de microRNA (miRNA) diferentes das suas células de origem.
Células T transferem miRNAs para células apresentadoras de antigenos por meio de VESs
durante a sinapse imunologica. Os miRNAs sdo funcionalmente entregues e a inibicdo da via
esfingomielinase-2 diminui a transferéncia de miRNAs entre as células (MITTELBRUNN et
al., 2011). Além disso, foi demonstrado que células T regulatdrias (Treg) secretam o miRNA
let-7d via VEs, suprimindo a proliferacdo de células Thl e a secre¢do de citocinas. O
mecanismo foi comprovado utilizando Treg mutantes para a producdo de Dicer e proteinas
envolvidas na biogénese de exossomas (Rab27a e Rab27b) (OKOYE et al., 2014).

Vesiculas extracelulares também foram demonstradas tendo efeito protetor sobre o
sistema imune. Vesiculas extracelulares liberadas pelas células tronco mesenquimais derivadas
de células tronco embrionéarias humanas reduziram o tamanho do infarto de miocardio em ratos
durante lesdo por isquemia/reperfusdo (LAl et al., 2010). Exossomas também mostraram efeito
durante transplantes intestinais e cardiacos, onde exossomas derivados de células dendriticas
podem induzir tolerancia em modelos de aloenxerto em ratos.

Exossomas oferecem uma nova visdo sobre a biologia do cancer com implicacdes
diagnosticas e terapéuticas (BRINTON et al., 2014). Devido a sua comunicacao célula-a-célula,
exossomas influenciam a progressao do tumor, tendo a liberacéo de vesiculas aumentadas em
células cancerigenas (LESPAGNOL et al., 2008). Os exossomas derivados de tumores inibem
a atividade citotoxica de células NK, bloqueando a ativacdo por IL-2, mediando assim o
crescimento tumoral (CLAYTON; TABI, 2005).

Vesiculas extracelulares podem ser isoladas a partir de sangue e outros fluidos corporais
e revelar processos de doengas que ocorrem no corpo, incluindo o crescimento de tumores
(KHAN et al., 2012). Além de ser um reservatério de biomarcadores de cancer, elas podem ser
reprojetadas para restabelecer a imunidade tumoral (BRINTON et al., 2014) e utilizados na
bioengenharia genética para entregar drogas ou RNAs de interferéncia em orgaos de dificil
acesso, como o cérebro (ALVAREZ-ERVITI et al., 2011).

Artigo publicado em 2015 descreveu que uma proteoglicana, Glypican-1 (GPC1), é

especificamente enriquecida em exosomas derivados de células de cancer pancreatico. Esses
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exossomas positivos para GPC1 podem ser identificados no soro de pacientes com alta
especificidade e sensitividade se tornando um potencial biomarcador para cancer pancreatico
(MELO et al., 2015).

As VEs também apresentam papel importante na comunicacéo de células cancerigenas
com o tecido do estroma. Foi demonstrado que VEs contendo a proteina WNT11 secretadas por
fibroblastos se comunicam com células tumorais levando a transi¢do epitelial a mesenquimal e
causando aumento da motilidade e agressividade em células tumorais (KATSUDA; KOSAKA,
OCHIYA, 2014).

Foi demonstrado também que exossomas tumorais positivos para NKG2DLs, podem
regular negativamente a expressdo de NKG2D e como resultado prejudicar a funcéo citotoxica
de células T CD8 +(CLAYTON et al., 2008). Outro estudo confirmou o papel de exossomas
tumorais positivos para NKG2DL como mediadores de escape do tumor. HEDLUND et al.
(2011) mostraram que exossomas derivados de celulas tumorais, células de leucemia e linfoma,
carregam NKG2DLs que suprimem a citotoxicidade das células NK, e consequentemente
promovem a fuga do sistema imune para estas células.

Uma das primeiras publicacdes envolvendo VESs e cancer surgiu em 2008 envolvendo
VEs purificados de glioblastoma. Os autores mostraram que exossomas derivados de
glioblastoma podem entrar em células endoteliais microvasculares cerebrais humanas
(HBMVECS) e traduzir mRNA reporter transportado por exossomas. Além disso, os autores
demonstraram que exossomas de glioblastoma podem estimular um fenétipo angiogénico em
células endoteliais normais do cérebro e podem estimular a proliferacdo de outras células de
glioma. Além do papel potencial do MRNA nestes processos, exossomas também apresentaram
proteinas angiogénicas, tais como angiogenina, FGFa, IL-6, IL-8, TIMP-1, VEGF e TIMP-2.
Presumivelmente, a maioria destas proteinas agem interagindo com receptores cognatos na
superficie de células endoteliais para promover angiogénese (SKOG et al., 2008).

Foi também demonstrado o papel critico para exossomas de cancer positivos para TGFf
na inducao da geracéo de tumores pelo estroma. Exossomas conseguem esse feito por meio do
direcionamento da diferenciacdo dos fibroblastos para um feno6tipo myofibroblast-like que
suporta a angiogénese in vitro e crescimento tumoral in vivo. Esses efeitos dos exossomas sdo
dependentes de TGFb1, gerando um miofibroblasto que é absolutamente diferente do gerado
pelo uso de TGFb1 soluvel. O estudo ressalta que o formato biofisico deste fator de crescimento
particular é crucial ao dirigir a resposta celular e subsequentes mudancas patoldgicas que
possam surgir (WEBBER et al., 2014).
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A promocéo do crescimento tumoral também foi mostrada por exossomas induzindo
angiogénese in vitro e in vivo. GESIERICH et al. (2006) relataram que exossomas tumorais que
carregam a tetraspanina Tspan8, demonstrada ser forte indutor de angiogénese, induzem a
ramificacao de células endoteliais in vitro e angiogénese in vivo.

Além disso, PEINADO et al. (2012) mostraram in vivo que exossomas derivados de
uma linhagem de células de cancer altamente metastatica podem induzir uma maior carga
tumoral metastatica e distribuicdo tecidual comparado com exossomas derivados de uma
linhagem de célula de cancer fracamente metastatica. O mecanismo proposto foi que exossomas
podem promover o nicho metastatico “educando” células derivadas da medula 6ssea em dire¢ao
a um fendtipo prometastatico e provasculogénico por meio da regulacdo positiva da
oncoproteina MET.

Outro artigo mostrou a formacdo de nicho prémetastatico dependente de VEs.
Utilizando VEs purificadas da linhagem de adenocarcinoma ductal pancreético (altamente
metastatica) foi demonstrado que estas VESs portadoras de proteina MIF sdo captadas por células
Kupffer, causando secrecdo de TGF-p e o aumento da producdo de Fibronectina em células
estreladas hepéticas. Em seguida, as células derivadas da medula dssea se ligaram as regides
hepaticas enriquecidas com fibronectina, levando a formagdo de nicho pré-metastatico no
figado (COSTA-SILVA et al., 2015).

Exossomas derivados de células tumorais ndo sdo os unicos envolvidos na progressao
de tumores. Exossomas derivados de macrofagos ativados por IL-4 foram demonstrados
aumentando a invasdao de células de cancer de mama pela transferéncia de mMiRNAS
oncogénicos, como miR-223 (YANG, M. et al., 2011).

Em alguns organismos ndo é bem entendido como estas vesiculas entram nas células
alvo, mas artigos sugerem que o processo pode ser facilitado por lipideos presentes nas
membranas ou com a ajuda de polissacarideos como Heparan sulfato e proteoglicanas
(CHRISTIANSON et al., 2013). A multiplicidade de formas pelas quais as VESs séo produzidas
com carregamentos especificos por organismos diferentes fornece um conjunto de mecanismos

que podem ser aproveitados para aplicagdes em biotecnologia (GYORGY et al., 2014).

2.3.3 Composicgao e conteudo de VEs

A composicdo molecular de VEs pode ser dividida em proteinas, &cidos nucleicos e
lipideos (Figura 5). Vesiculas extracelulares devem ser desprovidas de contaminantes, tais
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como proteinas séricas e componentes proteicos originados de compartimentos intracelulares
(por exemplo, reticulo endoplasmatico, mitocéndrias e aparelho de golgi) que sdo ausentes ou
diminuidas nas fracGes de VEs (LOTVALL et al., 2014). Como consequéncia da sua origem,
exossomas de diferentes tipos de células contém proteinas associadas ao endossoma (Rab
GTPase, SNAREs, Anexinas e Flotillin), algumas das quais estdo envolvidas na biogénese dos
corpos multivesiculares (Alix e Tsg101) (RAPOSO, G.; STOORVOGEL, 2013).

As proteinas tetraspaninas sdao comumente encontradas em VEs. As principais
tetraspaninas incluem CD63, CD81, e CD9 sendo consideradas proteinas “marcadoras” de
exossomas (MATHIVANAN; LIM; et al., 2010). Nota-se que cada proteina marcadora pode
estar presente em alguns subtipos de VESs e ndo em outros (TKACH; THERY, 2016). Histonas,
proteassoma e componentes do ribossomo sao provavelmente liberados em VEs com diametro
maior, derivadas da membrana plasmatica e/ou vesiculas apoptoticas, e ndo em exossomas
(SCHILLER et al., 2008).

Os exossomas sdo enriquecidos em colesterol, esfingomielina, ceramida e
fosfatidilserina (MATSUO et al., 2004). Alguns destes lipidios (por exemplo esfingomielina e
colesterol) e algumas proteinas exossomais (proteinas —ancoradoras-GPI e Flotillin) também
sdo enriquecidas em subdominios da membrana plasmatica resistentes a detergentes, chamados
lipid rafts (IKONEN, 2001). Foi recentemente mostrada a ligagéo direta entre a endocitose de
Lipids Rafts e a eventual secrecdo em exossomas em células tronco mesenquimais (TAN et al.,
2013).

As microvesiculas (MVs) também contém lipideos, proteinas citosolicas, RNAs e
microRNAs com capacidade de regular a funcdo em células alvo. Elas podem interagir com as
células alvo de diversas maneiras, entre elas: liberando mediadores sollveis; por meio de
interacdes ligante-receptor; fundindo as membranas da MVs com a da célula alvo e transferindo
o conteddo da MV (especialmente RNAs e microRNAs); e finalmente por
fagocitose/endocitose por macréfagos e células endoteliais (LEMOINNE et al., 2014).

O interesse cientifico em vesiculas extracelulares cresceu bastante a partir do ano de 2007,
ano em que ficou demonstrado que exossomas sao capazes de transferir material genético
funcionalmente entre células e tecidos (LOTVALL; VALADI, 2007).

Esse artigo mostrou a presenca tanto de RNA mensageiro quanto microRNAs em
exossomas derivados de linhagem celular de mastdcitos humanos e murinos. Esses dois tipos
de RNAs podem ser transferidos de um mastécito para outro, provavelmente através da fusao

do exossoma a membrana celular do destinatario. O mRNA é funcionalmente entregue e o pode
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levar a traducdo de novas proteinas em uma célula receptora. Utilizando microarranjos para
MRNA e miRNAs foram identificados 1.300 mRNAs e 120 miRNAS nestes exossomas
derivados de mastdcito, esses RNAs parecem ser especificos dos exossomas, ja que ndo foram
detectados nas células doadoras. Além disso, foi demonstrado em experimentos in vitro que o
mRNA transportado por exossomas de mastocito de camundongos sdo funcionalmente
entregues, pois, quando adicionados a células de mastocitos humanos levam a traducéo de
proteinas de camundongos nas células humanas. O RNA transportado entre as células via
exossomas recebeu a denominacdo de exosomal shuttle RNA (esRNA) (VALADI et al., 2007).

A partir deste estudo pioneiro, as VEs foram purificadas da maioria dos tipos celulares
e de fluidos bioldgicos como saliva (PALANISAMY et al., 2010), urina (PISITKUN; SHEN;
KNEPPER, 2004), leite materno (ADMYRE et al., 2007), soro (ALMQVIST et al., 2008),
plasma (CABY et al., 2005) e fluidos nasal (LASSER et al., 2011), brénquico (QAZI et al.,
2010), seminal (GATTI et al., 2005) e amniotico (KELLER et al., 2007).

Estudos posteriores demonstraram o contedo de RNA purificado de VEs isoladas de
células em culturas (SKOG et al., 2008) e fluidos biologicos (HUNTER et al., 2008). Vesiculas
extracelulares com caracteristicas de exossomas liberadas por células do sistema imunolédgico
foram descritas incorporando seletivamente miRNAs que foram funcionalmente transferidos
para células alvo por meio de fusdo de membranas (MONTECALVO et al., 2012). Anélise de
RNA a partir de VEs por sequenciamento de nova geragdo demonstrou que, em adicdo ao
MRNA e aos miRNA, as VES também contém grande variedade de outros pequenos RNAS ndo
codificadores, incluindo transcritos de RNA que se sobrepdem com regibes codificadoras de
proteinas, sequéncias repetitivas, RNAs estruturais, fragmentos de tRNA, vault RNA, Y RNA,
e pequenos RNAs de interferéncia (BELLINGHAM; COLEMAN; HILL, 2012).

Também foi demostrada a presenca de DNA dupla fita (THAKUR et al., 2014) e DNA
mitocondrial (GUESCINI et al., 2010) em VEs.
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Figura 5. Composicdo global de vesiculas extracelulares (VES). Representacao
esquematica da composicao e orientacdo da membrana de VEs: familias de proteinas, lipideos
e acidos nucleicos. Adaptado de COLOMBO et al. (2014).

Devido ao grande nimero de biomoléculas detectadas em VESs, surgiram bancos de
dados especificos para compilar os dados. O primeiro banco de dados a surgir foi 0 ExoCarta,
no ano de 2009. ExoCarta compilava moléculas de proteinas e RNA identificados em
exossomas e esta disponivel gratuitamente para a comunidade cientifica através da pagina na
web (http: //exocarta.ludwig.edu.au) (MATHIVANAN; SIMPSON, 2009). Em 2012, ExoCarta
foi substituido pelo banco de dados Vesiclepedia (http://www.microvesicles.org), que avalia
manualmente dados moleculares (lipideos, RNA, e proteinas) identificados em diferentes
classes de VEs de mais de 300 estudos independentes publicados ao longo dos ultimos anos
(KALRA et al., 2012). Em 2013 surgiu 0 EVpedia, que é um banco de dados integrado de alto
rendimento para conjunto de dados de vesiculas extracelulares procariotica e eucariéticas. O

banco de dados EVpedia (http://evpedia.info) fornece conjuntos de dados de larga escala de
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componentes vesiculares (proteinas, mMRNAs, miRNA, e lipideos) presentes em vesiculas
extracelulares de procariotos, eucariotos ndo mamiferos e mamiferos (KIM et al., 2013).

Além do potencial uso biotecnoldgico, o estudo de miRNAs e proteinas transportados
por vesiculas extracelulares vem sendo estudados como possiveis biomarcadores para
diferentes estados de salde e doenca, ja que a maioria dos fluidos biolégicos contém
quantidades significativas de VEs (BRETZ et al., 2013; ZHOU, H. et al., 2008).

2.4 Pequenos RNAs ndo codificadores (ncRNAS)

Apds mais de uma década do sequenciamento do primeiro genoma humano no ano de
2003, ficou dedemonstrado que apenas uma pequena parcela do DNA (aproximadamente 1,5%)
presente no genoma humano € transcrito em RNA mensageiro e traduzido em proteinas
(LANDER, 2011). Apesar de apenas uma pequena parcela do DNA transcrever RNA
mensageiro, aproximadamente 80% do genoma tem capacidade de transcrever moléculas de
RNA ndo codificadores (ncRNAs) de proteinas que participam do metabolismo celular
(CONSORTIUM, 2012). Estes ncRNAs estdo envolvidos na regulacdo da expressédo génica
tanto em nivel péstranscricional quanto no nivel genémico. Os ncRNAs mais bem estudados
sdo 0s RNAs ribossomais (rRNA), RNAs transportadores (tRNA), microRNAs (miRNAS),
piwiRNAs (piRNAs), pequenos RNAs nucleares (SnRNA) e pequenos RNAs nucleolares
(snoRNA) (ESTELLER, 2011).

Os piRNAs formam a maior classe de pequenos RNAs ndo codificadores e atuam via
associacdo com proteinas Piwi formando o complexo piRISC. Os piRNAs tem como funcdo
princial a defesa de células da linhagem germinativa do ataque de elementos transponiveis
(SIOMl et al., 2011). PiRNAs ja foram detectados circulando em espacos extracelulares como
saliva (BAHN et al., 2015) e plasma (HUANG et al., 2013).

Os microRNAs (miRNA) sdo RNAs de fita simples, ndo codificadores de proteinas com
tamanho aproximado de 22 nucleotideos. Estdo envolvidos na regulacdo da expressdo génica
ao nivel postranscricional. Os miRNAs ja foram encontrados em plantas, animais e alguns virus
(BARTEL, 2009).

O primeiro miRNA foi descrito no ano de 1993, onde foi demonstrado a presenca de
um pequeno RNA, gerado no gene lin-4 do nematoide C. elegans. Este RNA apresentou

sequencias complementares a regido 3’'UTR do mRNA do gene lin-14, e foi proposto que o
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RNA gerado por lin-4 inibia a produgdo da proteina pelo gene lin-14 (LEE, R. C.; FEINBAUM;
AMBROS, 1993).

Foi a partir da descoberta do segundo miRNA, no ano 2000, onde ficou demonstrado a
presenca do miRNA let7a em diferentes tipos celulares, tecidos e organismos, que foi atribuido
aos miRNAs funcgéo conservada em diferentes espécies. Com isso ficou conhecido os multiplos
papéis de mMiRNAs no desenvolvimento de plantas, animais e em muitos processos bioldgicos
(ROUGVIE, 2001).

Para humanos, estdo descritos no banco de dados de miRNA — miRBase - 1881
precursores de miRNAs e 2588 miRNAs maduros. J& para Rattus norvegicus, sdo descritos 495
precursores e 765 miRNAs maduros. Para Equus caballus, estdo descritos 715 precursores de
miRNAs e 690 miRNAs maduros, consultado em 03 de dezembro de 2016 (KOZOMARA,
GRIFFITHS-JONES, 2013). Nos seres humanos, prevé-se que a expressdo de
aproximadamente 50% de genes codificadores de proteinas sdo regulados por miRNAs (ZHOU,
R. etal., 2012).

A biogénese de miRNAs se da por meio de genes no DNA quando esses genes sdo
normalmente transcritos pela RNA polimerase Il e formam um transcrito 5’cap e poliadenilado,
chamado miRNA primario (pri-miRNA). O miRNA priméario forma uma estrutura em forma
de gancho que é clivada pelas enzimas Drosha e DiGeorge sindrome regido critica 8 (DGCRS),
obtendo-se um precursor — pré-miRNA - em forma de gancho, com aproximadamente 70
nucleotideos de comprimento. O prée-miRNA ¢é exportado a partir do nicleo para o citoplasma,
onde é novamente clivado pela enzima Dicer, dando origem a duplex miRNA-miRNA* de
cerca de 22 nucleotideos de comprimento. Apos a dissociacdo do duplex de miRNA, uma fita
é incorporada ao complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC, do inglés RNA-induced
silencing complex). Os miRNAs incorporados no RISC muitas vezes reconhecem os seus alvos
pelos nucleotideos das posi¢oes de 2 a 7 do miRNA (conhecida como a "regido semente™) (VAN
ROOIJ; OLSON, 2012).

Condicoes de estresse podem influenciar a biogénese de miRNA em multiplos niveis.
O miRNA maduro normalmente complementar a regido 3’UTR de mRNAs, pode atuar
degradando 0 mMRNA de trés principais maneiras: degradando o0 mRNA,; inibindo a tradugéo,
por meio de desestabilizagdo do ribossomo e causando a deadenilacdo e de-capping do mRNA
(Figura 6) (VAN ROOIJ; OLSON, 2012).
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Figura 6. Mecanismo de biogénese de miRNA. m7G, 7-metilguanosina. Adaptado de
VAN ROOIJ; OLSON (2012).

Os miRNAs controlam genes envolvidos em varios processos bioldgicos, entre eles,
apoptose, proliferacdo, diferenciacdo, metastase (ALMEIDA, M. |.; REIS; CALIN, 2011) e em
células de mamiferos desempenham papéis importantes no desenvolvimento humano, na
diferenciacéo celular, homeostase, na adaptacdo ao meio ambiente, ontogénese, e nas interagdes
das células hospedeiras com agentes patogénicos (HA, 2011; MAetal., 2011).

2.5 microRNAs circulantes em espaco extracelular

A fungdo central de miRNAs, foi conhecida como sendo atuante de forma intracelular,
porém a partir de 2008 foi demonstrada a presenca de miRNAs circulando nos espagos
extracelulares como plasma e soro (CHEN, X. et al., 2008; MITCHELL et al., 2008).

O primeiro estudo a avaliar sistematicamente a presenca de miRNAs em plasma de
humanos mostrou que miRNAs estdo presentes no plasma de forma estavel e que séo protegidos
da atividade de RNAses enddgenas. Além disso, o estudo comparou os niveis do miRNA miR-
141 no soro de pacientes com cancer de prostata e saudaveis, encontrando niveis aumentados
deste miRNA no soro dos pacientes (MITCHELL et al., 2008).

MITCHELL et al. (2008) sugere ao fim da discussao de seu trabalho que as formas pelas

quais os miRNAs circulantes em fluidos bioldgicos sdo protegidos das atividades das RNAses
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enddgenas podem ser pelo empacotamento destes miRNAs dentro de VEs, protecdo via
associacdo a complexo de proteinas e modificagdes na estrutura do miRNA que o torne
resistente as RNAses.

Ainda no mesmo ano, outro estudo mostrou que os miRNAs estdo presentes no soro e
plasma de seres humanos e outros animais de maneira estavel, resistentes a condi¢Ges adversas
e resistentes a digestdo por RNAseA. O estudo identificou padrdes da presenca especifica de
miRNAS no soro para pacientes com cancer de pulmao, cancer colo retal e diabetes, fornecendo
evidéncia de que miRNASs no soro podem servir como potenciais biomarcadores para detec¢édo
de vérios tipos de canceres e outras doencas (CHEN, X. et al., 2008).

O mesmo grupo do estudo publicado por Mitchell em 2008 mostrou que a maioria dos
miRNAs circulantes em plasma e soro humanos estao associados a complexos proteicos. Uma
caracterizacdo adicional mostrou que a proteina Argonauta2 cofracionava com miRNAS
plasméticos em separacdo por cromatografia de exclusdo de tamanho. Portanto, o estudo foi
importante para demonstrar a presenca de duas populacbes de miRNAs circulantes, uma
protegida das RNAse enddgenas por meio da associacdo com complexos proteicos e outra
associada a vesiculas extracelulares (ARROYO et al., 2011).

Ainda no ano de 2011 foi proposto outro mecanismo pelo qual miRNA circulam em
espaco extracelular protegido da atividade de RNAses enddgenas. Foi mostrada a associacao
de miRNAs a lipoproteinas de alta densidade (HDL) que distribuem os miRNAs para células
receptoras funcionalmente. O processo de incorporacdo de miRNA em HDL parece ser
regulado pela via de Ceramida e Esfingomielinase neutra (nSMase2) (VICKERS et al., 2011).

Portanto, o conhecimento atual dos mecanismos de circulacdo de miRNAs em fluidos
biolégicos podem ser resumidos por trés mecanismos: (i) Durante a biogénese de miRNAs,
tanto pré-miRNAs quanto miRNAs maduros podem ser incorporados em VES e serem liberados
no espaco extracelular; (ii) Os miRNAs também podem circular no espago extracelular
associados a proteina Argonauta 2; (iii) Os miRNAs podem ser seletivamente transportados via
associacdo a lipoproteinas de alta densidade (HDL). Possivelmente a associacdo de miRNAs
com proteinas é resultado da morte celular com liberagcdo do conteudo intracelular no espaco
extracelular, sendo considerado um transporte passivo. Ja a associacdo de miRNAs com VEs e
HDL parece ser ativa biologicamente (Figura 7) (CREEMERS; TIJSEN; PINTO, 2012).
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Figura 7. Mecanismos celulares de liberacao e sistemas de transporte extracelular de
miRNAs. Adaptado de CREEMERS et al. (2012).

Também foi mostrada a participacdo de miRNAs exdgenos na regulacdo da expressao
génica. Foi proposto que miRNAs de plantas adquiridos durante a alimentacdo séo capazes de
atravessar o trato gastro intestinal e regular mMRNAS dentro de tecidos de mamiferos (ZHANG
et al., 2012). Apesar de ndo ser consenso na literatura o impacto de miRNAs de plantas na
regulacdo de genes em mamifero, analises in silico de dados de sequenciamento de nova
geracgdo de VEs presentes no leite suino relataram a presenca de grande quantidade de miRNAs
de plantas presentes nesse fluido bioldgico (LUKASIK; ZIELENKIEWICZ, 2014). Outra
forma de regulacdo envolvendo miRNAs e genes de diferentes espécies foi demonstrado por
BUCK et al. (2014), onde VEs do nematdide gastrointestinal Heligmosomoides polygyrus
transportaram pequenos RNAS e suprimiram a resposta inata in vivo de camundongos (BUCK
etal., 2014).
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3 Justificativa

A identificacdo de vesiculas extracelulares mediando a transferéncia de &cidos nucleicos
e proteinas entre células e tecidos tem um enorme potencial de gerar biomarcadores para
diferentes estados em um organismo, sejam eles patologicos ou fisiologicos. A compreensdo
do repertério de RNAs e proteinas circulantes associados a VESs durante o exercicio fisico
aerdbio agudo e em mecanismos de morte celular causados por injaria traumatica cerebral é de
muita importancia para a utilizagdo de VEs no delivery de moléculas e no tratamento de
doencas. O papel das VESs como transportadores de proteinas, mMRNAs e miRNAs envolvidos
na comunicacao celular em estados patoldgicos e fisiologicos abre a perspectiva para sua
utilizacdo biotecnoldgica. A atividade fisica desempenha um importante papel no controle de
doencas que crescem a cada ano no Brasil, como diabetes, obesidade e cancer. Da mesma forma,
o0 Brasil tem numeros altissimos de casos de injuria traumatica cerebral resultates de perfuracéo
por arma de fogo e também por acidentes de carro. Diferentes artigos foram publicados nos
ultimos anos avaliando o impacto do exercicio na populacdo de miRNAs circulantes como
biomarcadores em fluidos bioldgicos. Estes artigos se limitaram a avaliar miRNAs circulantes
em geral. A purificacdo prévia de vesiculas extracelulares em fluidos bioldgicos é importante
pois 0 mecanismo de liberacdo de VEs é altamente controlado biologicamente, logo, o
entendimento do conteido de moléculas de RNAs e proteinas podem ajudar no direcionamento
destas vesiculas e na regulacdo da expressao génica em células alvo. No contexto do exercicio
aerobio, temos a hipo6tese que durante o exercicio, os tecidos estressados liberam VES e estas
VEs podem ter papel nos beneficios da adaptacdo ao exercicio. Os resultados podem ser
importantes para se entender melhor os mecanismos moleculares envolvidos na resposta ao
exercicio fisico, na busca de biomarcadores moleculares e no direcionamento de vesiculas apos

a atividade fisica.
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4 Capitulo 1 — Caracterizacéo biofisica de
vesiculas extracelulares e pequenos RNAS
associados a vesiculas extracelulares
presentes no soro de ratos submetidos a
exercicio fisico agudo aerobio leve,

moderado e intenso.
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4.1 Objetivos

4.1.1 Objetivo geral

Caracterizar biofisicamente vesiculas extracelulares e sequenciar pequenos RNAs
associados a vesiculas extracelulares presentes no soro de ratos submetidos a exercicio fisico

agudo aerdbio leve, moderado e intenso.

4.1.2 Objetivos especificos

1. Submeter ratos & uma sess@o de exercicio aerobio em esteira em intensidades leve,
moderada, intensa e controle (ndo exercitado);

2. Purificar vesiculas extracelulares presentes no soro dos ratos submetidos e néo
submetidos ao exercicio;

3. Caracterizar vesiculas extracelulares presentes no soro dos ratos submetidos e ndo
submetidos ao exercicio por meio da identificacdo de proteinas marcadoras, contagem
e concentracdo de vesiculas, microscopias eletrénica e de forca atbmica e espalhamento
de luz dindmica;

4. Purificar pequenos RNAs de vesiculas extracelulares presentes no soro de ratos
submetidos e ndo submetidos ao exercicio aerobio;

5. Sequenciar a populacdo de pequenos RNAs presentes em vesiculas extracelulares
presentes no soro de ratos submetidos e ndo submetidos ao exercicio aerébio;

6. Caracterizar os pequenos RNAs associados a vesiculas extracelulares presentes no soro
de ratos submetidos ao exercicio fisico aerobio leve, moderado e intenso por meio de

analises bioinformaticas;
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4.2 Fluxograma — Capitulo 1

Caracterizagao biofisica de vesiculas extracelulares e pequenos RNAs associados a
vesiculas extracelulares presentes no soro de ratos submetidos a exercicio fisico
agudo aerdbio leve, moderado e intenso.

Sessiio aguda em esteira

K‘%

Niao exercitados
n=4 Leve n=5 Moderado n=4 Intenso n=5
/ r
Resisténcia de pulso
. . (qNano)
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Sequenciamento de
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Figura 8. Fluxograma indicando o passo-a-passo do capitulo intitulado: Caracterizacao
biofisica de vesiculas extracelulares e pequenos RNAs associados a vesiculas extracelulares

presentes no soro de ratos submetidos a exercicio fisico agudo aerdbio leve, moderado e intenso.
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4.3 Metodologia

4.3.1 Exercicio aerdbio agudo dos ratos

Trés grupos de ratos Wistar de linhagem isogénica foram exercitados em esteira rolante
sob diferentes intensidades. Antes da divisdo dos grupos de exercicio agudo e controle, todos
0s animais passaram por uma fase inicial de aclimatacao e adaptacdo. A aclimatagdo durou uma
semana e consistiu em deixar 0s animais na esteira, sem movimento, por 10 a 30 minutos. A
adaptacdo também durou uma semana e consistiu em submeter 0s animais ao exercicio em
esteira sem inclinacdo, no qual a velocidade e a duracdo do exercicio foram de 12 a 20 m.min’
1. O grupo controle (n=4), também chamado n&o exercitado (NE), peso médio 271,7 g+ 14,4 g
ndo realizou esforco fisico. Um grupo foi exercitado em intensidade baixa (n=5), peso médio
295 g = 18,3 g, foi exercitado 20% abaixo do méaxima fase estavel de lactato (MLSS) e
velocidade média da esteira de 14 a 16 m.min™. O grupo exercitado na intensidade moderada
(n=5), peso médio 303 g + 37,5 g, foi exercitado na intensidade relativaa MLSS (20 e 22 m.min
1. O grupo exercitado na alta intensidade (n=5), peso médio 284,6 g + 21,8 g foi exercitado
20% acima da intensidade relativa @ MLSS (24 a 26 m.min* (Figura 9). Todos os ratos foram
exercitados durante 40 minutos. Os animais exercitados na intensidade leve percorreram ao fim
do exercicio 640m, os animais exercitados na intensidade moderada percorreram ao fim do
exercicio 880m e os animais exercitados na alta intensidade percorreram 1.040m ao fim do
exercicio. As intensidades escolhidas para execuc¢do da sessdo aguda de exercicio aerébio teve
como base artigo publicado que analisou o estado estavel maximo de lactato (MLSS) em ratos
Winstar exercitados em esteira, e obtiveram o MLSS a velocidade de 20m.min
(CONTARTEZE et al., 2008). Em ratos naturalmente hipertensos, SHR, o0 MLSS também foi
obtido com velocidade de 20m.min (ALMEIDA, J. A. et al., 2012). As linhagens isogénicas
foram obtidas do biotério da Universidade Federal de Sio Paulo. Agua e comida foram
fornecidas ad libitum, e os animais foram mantidos em ciclo de 12:12h de claridade e escuro
em sala a 23+-2°C. Os animais foram alojados em grupos de quatro individuos dentro de caixas
de polipropoleno com dimensdes de 40 x 33x 17cm (comprimento, largura, altura) com
maravalha. O estudo foi aprovado pelo comité de ética de uso animal da Universidade de
Brasilia e todos os procedimentos foram feitos de acordo com o colégio brasileiro de

experimentacdo animal.
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Treinamento dos ratos
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Figura 9. Fluxograma representando a metodologia empregada no exercicio aerébio agudo dos

ratos.

4.3.2 Coletade soro

Ao final do periodo do exercicio, 0s animais foram sacrificados por sedacdo letal com
xilazina 2% (50mg.kg™) e quetamina 10% (80mg.kg™). Apds a sedacdo, foi feita uma puncéo
cardiaca a fim de obter o sangue dos animais. Entre 4 e 7ml de sangue foram coletados por
puncdo cardiaca em tubos contendo ativador de codgulo e o soro pobre em plaquetas foi obtido
apos centrifugacdo a 1.200 x g por 15min. A separacdo do soro foi feita até 3 horas apds a

coleta. Em seguida, o soro foi armazenado em freezer -80°C.

4.3.3 Purificacdo de VEs

A purificagdo de vesiculas extracelulares foi feita utilizando o kit comercial Exoquick™
Exosome Precipitation Solution (System Biosciences) seguindo as recomendacdes do
fabricante. Inicialmente 500uL de soro foram centrifugados a 3.000 x g por 15 minutos para
garantir a remog&o de células e debris celulares. Em seguida, o sobrenadante foi transferido

para um novo tubo e 126uL de Exoquick foi adicionado ao sobrenadante, misturados por
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inversdo do tubo 10 vezes e incubados overnight a 4°C. Em seguida, a mistura Exoquick/soro
foi centrifugada por 1.500 x g por 30min a temperatura ambiente. Apos essa centrifugagdo as
VEs sao “pelletadas” no fundo do tubo. O sobrenadante foi removido por aspiracdo com pipeta
e nova centrifugacdo por 1.500 x g por 5 minutos para garantir a completa remocéo de
Exoquick, tomando cuidado para ndo remover as VEs presentes no pellet. Para finalizar, o pellet
foi ressuspendido em 200uL de tampédo PBS 1X. Destes 200uL, 50uL foram utilizados para
todas as metodologias de caracterizacdo de exossomas e 150uL foram utilizados na extracéo de
smallRNA.

4.3.4 Contagem e concentracao de VEs utilizando resisténcia de pulso

A determinagdo da concentracdo de particulas por mL no soro foi feita utilizando a
tecnologia de resisténcia de pulso (IZON, Christchurch, New Zealand). Resumidamente a
tecnologia se baseia no monitoramento de fluxo de corrente elétrica que passa atraveés de um
poro de abertura ajustavel. Particulas Unicas sdo medidas em tempo real e em alta performance.
Amostras de VEs foram diluidas 40x em tampéao PBS 1X e 40uL de VEs foram lidas utilizando
0s seguintes parametros: tamanho do poro NP150; abertura do poro 49mm; Corrente utilizada
0,28V e pressdo 1cm.H20. A corrente média entre todas as amostras variou entre 126,83nA e
129,30nA. A andlise da concentracao de particulas foi feita utilizando o software Izon Control
Suite versdo 2.2. A calibragdo foi feita utilizando esferas de didmetros e concentragGes

conhecidos diluidos em PBS e medidos de forma idéntica as amostras.

4.3.5 Microscopia eletronica de Transmissao

Grids de nickel de 200mesh foram limpos por lavagens de 10 segundos em acetona, 10
segundos em etanol 100% e 10 segundos em &gua destilada. Em seguida, os grids foram
revestidos com resina plastica Formvar 0,5% diluido em cloroférmio 100%. O protocolo
utilizado na preparagdo de MET foi baseado no protocolo descrito por (LASSER; ELDH,;
LOTVALL, 2012).

O processamento das amostras de VEs, foi feito inicialmente depositando uma gota de
10uL de VEs em parafilm. Em seguida, grids de nickel revestido com resina plastica Formvar

e os grids revestidos foram colocados no topo da gota de VEs por 30 a 60 min. Os grids foram
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lavados trés vezes, cada lavagem utilizando gotas de 30pL de PBS 1X em filme pléstico. Os
grids contendo VEs foram fixados em uma gota de paraformaldeido a 2% por 10 min e lavados
novamente por trés vezes utilizando PBS1X antes da imunomarcacdo. O grid foi transferido
para uma gota de 30uL contendo anticorpos primarios anti-CD63, CD09 e CD81 na
concentracdo de 1:50. Os grids foram incubados por 40 min com anticorpos primarios e lavados
com BSA 0,1% em PBS1X. Em seguida, os grids foram incubados com anticorpo secundario
anti-1GG de coelho conjugado a particula de ouro de 10nm, na concentracao de 1:20. Os grids
foram pésfixados com glutaraldeido 2,5% e incubados por 10 min. Os grids foram lavados por
cinco vezes utilizado agua destilada. Finalmente, os grids foram contrastados com acetato de
uranila 3% e incubados no topo da gota por 15 min. As imagens foram adquiridas utilizado 80
KVs em microscopio eletronico de transmissdo modelo JEOL 1011, do laboratério de
microscopia eletronica da Universidade de Brasilia.

4.3.6 Microscopia de Forca Atdomica

Vesiculas extracelulares ressuspendidas em PBS1X foram diluidas 100 vezes e 1uL de
amostra foi aplicado em placa contendo superficie atomicamente lisa de mica muscovita. Apds
aguardar a secagem completa da amostra foram feitas leituras de 20um x 20um de area
utilizando modo contato, varredura do tipo continua e forca constante (5nA). O microscopio de
forca atbmica utilizado foi SPM-9600 (Shimadsu, Kyto, Japdo). Além da aquisicdo da
topografia das VEs, as imagens foram adquiridas em contraste de fase simultaneamente. Os
resultados obtidos foram analisados por meio do programa Shimadsu SPM-9600. As imagens
sofreram correcdo na media de cada linha no eixo X, planefit (auto) e Zmag de 3.0 para 0.5. A
contagem de particulas foi feita excluindo as particulas das bordas das imagens e foram
contadas aproximadamente 700 particulas por grupo (ndo exercitados, exercitados nas

intensidades, leve, moderada e intensa).

4.3.7 Espalhamento de luz dinamica (DLS)

A técnica de espalhamento de luz dindmica foi utilizada para determinar o perfil da
distribuicdo de tamanho de pequenas particulas em suspensdo ou polimeros em solucdo. Além

disso, o espalhamento de luz dindamica permite avaliar o potencial zeta de superficie das VEs,
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que tem relacdo com as cargas eletrocinéticas de moléculas bioldgicas presentes nas membranas
de VEs. Primeiramente, 5uL de VEs foram diluidas 200 vezes em agua Milli-Q até um volume
final de 1ml. Em seguida, as amostras foram centrifugadas por 15.000 x g para garantir a
completa remocdo de precipitados de PBS 1X presente nas VES que podem interferir no
resultado. O sobrenadante foi coletado e colocado em cubetas de vidro para medi¢do do
diametro. O controle negativo (5uL de PBS 1X) foi utilizado para fazer o controle (zerar o
equipamento) no equipamento Zetasizer Nano (Malvern). Os valores obtidos correspondem a
média * desvio padrdo de cinco medidas de cada suspensdo de VEs. O indice de polidispersao

também foi medido.

4.3.8 ldentificacdo de proteinas marcadoras

A extracdo de proteinas de vesiculas extracelulares (VES) foi feita utilizando aliquotas de
5uL de VEs, diluidas em 50uL de tampdo de extracdo de proteinas RIPA 1X (150 mM NaCl;
1.0% Triton X-100; 1% desoxicolato de sddio; 0.1% SDS; 25 mM Tris-HCL, pH 7,4), e
agitadas por 20s. O volume de 0,5uL de coquetel inibidor de protease foi adicionado, para evitar
a degradacdo de proteinas, e o contetdo de proteinas totais de VEs, quantificado e analisado
em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 12%.

A quantificacdo de proteinas foi realizada utilizando o kit Qubit® Protein Assay (Life
Technologies) de acordo com as recomendac6es do fabricante. O perfil de proteinas totais de
VEs e de proteinas marcadoras de exossomas foram identificadas por Western blotting (WB).
Foram acrescentadas as 4 amostras (controle, leve, moderado e intensa) um controle positivo
contendo proteinas extraidas de células de mioblastos e um controle negativo contendo PBS
1X. Ambos os controles passaram pelo mesmo procedimento de extracdo, quantificacdo e WB.
Para isso, inicialmente as proteinas foram separadas por tamanho em eletroforese de proteinas
em géis de poliacrilamida (SDS-PAGE) 12% em cuba de eletroforese (Bio-Rad Mini Protean
I1). Em cada gel foi aplicado uma concentracdo de 20ug de proteina totais extraida por pogo. A
eletroforese foi realizada com voltagem de 150V e amperagem de 15mA por 2h. Um gel foi
corado com Coomassie blue e as proteinas dos outros géis foram transferidas para membranas
de Polyvinylidene Difluoride (PVDF). A transferéncia foi feita semi-seca utilizando o
transferidor Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell, Bio-rad em tampéo de transferéncia
contendo 48mM Tris, 39mM glicina, 20% (v/v) metanol e 1,3mM SDS. A transferéncia foi
feita por 1h em voltagem de 15V e amperagem de 200mA. Apos a transferéncia, os géis foram
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corados com comassie para se analisar a eficiéncia da transferéncia. As membranas foram
blogueadas por 1h em BSA3% diluido em tampdo TBST 1X (50mM Tris.HCI pH 7.4; 150mM
NaCl; 0.1% Tween 20).

Ap0s o blogueio, as membranas foram incubadas com anticorpos primarios policlonais
de coelho anti-CD63, anti-calnexina, anti-CD81 e anti-ApoA-1V (Santa Cruz Biotechnology),
todos na concentracdo de 1:500 diluidos em BSA 1% em tampdo TBST 1X overnight. Apos
trés lavagens de 10min com TBST 1X, o anticorpo secundario anti-IGG de coelho e anti-IGG
de cabra (1:1000; Sigma), conjugados com fosfatase alcalina, foram aplicados as membranas,
e incubadas por 1h em BSA 1% diluido em tamp&o TBST 1X. Apos 3 lavagens de 10min com
TBST 1X as membranas foram reveladas utilizando revelador NBT/BCIP (AP color
development buffer, Bio-rad) até o surgimento da cor. A revelagdo foi interrompida utilizando
agua deionizada por 10 min.

Todos os anticorpos utilizados nos dois capitulos da tese estdo representados na Tabela

Tabela 1. Lista de anticorpos utilizados nos projetos para deteccdo de proteinas por

Western Blotting e Microscopia eletronica de Transmissao.

Anticorpos utilizados Fabricante

TSG 101 ANTICORPO (M-19), SANTA

GOAT, IgG, 200pg/mL CRUZ

ALIX ANTICORPO (Q-19) GOAT

IGG, 200 pG/ML SANTA

APOA-IV (N-20) GOAT IGG 200 CRUZ

uG/ML

CALNEXIN (H-70) RABBIT IGG - SANTA

_ . 200 pg/ml CRUZ
Anticorpos primarios CD9 ANTICORPO (H-110) SANTA
RABBIT IGG, 200 uG/mL CRUZ
CD81 ANTICORPO (H-121) SANTA

RABBIT IgG, 200 pG/mL CRUZ
CD63 ANTICORPO (H-193), SANTA

RABBIT IgG - 200pg/mL CRUZ
FLOTILLIN-1(H-104)RABBIT SANTA

POLYCLONAL IGG -200 pug/mL CRUZ

ANTI-RABBIT IGG F(AB")2, Sigma

. _ F(AB)2 FRAGM&
Anticorpos secundarios .

ANTI-GOAT IGG (H+L), F(AB')2 Sigma

FRAGMENT,&
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Anticorpo conjugado com Ac policlonal de cabra anti 1gG de Abcam
ouro coelho H&L (10nm Gold)

A analise quantitativa das bandas obtidas no western blotting foram feitas inicialmente
correndo géis em paralelo corados em comassie como controle de carregamento. Em seguida,
as areas sob as curvas das amostras exercitadas nas intensidades leve, moderada, intensa,
controle positivo e controle negativo foram divididas pela area sob a curva da amostra ndo

exercitada utilizando o software de analise de imagens ImageJ.

4.3.9 Extracdo de RNA

A extracdo de smallRNA de VEs foi feita utilizando 150 puL de amostras ressuspendidas
em PBS1X utilizando o kit de extracdo miRCURY™ RNA Isolation Kit (Exigon) e seguindo as
recomendacdes do fabricante. Resumidamente, 150 puL de VEs foram misturadas com 60 pL
de solucgéo de lise BF, vortexados por 5 segundos e incubados por 3 minutos a temperatura
ambiente. Em seguida, foi adicionado 20 pL de solucdo de precipitacdo de proteina BF,
vortexados por 5 segundos, incubados por 1 minuto a temperatura ambiente e centrifugados por
3 minutos a 11.000 x g. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo, foi adicionado 270
ML de isopropanol 100%, vortexados por 5 segundos, a amostra foi transferida para colunas
microRNA Mini Spin Column BF, incubadas por 2 minutos a temperatura ambiente e
centrifugadas por 30 segundos a 11.000 x g. Descartaram-se as amostras que passaram pela
coluna. Em seguida, adicionou-se 100 pL de solucdo de lavagem 1BF dentro da coluna e
centrifugou-se por 30 segundos a 11.000 x g. Novamente o material que passou pela coluna foi
descartado. Adicionou-se 700 pL de solucédo de lavagem 2BF a coluna e centrifugou-se por 30
segundos a 11.000 x g. Descartou-se o material que passou pela coluna. Adicionou mais uma
vez 250 pL de solucdo de lavagem 2BF a coluna, centrifugou-se por 2 minutos a 11.000 x g
para a completa secagem da coluna. A coluna foi transferida para um novo tubo e 0 RNA eluido
apos duas lavagens com 50 pL cada de agua livre de RNAse colocada diretamente na
membrana, incubada por 1 minuto a temperatura ambiente e centrifugadas por 1 minuto a
11.000 x g.

4.3.10 Caracterizacao e quantificacdo de pequenos RNAs em Bioanalyzer
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Os pequenos RNAs extraidos foram encaminhados para analise em Bioanalyzer 2100
(Agilent). Foi utilizado o chip Agilent Small RNA kit que permite uma andlise rapida e sensivel

na caracterizacao de pequenos acidos nucleicos na faixa de tamanho de 6-150 nt.

4.3.11 Sequenciamento de pequenos RNAs em Illumina GAII-X

Um total de 18 amostras (ndo exercitados n=4, exercicio leve n=5, exercicio moderado
n=4, exercicio intenso n=5) foram secas utilizando RNAstable (Biomatrica) e enviadas a facility
SegMatic (San Diego, USA) onde as bibliotecas foram geradas e o sequenciamento foi feito.
As bibliotecas foram feitas utilizando o kit de preparo de bibliotecas de pequenos RNAs small
RNA library preparation kit (Illumina, San Diego, EUA). O sequenciamento foi feito em uma
Unica lane, single read e o kit de sequenciamento utilizado foi o de 36 pares de base. Foi
utilizado o sequenciador Genome Analyzer l1x que gera mais de 40 milhdes de reads e 1.5 Gb
de output por lane. As amostras C1, C4, M1, M2, M3, M4, 12 e I5 foram sequenciadas duas
vezes (réplicas técnicas) com objetivo de se obter nimeros de reads mais representativos para

essas amostras.

4.3.12 Anélises de bioinforméatica usando NextGene

Apos os dados serem gerados foram feitas duas analises de bioinformaticas principais. A
primeira andlise foi feita utilizando o software comercial NEXTGENE® (SoftGenetics). O
software NextGENe é executado no sistema operacional Windows®, e fornece interface
amigavel para analise de dados de NGS, ndo necessitando de apoio de linguagem de
bioinforméatica que sdo muitas vezes necessarias ao utilizar programas como o CLC Bio,
Lasergene, DNASTAR, MAQ, SOAP, Top Hat, BWA e Bowtie. Todo o processamento de
conversao dos dados de FastQ para fasta, trimagem do reads, alinhamento e contagem dos reads
foi feito pelo software. Foi utilizado parametro de alinhamento de 85%, ou seja, no maximo 2
mismatches em 12 bases. O pipeline utilizado seguiu algumas publicacdes envolvendo analises
de pequenos RNAs. Apos a filtragem de reads de baixa qualidade e trimming dos adaptadores
os reads foram alinhados contra bancos de dados na seguinte ordem: miRNAs maduros
disponivel no miRBase, piRNAs disponivel no piRNABank e para finalizar rRNA e tRNA

disponivel no banco de dados de RNA néo codificadores do Ensembl. Em seguida, os reads
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que ndo mapearam nos bancos de dados foram utilizados na busca por miRNAs exdgenos que
circulam dentro de exossomas no soro. Para isso, 0s reads ndo mapeados foram alinhados contra
0 banco de dados de miRNAs maduros disponiveis no miRBase para todas as espécies. O
calculo de expressao diferencial foi feito com o auxilio do pacote Deseq2 (LOVE; HUBER,;
ANDERS, 2014), no ambiente R. RNAs alinhados no genoma e sem descrigdo foram utilizados
na busca de novos miRNAs utilizando a ferramenta de predicdo de miRNAs miRDeep?2.

4.3.13 Analise estatistica dos dados

As andlises estatisticas para determinar a concentracao de VES, concentracao de proteinas
e RNAs associadas a VEs foram feitas pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis com as
maltiplas comparagdes feitas pelo teste U de Mann-Whitney. O teste de Shapiro-Wilk foi feito
para checar a normalidade dos dados. Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente
significativos.

Para a andlise dos dados de sequenciamento, as amostras que foram sequenciadas duas
vezes tiveram seus reads counts somados e foi preparada uma planilha contendo o nimero de
reads de RNA por amostra no formato .CSV. Essa planilha foi utilizada como input das analises
estatisticas. A andlise estatistica da expressdo diferencial dos reads gerados pelo
sequenciamento foi feita utilizando a distribui¢do binomial negativa por meio do pacote Deseq2
(Bioconductor). O valor de P ajustado foi considerado estatisticamente significativo se
Padj<0,1. Os heatmaps contendo os 30 miRNAs mais presentes nas amostras foram gerado

também pelo Deseq?2.
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4.4 Resultados

4.4.1 Exercicio aerobio agudo dos ratos
As tabelas a seguir mostram os valores de peso (Tabela 2), tempo de exercicio,
velocidade aplicada na esteira e maximo estado estavel de lactato (MLSS) (Tabela 3) dos ratos

utilizados no projeto. Os dados foram medidos antes e durante o exercicio agudo.

Tabela 2. Peso em gramas dos ratos Winstar de linhagem isogénica avaliados no estudo.

Nao

exercitados Exercicio Exercicio Exercicio

(n=4) peso (g) leve (n=5) peso(g) moderado (n=5) peso (g) intenso (n=5) peso (Q)
NE1 260 L1 310 M1 300 11 270
NE2 290 L2 270 M2 265 12 255
NE3 265 L3 300 M3 265 13 300
NE4 / L4 280 M4 355 14 313
XX XX L5 315 M5 330 I5 285
Media 271,7 Meédia 295 Média 303 Meédia 284,6
DP+ 14,4 DP+ 18,3 DP#+ 375 DP+ 21,8

Tabela 3. Velocidade aplicada em esteira, méximo estado estavel de lactato e tempo

aplicados durante exercicio aerdbio agudo de ratos Winstar.

Nao

exercitados Leve Moderado Intenso
Vel. (m.min) sem exercicio 14-16m.min 20-22m.min  24-26m.min
Limde Lact n/a 20% | do MLSS  no MLSS 20% 1 do MLSS
Tempo (min) n/a 40min 40min 40min
Distancia
(metros) 0 640 880 1.040

4.4.2 Contagem e concentracdo de VEs utilizando resisténcia de pulso

Apos a coleta do sangue dos animais, separacdo do soro, purificacdo de VEs, foi feita a
contagem de VEs presentes por mL de soro. A analise por resisténcia de pulso (qNano) das VEs
mostrou um aumento estatisticamente significativo (Kruskal-Wallis e Mann-Whitney U) na
concentracdo de VEs no soro dos animais exercitados comparado aos animais ndo exercitados
(Figura 10). A mediana da concentracdo de VEs no grupo controle foi de 1,1x10° no grupo
exercitado na intensidade leve de 3x10° particulas\mL (p=0,014), no grupo exercitado na
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intensidade moderada de 2,5x10° (p=0,021) particulas\mL e no grupo exercitado em alta
intensidade de 3x10° particulas\mL (p=0,02). Nao houve diferenca estatistica na concentragio

de VEs entre os exercicios leve, moderado e intenso.

1E+10 - « P=0014 P=0,021 P=0,02

—
-

9E+09 -

8E+09 -

TE+09 -

6E+09 A

5E+09 -

4E+09 1

3E+09 1

2E+09 -

Extracellular vesicles concentration (particles/mL)

1E+09 4 -

Non-exercised Low Moderate High

P = 0,027 Kruskal-Wallis Test;

P = 0,014 Mann-Whitney U test, NE — Low;

P = 0,021 Mann-Whitney U test, NE — Moderate;
P = 0,02 Mann-Whitney U test, NE — High;

Figura 10. Concentragdo de VEs por mL de soro em animais ndo exercitados e

exercitados nas intensidades leve, moderada e intensa.

4.4.3 Microscopia eletronica de VEs
As imagens de VEs obtidas mostram vesiculas com morfologia, tamanho e proteinas de

membrana compativeis com as vesiculas consideradas Exossomas (Figura 11). Foram feitas

varias preparagoes, partindo inicialmente da analise da morfologia e tamanho.
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Figura 11. Micrografias eletronicas de purificado de VES de soro de ratos mostrando a
presenca de particulas com morfologia e tamanho compativeis com Exossomas (A) e (B) e
mostrando o controle negativo em (C) e (D). Barra de escala = 500nm. As setas vermelhas

indicam as vesiculas extracelulares.

A imunomarcacdo de VES com anticorpos relatados na literatura para proteinas
enriquecidas em purificacdes de exossomas (CD9, CD63) foi feita como demonstrado na
Figura 12. Os resultados sugerem a presenca de um grande numero de particulas com
morfologia e tamanho compativeis com exossomas, entre 30 e 100 nm. A imunomarcagdo
mostrou a presenca de poucas particulas positivas para as proteinas CD09 e CD63 (Figura 12A
e Figura 12C). Os controles negativos foram ausentes para particulas com tamanho e
morfologia compativeis com VEs e mostraram a presenca de ouro porém em baixa

concentracdo e espacadas (Figura 12B e Figura 12C).
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SRR 0 o b A
Figura 12. Micrografias eletrdnicas de purificado de VEs de soro de ratos mostrando a
presenca de particulas com morfologia e tamanho compativeis com Exossomas e a presenca de
particulas de ouro representando indiretamente a presenca de proteinas CD63 (A) e CD09 (C).
As setas vermelhas indicam vesiculas positivas para marcacdo, ja as setas amarelas sinalizam
vesiculas ndo marcadas. As amostras B e D (controles negativos) foram preparadas substituindo

as VEs por PBS1X e incubando com os anticorpos anti-CD63 (B) e CDQ9 (D).

4.4.4 Microscopia de forca atbmica de VEs

As amostras purificadas de VEs dos 4 grupos estudados (controle (ndo exercitado),
exercicio leve, exercicio moderado, exercicio intenso) foram analisadas em relacdo a sua altura
média, média da area de superficie e volume em nandmetros cubicos por microscopia de forca

atdbmica. As imagens de topografia adquiridas mostram as particulas mais altas com coloracao
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mais clara enquanto particulas mais baixas sdo mostraram em coloragdo mais escura (Figura
13).

20.00x20.00 [um] Z 0.00 - 65.47 [nm] 20.00 x 20.00 [um] Z 0.00 - 41.03 [nm]

20.00x20.00 [um] Z 0.00 - 25.34 [nm] 20.00x20.00 [um] Z 0.00 - 32.71 [nm]

Figura 13. Imagem de topografia de VEs purificadas do soro de ratos exercitados em
diferentes intensidades. (A) Pool de VEs do grupo controle (ndo exercitado) diluidas 1:10. (B)
Pool de VEs do grupo exercitado na intensidade leve diluida 1:100. (C) Pool de VEs do grupo
exercitado na intensidade moderada diluida 1:100 e (D) pool de VEs do grupo exercitado na

intensidade intensa diluida 1:100.

A altura, area de superficie e volume das particulas foram contabilizadas. Os resultados
mostram diminui¢do do tamanho médio da altura, da média da &rea de superficie e do volume

conforme se aumenta a intensidade do exercicio (Tabela 4).

Tabela 4. Amostras purificadas de VEs foram analisadas em relacdo a altura média por

microscopia de forca atdmica.
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Nao Desvio Desvio Desvio Desvio

exercitados Padréao v Padrao Moderado Padrao Intenso Padréao
Média da
altura 45,38 +739 23,3 8,03 11,17 +188 16,7 4,39
(nm)

4.4.5 Espalhamento de luz dinamica de VEs

As amostras purificadas de VEs dos 4 grupos estudados (controle (ndo exercitado),
exercicio leve, exercicio moderado, exercicio intenso) foram analisadas em relagédo ao diametro
médio, indice de polidispersdo, potencial zeta de superficie e condutividade por espalhamento
de luz dindmica. Os resultados mostram que houve diminuicdo da média do diametro das
particulas apenas no grupo leve, havendo aumento do diametro nos grupos moderado e intenso
em relacdo ao controle (Tabela 5). O indice de polidispersdo também aumentou nos grupos

exercitados em relagdo ao controle e o potencial zeta se manteve estavel.

Tabela 5 Amostras purificadas de VEs foram analisadas em relacdo ao didametro médio, indice

de polidispersdo, potencial zeta de superficie e condutividade por espalhamento de luz

dindmica.
Nao
exercitados Leve Moderado Intenso
M’édia emZ 201,8+23,33 130,53+5,60 242,8+12,1 245,9+28,01
Indice de
polidisperséo 0,528 0,699 1 1
Potencial Zeta -18,7 -15 -20,5 -17,55

4.4.6 Quantificacdo e identificacdo de proteinas associadas a VEs

Proteinas purificadas de amostras de VESs dos 4 grupos estudados (ndo exercitados,
exercicio leve, exercicio moderado, exercicio intenso), foram quantificadas independentemente
(n=18) em Qubit® Fluorometer. O teste ndo paramétrico de comparacdo de grupos Kruskal-
Wallis e o teste de comparac¢Ges maltiplas de U Mann-Whitney indicou diferenca estatistica na
comparagao entre 0s grupos ndo exercitados e exercitados nas intensidades leve, moderada e
intensa (p<0,05) (Figura 14). A mediana da concentracdo de proteinas de VEs partiu de

0,935mg\mL no grupo nédo exercitado para 4,33mg\mL no grupo exercitado na intensidade leve
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(p=0,014), 4,31mg\mL no grupo exercitado na intensidade moderada (p=0,014) e 4,31mg\mL
no grupo exercitado em alta intensdiade (p=0,014).
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P = 0,028 Kruskal-Wallis Test;
P = 0,014 Mann-Whitney U test, multiple comparisons.

Figura 14. Quantificacdo de proteinas totais purificadas de VEs do soro de ratos ndo

exercitados, exercitados nas intensidades leve, moderada e intensa.

Ap0s a purificacdo e quantificacdo de proteinas de VES, as amostras foram separadas por
SDS-PAGE 12% e analisadas em relacdo as proteinas totais presentes (Figura 15) e em relacédo
as proteinas previamente descritas na literatura relacionadas a diferentes compartimentos
celulares. Percebe-se a presenca de proteinas de diferentes massas moleculares presentes
associadas a VEs purificadas do soro. O perfil total de proteinas na fracdo purificada pelo
Exoquick (VEs) é diferente do perfil de proteinas da fracdo sobrenadante. A fragdo
sobrenadante mostra grande concentracdo de proteinas por volta de 60KDa, possivelmente
albuminas e IGG (Figura 15).
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Figura 15. Perfil de proteinas totais separadas por eletroforese de proteina em gel de
acrilamida 12%. As proteinas foram extraidas de VEs purificadas do soro de ratos exercitados
em diferentes intensidades. STD = Marcador Bio-rad Broad-Range; NE = grupo néo exercitado

(controle).

Apbs a analise das proteinas totais extraidas das VEs por SDS-PAGE, foi feita a
transferéncia das proteinas dos géis para membranas de PVDF a fim de se analisar proteinas
especificas ja previamente descritas em populac@es de exossomas e células.

As andlises de proteinas enriquecidas em preparacGes de exossomas e células mostraram
que a populacdo e VES mostra-se ausente de proteinas marcadoras de vesiculas secretadas pelo
reticulo endoplasmatico (calnexina), a0 mesmo tempo que mostra-se positivo para proteinas
previamente descritas enriquecidas em uma classe de vesiculas extracelulares (CD63 e CD81).
A presenca de CD63 € maior do que a presenca de CD81. A proteina calnexina foi positiva
apenas no controle positivo, que consiste de proteinas extraidas de células de mioblastos C2C12
(Figura 16). A proteina ApoA-1V, marcadora de lipoproteinas de alta densidade, foi encontrada
em todos os grupos (NE, Leve, Moderado, Intenso) com um leve aumento nos grupos

exercitados nas intensidades moderada e intensa (Figura 17).
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Figura 16. Identificacdo de proteinas enriquecidas em VEs por western blotting. Foram
identificadas proteinas marcadoras de vesiculas secretadas pelo reticulo endoplasmatico
(Calnexina) e proteinas marcadoras de vesiculas secretadas pela via endossomal (CD63 e
CD81). NE = grupo ndo exercitado (controle); L = grupo exercitado na intensidade leve; M =
grupo exercitado na intensidade moderada; | = grupo exercitado na alta intensidade.
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Figura 17. ldentificacdo de ApoA-1V em VEs por western blotting. NE = grupo nao
exercitado (controle); L = grupo exercitado na intensidade leve; M = grupo exercitado na

intensidade moderada; | = grupo exercitado na alta intensidade.

4.4.7 Extragdo, quantificagdo e caracterizagdo de smallRNA purificados de
VEs

Os pequenos RNAs foram extraidos das amostras previamente purificadas de VEs de
forma individual de cada grupo, totalizando 19 amostras extraidas. O RNA foi caracterizado
utilizando o RNA 6000 Pico Kit e caracterizado e quantificado com Small RNA Analysis Kits
ambos para Bioanalyzer 2100, Agilent. A quantificacdo com o kit RNA 6000 Pico mostrou o
enriquecimento de pequenos RNAs em todas as amostras purificadas e auséncia de RNAs
ribossomais 18S e 28S (Figura 18).
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Figura 18. Caracterizacdo das 19 amostras de pequenos RNAs extraidos de ratos
exercitados em diferentes intensidades utilizando Chip RNA pico 6000. C1 a C4 representam
os individuos do grupo controle (ndo exercitado). L1 a L5 representam os animais do grupo
exercitado na intensidade leve. M1 a M5 representam o0s animais do grupo exercitado na

intensidade moderada. 11 a 15 representam os animais do grupo exercitado na alta intensidade.

Para melhorar a resolucdo da caracterizacdo dos pequenos RNAs extraidos foi feita a
caracterizacdo com o Chip especifico para pequenos RNAs (Chip small RNA). Os resultados
mostraram o enriquecimento de RNAs de tamanho aproximado entre 20 e 40 nucleotideos, o

que corresponde ao tamanho de microRNAs maduros (Figura 19).

M NEINE2NE3 NE4 L1 L2 L3 L4 LS M1 M2 M M3 M4 M5 11 12 I3 14 15

Figura 19. Caracterizacdo das 19 amostras de pequenos RNAs extraidos de ratos
exercitados em diferentes intensidades utilizando Chip small RNA. C1 a C4 representa o grupo
controle (n&o exercitado). L1 a L5 representa o grupo treinado na intensidade leve. M1 a M5
representa o grupo treinado na intensidade moderada. H1 a H5 representa o grupo treinado na

intensidade intensa.

71



Os resultados gerados pelo Bioanalyzer permitem ainda quantificar o RNA caracterizado
em duas classes: pequenos RNAs (até 150 nt) e microRNAs (16 a 30 nt). Nao houve diferengas
estatisticas nas comparagdes entre 0s grupos ndo exercitados e exercitados nas intensidades

leve, moderado e intensa (p>0,05) (Figura 20).
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P = 0,333 Kruskal-Wallis Test;
P = 0,05 Mann-Whitney U test, multiple comparisons

Figura 20. Quantificacdo de 18 amostras de pequenos RNAs de VEs purificadas do soro
de ratos exercitados em diferentes intensidades utilizando Bioanalyzer small RNA Chip. Néo
houve diferenca estatistica entre 0s grupos nao exercitados e exercitados nas intensidades leve,

moderado e intensa (p>0,05).

4.4.8 Sequenciamento de pequenos RNAs em Illumina GA-11X e analise de
bioinformatica utilizando alinhador BWA e software NEXTGENE®
(SoftGenetics).

ApOs a caracterizacdo e quantificacdo do RNA purificado de VEs, devido a baixa
concentracdo de RNA, todo o RNA foi secado utilizando RNAstable® (Biomatrica) conforme
as recomendacdes do fabricante. Em seguida, 0 RNA foi enviado a facility SeqMatic, localizada

em Fremont, California para a construcdo das bibliotecas de pequenos RNAs e para o
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sequenciamento. Apds o envio dos arquivos, duas estratégias de bioinformatica foram utilizadas
para buscar o perfil de microRNAs e outros pequenos RNASs presentes nas amostras. A primeira
estratégia fez o uso do software de analise de dados de NGS NEXTGENE® (SoftGenetics). Os
parametros de filtro de qualidade do software foram: median score threshold > 13 ¢ called base
number of each read >16. Primeiro os dados brutos (Fastq) foram convertidos em fasta e em
seguida o adaptador foi trimado das sequencias. A Tabela 6 representa os valores brutos obtidos
no sequenciamento, valores de reads apds a filtragem, trimagem de adaptador e alinhamento
com o banco de dados de microRNAs maduros de Rattus norvegicus do miRBase. Importante
ressaltar que devido a baixa concentracdo de RNA presente em amostras de vesiculas
extracelulares enviada para a construcdo da biblioteca e sequenciamento, o valor obtido de
reads mapeaveis foi baixo, frequéncia de 24,92% dos reads totais, o que indica que foram
sequenciados em sua maior parte apenas adaptadores. Apés o alinhamento dos reads mapeaveis
contra 0os microRNAs maduros, obteve-se uma frequéncia de 7,25% dos reads alinhados
(Tabela 6).

Tabela 6. Resultado do sequenciamento de pequenos RNAs purificados de VEs
purificados do soro de ratos exercitados em diferentes intensidades de exercicio. Nimero de
reads totais, apos filtro de qualidade e alinhamento com banco de dados de microRNAs

maduros.
Reads
Total de trimados % de . Readsndo Reads %o de Cobertura
Amostras reads na reads ap6s _,. . ! -~
amostra M trimagem alinhados alinhados mMiRNAs média
SuCesso
NE1 1439395 253591 17,62 237079 16512 6,51 119
NE1 2a 931964 147431 15,82 137883 9548 6,48 74
NE2 395005 42852 10,85 38863 3989 9,31 55
NE3 1530531 101331 6,62 91384 9947 9,82 101
NE4 2046700 669132 32,69 617411 51721 7,73 443
NE4 2a 1653928 400855 24,24 368639 32216 8,04 298
L1 281733 68718 24,39 60709 8009 11,65 147
L2 1741490 153059 8,79 145473 7586 4,96 96
L3 362405 68326 18,85 63342 4984 7,29 74
L4 1350427 607711 45 480682 127029 20,9 493
L5 1037888 334571 32,24 283162 51409 15,37 497
M1 49121 2264 4,61 2259 5 0,22 1
M1 2a 58416 1981 3,39 1976 5 0,25 2
M2 213104 23460 11,01 22132 1328 5,66 25
M2 2a 150943 14199 9,41 13382 817 5,75 16
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M3 67512 21297 31,55 20105 1192 5,6 40

M3_2a 44576 10356 23,23 9688 668 6,45 26

M4 1909854 294964 15,44 280089 14875 5,04 162

M4_2a 1221443 164036 13,43 155507 8529 5,2 101

M5 1916749 570477 29,76 545507 24970 4,38 239

(1 3484966 2078111 59,63 1986653 91458 4,4 490

12 1018048 198349 19,48 193613 4736 2,39 47

12_2a 1182106 173171 14,65 168888 4283 2,47 42

13 931756 169363 18,18 164178 5185 3,06 o1

14 1623795 88560 5,45 85154 3406 3,85 49

15 123370 24348 19,74 23628 720 2,96 21

15 2a 117540 17307 14,72 16604 703 4,06 18
Total 26884765 6699820  24,920508 485830  7,251389 138,037

Apbds o alinhamento contra banco de dados de miRNA, os reads mapeaveis que nao

mapearam contra miRNA foram alinhados contra o banco de dados ndo redundantes de piwi-

RNA (piRNA) disponivel no piRNABank afim de identificar piRNAs presentes nas amostras

de VEs. Surpreendentemente o nimero médio de reads que mapearam contra o banco de dados

de piRNAs foi maior do que o dobro (16,63%) do nimero de reads que mapearam contra o
banco de dados de miRNAs maduros (Tabela 7).

Tabela 7. Resultado do sequenciamento de piRNAs purificados de VEs purificados do

soro de ratos exercitados em diferentes intensidades de exercicio. NUmero de reads ndo

alinhados contra banco de dados de piRNA, reads mapeados, porcentagem de reads que

mapearam e cobertura média dos reads.

Reg ds Reads % de Cobertura
Amostras  nao alinhados piRNAs  média
alinhados

NE1 169729 67350 26,56 849
NE1 2a 104781 33102 22,45 507
NE2 31042 7821 18,25 277
NE3 78640 12744 12,58 222
NE4 523664 93747 14,01 487
NE4 2a 322275 46364 11,57 270
L1 53907 6802 9,9 130
L2 129647 15826 10,34 202
L3 52443 10899 15,95 225
L4 351344 129338 21,28 934
L5 224183 58979 17,63 698
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M1 2251 8 0,35 1

M1 2a 1965 11 0,56 1
M2 19052 3080 13,13 130
M2 2a 11734 1648 11,61 71
M3 18458 1647 773 62
M3 2a 8955 733 7,08 42
M4 257397 22692 7,69 343
M4 2a 143979 11528 7,03 214
M5 478179 67328 118 546

11 1557435 429218 20,65 1006
12 161232 32381 16,33 527
12_2a 145200 23688 13,68 422

13 141917 22261 13,14 340

14 77829 7325 8,27 151

15 18797 4831 19,84 174
15_2a 13744 2860 16,53 95
Total 1114211 16,6305 330,59

Ap6s o alinhamento contra banco de dados de piRNA, os reads mapeaveis que ndo
mapearam contra mMiIRNA e piRNA foram alinhados contra o banco de dados de RNA
ribossomal disponivel no banco de dados de RNAs ndo codificadores do Ensembl afim de
identificar o namero de RNA ribossomal presente. Os resultados mostram um baixo nimero de

reads que mapearam contra este banco de dados, na média apenas 1,77% dos reads (Tabela 8).

Tabela 8. Resultado do sequenciamento de RNA ribossomal (rRNA) purificados de VESs
purificados do soro de ratos exercitados em diferentes intensidades de exercicio. Nimero de
reads ndo mapeados contra banco de dados de rRNA, reads mapeados, porcentagem de reads

que mapearam e cobertura média dos reads.

Reads ndo Reads % de Cobertura

Amostras mapeados mapeados rRNA media
NE1 168349 1380 0,54 28
NE1l 2a 104008 773 0,52 24
NE2 30516 526 1,23 20
NE3 78242 398 0,39 15
NE4 503110 20554 3,07 137
NE4 2a 309197 13078 3,26 104
L1 52577 1330 1,94 30
L2 128700 947 0,62 21
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L3 51757 686 1 20
L4 344074 7270 1,2 64
L5 218904 5279 1,58 58
M1 2251 0 0 0

M1 2a 1963 2 0,1 2
M2 18894 158 0,67 8

M2 2a 11631 103 0,73 7
M3 18273 185 0,87 8

M3 _2a 8853 102 0,98 13
M4 251543 5854 1,08 80

M4 2a 140501 3478 2,12 47
M5 465000 13179 8,03 125
11 1519986 37449 1,8 215
12 159453 1779 0,9 37

12 2a 143585 1615 0,93 33
13 140726 1191 0,7 24
14 76777 1052 1,19 39
15 18527 270 1,11 21

15 2a 13466 278 1,61 33

Total 4980863 118916 177491 44,93

Ap6s o alinhamento contra banco de dados de rRNA, os reads mapeaveis que nao

mapearam contra miRNA, piRNA e rRNA foram alinhados contra o banco de dados de RNA

transportadores disponivel no banco de dados de RNAs nédo codificadores do Ensembl afim de

identificar o numero de RNA transportadores (tRNA) presentes. Os resultados mostraram que

6,36% dos reads mapeaveis mapearam contra o banco de dados de RNA transportador (Tabela

9).

Tabela 9. Resultado do sequenciamento de tRNA purificados de VEs purificados do soro

de ratos exercitados em diferentes intensidades de exercicio. NUmero de reads ndo mapeados

contra banco de dados de tRNA, reads mapeados, porcentagem de reads que mapearam e

cobertura média dos reads.

Amostras Reads ndo Reads % de Cobgrt_ura
mapeados mapeados tRNA média
NE1 148054 20295 8 82
NE1 2a 93006 11002 7,46 54
NE2 27614 2902 6,77 22
NE3 74710 3532 3,49 22
NE4 449077 54033 8,08 136
NE4 2a 279385 29812 7,44 70
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L1 47721 4856 7,07 24

L2 121566 7134 4,66 34
L3 47765 3992 5,84 22
L4 307864 36210 596 117
L5 194665 24239 7,24 86
M1 2248 3 0,13 1
M1 2a 1956 7 0,35 1
M2 17052 1842 7,85 19
M2 2a 10606 1025 7,22 17
M3 13103 5170 24,28 99
M3_2a 6473 2380 22,98 62
M4 235025 16518 5,6 69
M4 2a 132014 8487 5,17 41
M5 425844 39156 6,86 122
11 1409363 110623 5,32 317
12 149367 10086 5,08 54
12.2a 135240 8345 4,82 49
13 130803 9923 5,86 46
14 68537 8240 9,3 48
15 14351 4176 17,15 48
15 2a 10973 2493 14,4 29

Total 4554382 426481 6,3656 62,63

A Figura 21 resume a porcentagem de reads que mapearam nos diferentes bancos de
dados utilizados na primeira analise de bioinformatica. Ainda existem aproximadamente 68%
de reads desconhecidos, que ndo mapearam com os bancos de dados de miRNA, piRNA, rRNA
e tRNA. Dentro do grupo de reads desconhecidos podem ser encontrados novos RNAs, sendo

necessarias diferentes abordagens computacionais para a deteccéo destes novos RNAS.
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Figura 21. Porcentagem de reads mapeados apos o sequenciamento de pequenos RNAs de VES
purificadas do soro de ratos exercitados em diferentes intensidades de exercicio. A primeira
coluna retrata o perfil geral da porcentagem de reads, enquanto a segunda coluna representa

apenas o0s reads conhecidos.

Do total de 765 miRNAs maduros descritos no banco de dados do miRBase para Rattus
norvegicus, foram identificados na média total de amostras, 41,5 microRNAs maduros com
pelo menos 5 reads alinhados. Este numero é importante pois representa a quantidade de
miRNAs transportados dentro de VESs, que € um numero realmente pequeno se comparado com
a concentracdo de miRNAs celulares (Tabela 10). Os dez miRNAs maduros mais abundantes
identificados pelo software NextGene foram os miRNAs: rno-miR-486, rno-miR-191a-5p, rno-
miR-3557-5p, rno-miR-320-3p, rno-miR-22-3p, rno-miR-423-5p, rno-miR-423-3p, rno-miR-
378a-3p, rno-miR-3473, rno-miR-140-3p.
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Tabela 10. Abundancia de miRNAs transportados por VES no soro de ratos exercitados em
diferentes intensidades de exercicio aer6bio agudo.

Amostras . . . Média
Numero de miRNAs > 5 reads Médias total

NE1 68
NE2 29 50
NE3 44
NE4 59

L1 20

L2 31

L3 25 42

L4 90

L5 44 415
M1 21

M2 17 325

M3 49

M4 43

11 83

12 47

K] 38 41,4

14 23

15 16

Apds analisar o nimero de reads de cada amostra para cada banco de dados, foi feita
uma planilha contendo a contagem de reads para cada miRNA em cada amostra. As amostras
que foram sequenciadas duas vezes, por exemplo, C1, C4, M1, M2, M3, M4, 12 e I5 tiveram 0
namero de reads somados para andlise estatistica dentro do pacote do R, Deseq2. MicroRNAs
estatisticamente significativos foram considerados se Padj < 0.1. O ndmero de reads de
miRNAs identificados no grupo controle foram comparados com o nimero de reads de
miRNAs identificados no grupo exercitado na intensidade leve (Figura 22)(Tabela 11). Foram
encontrados 6 miRNAs diferencialmente expressos nessa comparagdo. Um miRNA foi
encontrado “superexpresso” e outros cinco miRNAs foram encontrados em menores
concentragdes. O eixo X representa a media do nimero de reads para um determinado miRNA
e 0 eixo Y representa a diferenca na presenca ou auséncia em log2. Cada ponto é considerado
um miRNA.
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Figura 22. MicroRNAs diferencialmente expressos em VEs de ratos ndo exercitados
comparados com ratos exercitados na intensidade leve ap6s analise de sequenciamento de nova
geracdo pelo pacote estatistico Deseq2. Os pontos vermelhos representam significancia

estatistica de Padj <0.1. As setas vermelhas indicam os miRNAs diferencialmente expressos.

A Tabela 11 relaciona os 6 miRNAs diferencialmente expressos entre 0os grupos de

ratos nao exercitados e exercitados na intensidade leve.

Tabela 11.Valores de log2FoldChange e de Padj da contagem de reads dos 6 miRNAs

diferencialmente expressos entre 0s grupos ndo exercitados e exercitados na intensidade leve.

baseMean log2FoldChange IfcSE  stat  pvalue padj

rno-miR-128-3p 19,89 -2,44 0,78 -3,11 0,0019 0,0286
rno-miR-25-3p 25,83 -2,15 0,69 -3,11 0,0019 0,0286
rno-miR-148a-3p 44,96 -2,27 0,72 -3,18 0,0015 0,0286
rno-miR-191a-5p  2325,27 -1,65 0,63 -2,63 0,0085 0,0783
rno-miR-22-3p 816,99 1,46 054 2,70 0,0070 0,0783
rno-miR-27a-3p 10,21 -1,99 0,79 -2,54 0,0112 0,0862

80



O ntimero de reads de miRNAs identificados no grupo controle foram comparados com
0 nimero de reads de miRNAs identificados no grupo exercitado na intensidade moderada

(Figura 23). Nenhum miRNA diferencialmente expresso foi encontrado nessa comparacao.
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Figura 23. MicroRNAs diferencialmente expressos em VES de ratos ndo exercitados com
ratos exercitados na intensidade moderada ap6s analise de sequenciamento de nova geracdo
pelo pacote estatistico Deseg2. Os pontos vermelhos representam significancia estatistica de

Padj <0.1.

O ndmero de reads de miRNAs identificados no grupo controle foram comparados com
0 namero de reads de miRNAs identificados no grupo exercitado na intensidade intensa. Trés
miRNA diferencialmente expressos foram encontrados nessa comparagdo. Dois miRNAs foram
considerados “superexpressos” no grupo exercitado na intensidade intensa em comparagdo com
0 grupo ndo exercitado. Além disso, um miRNA foi considerado ausente no grupo exercitado

na intensidade intensa em comparagdo com o grupo ndo exercitado (Figura 24)(Tabela 12).
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Figura 24. MicroRNAs diferencialmente expressos em VES de ratos ndo exercitados com
ratos exercitados na intensidade intensa apds analise de sequenciamento de nova geragéo pelo
pacote estatistico Deseq2. Os pontos vermelhos representam significancia estatistica de Padj

<0.1. As setas vermelhas indicam os miRNAs diferencialmente expressos.

Tabela 12. Valores de log2FoldChange e de Padj da contagem de reads dos 3 miRNAs

diferencialmente expressos entre 0s grupos controle e exercicio intenso.

baseMean log2FoldChange IfcSE stat pvalue padj

rno-miR-10b-5p 217,62 1,83 0,56 3,28 0,0010 0,0537
rno-miR-191a-5p  2067,53 -1,90 0,60 -3,15 0,0017 0,0537
rno-miR-10a-5p 98,77 1,92 0,67 2,84 0,0045 0,0970

Apds analisar o nimero de reads de cada amostra para cada banco de dados, foi feita
uma planilha contendo a contagem de reads para cada piRNA em cada amostra. As amostras
que foram corridas duas vezes, por exemplo, NE1, NE4, M1, M2, M3, M4, 12 e I5 tiveram 0
namero de reads somados para analise estatistica dentro do pacote do R, Deseq2. piRNAs
estatisticamente significativos foram considerados se Padj < 0.1. O numero de reads de piRNA
identificados no grupo controle foram comparados com o nimero de reads de miRNAS
identificados no grupo exercitado na intensidade leve (Figura 25A), moderada (Figura 25B) e
intensa (Figura 25C) (Tabela 13). Apenas um unico piRNA diferencialmente expresso foi
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encontrado na comparagao entre o grupo controle e o exercicio intenso (Padj = 0,054). O piRNA
foi encontrado no grupo de exercicio intenso 2,74 vezes mais presente do que na comparagdo

com o grupo ndo exercitado.
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Figura 25. PiRNAs diferencialmente expressos em VEs de ratos ndo exercitados
comparados com ratos exercitados nas intensidades leve (A), moderada (B) e intensa (C) ap0s
analise de sequenciamento de nova geracdo pelo pacote estatistico Deseq2. Os pontos
vermelhos representam significancia estatistica de Padj <0.1. O eixo X representa a média do
namero de reads para um determinado piRNA e 0 eixo Y representa a diferenca na presenca ou
auséncia em log2. Cada ponto é considerado um piRNA. A seta vermelha indica o piRNA

diferencialmente expresso.

Tabela 13. Valores de log2FoldChange e de Padj da contagem de reads do piRNA

diferencialmente expressos entre 0s grupos controle e exercicio intenso.

baseMean log2FoldChange IfcSE stat pvalue padj

rno_piR_032799|gb|DQ759134|Rattus

norvegicus:3:117888743:117888765:Plus 15,35 2,75 085 3,22 0,0013 0,045

4.4.9 Andlise de miRNAs exdgenos

Apo6s o alinhamento dos reads contra o banco de dados de miRNAs maduros de Rattus
norvegicus disponivel no miRNAs, os reads ndo mapeados foram utilizados no mapeamento
contra o banco de dados de miRNAs maduros de todas as espécies disponiveis no miRBase.
Curiosamente foram detectados muitos reads representando o miRNA cin-miR-4011a-5p do
organismo Ciona intestinalis. Outros miRNAs exdgenos detectados, porém com menor nimero

de reads foram 0s mmu-miR-2137 e hsa-miR-4532 (Figura 26).
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Figura 26. Alinhamento de reads que ndo mapearam contra miRNAs maduros de rattus
norvegicus contra o banco de dados de miRNAs maduros de todas as espécies disponiveis no
miRBase. Percebe-se um grande nimero de reads dos miRNAs cin-miR-4011a-5p, mmu-miR-
2137 e hsa-miR-4532.
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5 Capitulo 2 — Caracterizacao biofisica de
vesiculas extracelulares e pequenos RNAs
associados a vesiculas extracelulares
presentes no plasma de cavalos submetidos

a prova de enduro

87



5.1 Objetivos

5.1.1 Objetivo geral

Caracterizar biofisicamente vesiculas extracelulares e sequenciar pequenos RNAs
associados a vesiculas extracelulares presentes no plasma de cavalos submetidos a prova de

enduro equestre.

5.1.2 Objetivos especificos

1. Coletar amostras de plasma de cavalos (n=5) durante uma prova de enduro (em
repouso (TO), durante a prova apds completarem 66km (T1), logo apos
completarem o fim prova (160km, T2), 2 horas apds a prova (T3) e 15 horas
apods o final da prova, no dia seguinte (T4)).

2. Purificar vesiculas extracelulares presentes no plasma de cavalos;

3. Caracterizar vesiculas extracelulares presentes no plasma de cavalos por meio
da identificacdo de proteinas marcadoras, contagem e concentracgao de vesiculas,
microscopia eletronica e espalhamento de luz dinamica;

4. Extrair pequenos RNAs de vesiculas extracelulares presentes no plasma de
cavalos submetidos a prova de enduro equestre;

5. Construir bibliotecas para sequenciamento de pequenos RNAS;

6. Sequenciar a populacdo de pequenos RNAs presentes em 24 amostras de
vesiculas extracelulares purificadas do plasma de cavalos;

7. Caracterizar os pequenos RNAs associados a vesiculas extracelulares presentes

no plasma de cavalos por meio de analises de bioinformatica;
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5.2 Fluxograma — Capitulo 2

Caracterizacio biofisica de vesiculas extracelulares e pequenos RNAs associados a
vesiculas extracelulares presentes no plasma de cavalos submetidos a prova de enduro
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Figura 27. Fluxograma indicando o passo-a-passo do capitulo intitulado: Caracterizacdo

biofisica de vesiculas extracelulares e pequenos RNAs associados a vesiculas extracelulares

presentes no plasma de cavalos submetidos a prova de enduro.
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5.3 Metodologia

5.3.1 Coleta do plasma de Cavalos submetidos a prova de enduro

Foram escolhidos 5 cavalos da raca Puro Sangue Arabe (ou cruza Arabe) devidamente
treinados para completar prova elite de enduro, de 160km de distancia. Cada animal passou por
programa de condicionamento e cumpriu provas oficiais, de distancias menores, para graduacao
de acordo com as normas da Federagdo Equestre Internacional (FEI), durante um Periodo de
pelo menos 4 anos. Com idade variando entre 9 e 15 anos e peso medio de 390+7,3 kg, todos
os animais foram devidamente examinados pela equipe veterinaria oficial e foram considerados
aptos para realizarem a prova. A coleta de sangue venoso foi obtida por meio da venopuncéo
jugular, apés procedimento de antissepsia local e retirada de 10mL de sangue total através de
agulha acoplada a tubo com anticoagulante citrato de s6dio e pressdo negativa (Vaccuette).
Realizaram-se as coletas na noite anterior a prova, e considerou-se esse momento como basal
ou de repouso (TO0), durante a prova apds completarem 66km (T1), logo apds completarem o
fim prova (T2), 2 horas ap6s a prova (T3) e 15 horas apds o final do esforco, no dia seguinte
(T4). Apos colhidas as amostras foram acondicionadas em caixa térmica com gelo e 4gua e

encaminhados ao laboratério para separacdo de plasma.

5.3.2 Purificacdo de VEs

A purificacdo de vesiculas extracelulares foi feita utilizando o kit comercial Exoquick™
Exosome Precipitation Solution (System Biosciences) seguindo as recomendagdes do
fabricante, com algumas modificacBes. Inicialmente 500 microlitros de plasma foram
misturados com 500 uL de tromboplastina do cérebro de coelho (Sigma Aldrich) a fim de
remover os fatores de coagulacdo. Em seguida, a mistura foi incubada a 37°C por 15 min,
centrifugada por 10.000 x g por 5 min e o sobrenadante transferido para um novo tubo. Em
seguida, as amostras foram centrifugadas a 3.000 x g por 15 minutos para garantir a remocao
de células e debris celulares. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo e 126uL de
Exoquick foi adicionado ao sobrenadante, misturados por inversdao do tubo 10 vezes e
incubados overnight a 4°C. A mistura Exoquick/plasma foi centrifugada por 1.500 x g por 30

minutos a temperatura ambiente. Apés essa centrifugacdo as VEs séo pelletadas no fundo do
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tubo. O sobrenadante foi removido por aspiragédo com pipeta e nova centrifugacdo por 1.500 x
g por 5 minutos para garantir a completa remocdo de Exoquick, tomando cuidado para néo
remover as VES presentes no pellet. Para finalizar, o pellet foi ressuspendido em 200uL de
tampdo PBS1x. Destes 200uL, 50uL foram utilizados para todas as metodologias de

caracterizacdo de exossomas e 150uL foram utilizados na extracdo de smallRNA.

5.3.3 Contagem e concentracéo de VEs utilizando resisténcia de pulso

A determinacdo da concentracdo de particulas por mL de plasma e a determinacéo do
diametro foi feita utilizando a tecnologia de resisténcia de pulso (IZON, Christchurch, New
Zealand). Resumidamente a tecnologia se baseia no monitoramento de fluxo de corrente elétrica
que passa através de um poro de abertura ajustavel. Particulas Unicas sdo medidas em tempo
real e em alta performance. Amostras de VEs foram diluidas 40x em tamp&o PBS1X e 40uL de
VEs foram lidas utilizando os seguintes parametros: tamanho do poro NP100; abertura do poro
47,01mm; Corrente utilizada 1V e pressdo 20cm.H20. A corrente média entre todas as amostras
variou entre 81,67nA e 90,42nA. A andlise do didmetro médio, moda e concentracdo de
particulas foram feitas utilizando o software Izon Control Suite versdo 2.2. A calibracdo foi
feita utilizando esferas de didmetros e concentragdes conhecidos diluidos em PBS e medidos

de forma idéntica as amostras.

5.3.4 Microscopia eletronica

Grids de nickel de 200mesh foram limpos por lavagens de 10 segundos em acetona, 10
segundos em etanol 100% e 10 segundos em &gua destilada. Em seguida, os grids foram
revestidos com formvar 0,5% diluido em cloroférmio 100%.

O processamento das amostras de VEs, foi feito inicialmente depositando uma gota de 10
10uL em parafilm. Em seguida, um grid de nickel foi colocado no topo da gota de VEs por 30
a 60 min. Os grids foram lavados trés vezes, cada lavagem utilizando uma gota de 30 microlitros
de PBS 1x em parafilm. Os grids contendo VEs foram fixados em uma gota de paraformaldeido
a 2% por 10 min e lavar novamente por trés vezes utilizando PBS1X antes da imunomarcacéo.
O grid foi transferido para uma gota de 30uL contendo anticorpos primarios anti-CD63, CD09
e CD81na concentracdo de 1:50. Os grids foram incubados por 40 minutos e lavados com BSA

0,1% em PBS1X. Em seguida, os grids foram incubados com anticorpo secundario anti-IGG
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de coelho conjugado a particula de ouro de 10nm, na concentragdo de 1:20. Os grids foram
posfixados com glutaraldeido 2,5% e incubados por 10 minutos. Os grids foram lavados por
cinco vezes utilizado agua destilada. Finalmente, os grids foram contrastados com acetato de
uranila 3% e incubados no topo da gota por 15 min. As imagens foram adquiridas utilizado 80
KVs em microscopio eletronico de transmissdo modelo JEOL 1011, do laboratério de
microscopia eletronica da Universidade de Brasilia.

5.3.5 Espalhamento de luz dindmica (DLS)

A técnica de espalhamento de luz dindmica pode ser utilizados para determinar o perfil
da distribuicdo de tamanho de pequenas particulas em suspensdo ou polimeros em solugéo.
Além disso, o espalhamento de luz dindmica permite avaliar o potencial zeta de superficie das
VEs, que tem relacdo com as cargas eletrocinéticas de moléculas bioldgicas presentes nas
membranas de VEs. Primeiramente, 5 puL de VEs foram diluidas 200 vezes em agua Milli-Q
até um volume final de 1 ml. Em seguida, as amostras foram centrifugadas por 15.000 x g por
15 min para garantir a completa remocéao de precipitados de PBS1X presente nas VEs que
podem interferir no resultado. O sobrenadante foi coletado e colocado em cubas de vidro. O
controle negativo (5uL de PBS1X) foi utilizado para fazer o branco no equipamento Zetasizer
Nano (Malvern). Os valores obtidos correspondem & média + desvio padrdo de cinco medidas
de cada suspensdo de VEs. O indice de polidispersdo também foi medido.

5.3.6 ldentificacdo de proteinas enriquecidas em VEs de plasma de cavalos

submetidos a prova de enduro

A extracdo de proteinas das vesiculas extracelulares (VESs) foi feita utilizando aliquotas
de 5 pL de VEs, diluidas em 50 pyL de tampé&o de extracdo de proteinas RIPA 1X (150 mM
NaCl; 1.0% Triton X-100; 1% desoxicolato de sodio; 0.1% SDS; 25 mM Tris-HCL, pH 7,4), e
vortexadas por 20s. O volume de 0,5uL de coquetel inibidor de protease foi adicionado, para
evitar a degradacdo de proteinas, e 0 conteudo de proteinas totais de VEs, quantificado e
analisado em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 12%.

A quantificacdo de proteinas foi realizada utilizando o kit Qubit® Protein Assay (Life

Technologies) de acordo com o manual do fabricante. O perfil de proteinas totais de VEs e de
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proteinas marcadoras de exossomas foram identificadas por Western blotting. Foram
acrescentadas as 5 amostras (TO, T1, T2, T3 e T4) um controle positivo contendo proteinas
extraidas de células de mioblastos e um controle negativo contendo PBS1X. Ambos os
controles passaram pelo mesmo procedimento de extracdo, quantificacdo e western blotting.
Para isso, inicialmente as proteinas foram separadas por tamanho em eletroforese de proteinas
em géis de poliacrilamida (SDS-PAGE) 12%, fixados em cuba de eletroforese (Bio-Rad Mini
Protean Il). Em cada gel foi aplicado uma concentrag¢ao de 62.5ug de proteina totais extraida
por poco. Os géis correram em voltagem de 150V e amperagem de 15 mA por 2h. Um gel foi
corado com coomassie blue e as proteinas do outro gel foram transferidas para membranas de
PVDF. A transferéncia foi feita semi-seca (Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell, Bio-rad)
em tampao de transferéncia contendo 48 mM Tris, 39 mM glicina, 20% (v/v) metanol e 1,3mM
SDS. A transferéncia foi feita por 1h em voltagem de 15V e amperagem de 200 mA. Apoés a
transferéncia os géis foram corados com comassie para se analisar a eficiéncia da transferéncia.
As membranas foram blogueadas por 1h em BSA3% diluido em tampdo TBST1X (50 mM
Tris.HCI pH 7.4; 150 mM NaCl; 0.1% Tween 20).

Apds o blogueio, as membranas foram incubadas com anticorpos primarios policlonais -
IGG de coelho (Flotillin-1, TSG101, CD81, CD9) (1:500) (Santa Cruz Biotechnology) em BSA
1% em TBST1X overnight. Apds trés lavagens com TBST1X, o anticorpo secundario Anti-
IGG de coelho (1:750; Sigma), conjugado com fosfatase alcalina, foi aplicado as membranas,
e incubadas por 1h em BSA 1% em TBST1X. Apds 3 lavagens com TBST1X as membranas
foram reveladas utilizando revelador NBT/BCIP (AP color development buffer, Bio-rad) até

aparecimento da cor. A revelacdo foi interrompida utilizando dgua deionizada por 10 min.

5.3.7 Extracdo de RNA

A extracdo de smallRNA de VEs foi feita utilizando 150uL de amostras ressuspendidas
em PBS1X utilizando o kit de extracdo miRCURY™ RNA lsolation Kit (Exigon) e seguindo as
recomendacdes do fabricante. Resumidamente, 150uL de VEs foram misturadas com 60 pL de
solugéo de lise BF, vortexados por 5 segundos e incubados por 3 minutos a temperatura
ambiente. Em seguida, foi adicionado 20uL de solucdo de precipitacdo de proteina BF,
vortexados por 5 segundos, incubados por 1 minuto a temperatura ambiente e centrifugados por
3 minutos a 11.000 x g. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo, foi adicionado 270
uL de isopropanol 100%, vortexados por 5 segundos, a amostra foi transferida para colunas
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microRNA Mini Spin Column BF, incubadas por 2 minutos a temperatura ambiente e
centrifugadas por 30 segundos a 11.000 x g. Descartaram-se as amostras que passaram pela
coluna. Em seguida, adicionou-se 100uL de solucdo de lavagem 1BF dentro da coluna e
centrifugou-se por 30 segundos a 11.000 x g. Novamente o material que passou pela coluna foi
descartado. Adicionou-se 700uL de solucdo de lavagem 2BF a coluna e centrifugou-se por 30
segundos a 11.000 x g. Descartou-se o material que passou pela coluna. Adicionou mais uma
vez 250uL de solucdo de lavagem 2BF a coluna, centrifugou-se por 2 minutos a 11.000 x g
para a completa secagem da coluna. A coluna foi transferida para um novo tubo e o RNA eluido
apos duas lavagens com 50uL cada de agua livre de RNAse colocada diretamente na membrana,
incubada por 1 minuto a temperatura ambiente e centrifugadas por 1 minuto a 11.000 x g.

5.3.8 Caracterizacao e quantificacdo de pequenos RNAs em Bioanalyzer

Os pequenos RNAs extraidos foram encaminhados para analise em Bioanalyzer 2100
(Agilent). O chip utilizado no equipamento foi o Agilent Small RNA kit que permite uma anélise

répida e sensivel para caracterizar pequenos &cidos nucleicos na faixa de tamanho de 6-150 nt.

5.3.9 Construcédo de bibliotecas para sequenciamento de small RNAs em
MiSeq (Illumina).

O RNA total extraido de VEs foi utilizado na construcdo de bibliotecas de RNAs para
sequenciamento em sequenciador MiSeq (Illumina) utilizando o kit de preparo de bibliotecas
TruSeqg Small RNA Sample Preparation Kit (lllumina) de acordo com as recomendacdes do
fabricante. O numero total de bibliotecas construidas foi de 24 amostras (TO n=5, T1 n=5, T2
n=5, T3 n=4 e T4 n=5). As amostras de RNA foram secas utilizando secador em vacuo até o
volume final de 6uL. Ao RNA purificado, foram ligados adaptadores proprietarios (Illumina)
a extremidade 5’ ¢ 3°. Em seguida foi feita a sintese de cDNA. Este cDNA foi amplificado com
15 ciclos de PCR para produzir as bibliotecas a serem sequenciadas no sequenciador Illumina
Miseq. Apds a amplificacdo do cDNA, os fragmentos de interesse foram purificados por
separacao em gel de acrilamida 6% para evitar sequenciar adaptadores e outros fragmentos que
ndo correspondem aos RNAs de interesse. Apos a elui¢do dos fragmentos de interesse no gel,

as amostras foram concentradas e quantificadas por PCR quantitativa com o kit KAPA SYBR®
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FAST gPCR, seguindo as recomendacOes do fabricante, e levadas ao sequenciador MiSeq.
Foram feitas duas corridas com os kits MiSeq Reagent Kit v2 para 50 ciclos.

5.3.10 Sequenciamento de pequenos RNAs em Illumina MiSeq

O sequenciamento foi feito em uma Unica lane, single read e o kit de sequenciamento
utilizado foi o de 50ciclos V2 para Miseq que providencia mais de 40 milhdes de reads e 1.5Gb
de output por lane. Todas amostras foram sequenciadas duas vezes com objetivo de se obter
nimeros de reads mais representativos. O sequenciador MiSeq do centro de genémica do
centro-oeste foi utilizado, o centro de genémica esta incubado na Universidade Catdlica de

Brasilia.

5.3.11 Analises de bioinformatica usando alinhamento contra bancos de dados

A analise dos dados de sequenciamento foi feita utilizando o software comercial
NEXTGENE® (SoftGenetics). Todo o processamento de conversdo dos dados de FastQ para
fasta, trimagem do reads, alinhamento e contagem dos reads foi feito dentro do software. O
pipeline utilizado seguiu algumas publicaces envolvendo analises de pequenos RNAs. Apds a
filtragem de reads de baixa qualidade e trimagem dos adaptadores os reads foram alinhados
contra bancos de dados na seguinte ordem: miRNAs maduros disponivel no miRBase, rRNA e
tRNA disponivel no banco de dados de RNA néo codificadores do Ensembl.

5.3.12 Analise estatistica dos dados

Primeiramente, as amostras que foram sequenciadas duas vezes tiveram seus reads counts
somados e foi preparada uma planilha contendo o nimero de reads/amostra/RNA no formato
.CSV. Essa planilha foi utilizada como input para analises estatisticas. A analise estatistica da
contagem de reads do sequenciamento foi feito pela distribuicdo binomial negativa analisando
as amostras par-a-par por meio do pacote Deseq2 (Bioconductor) no ambiente R. O valor de P
ajustado foi considerado estatisticamente significativo se Padj < 0.1. O heatmap contendo 0s
30 miRNAs mais presentes nas amostras foi gerado também pelo Deseq?2.
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5.4 Resultados

5.4.1 Contagem e concentracao de VEs utilizando resisténcia de pulso

Apbs a coleta do sangue dos animais, separacao do plasma, purificacdo de VEs, foi feita

a contagem de VEs/mL de plasma assim como a determinacdo da moda do diametro de

particulas. A Figura 28 representa o diametro médio das VEs e a concentracdo destas VEs/mL

de soro do pool de 5 grupos: repouso (T0), durante a prova apds completarem 66km (T1), logo

apos completarem o fim prova (T2), 2 horas ap0s a prova (T3) e 15 horas ap6s o final do esforco,

no dia seguinte (T4).

254

20

% Population (by count)

TO

0 50

% Population (by count)

% Population (by count)

100 150 200 250 300
Particle Diameter (nm

T2
104
5 4
0_

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Particle Diameter (nm)

g T4
hm\h s

0 T T Y ¥ T Y v "
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Particle Diameter (nm)

% Population (by count)

% Population (by count)

L

T1

N
=3

)

‘ |
m‘
H “"’,,,

0 N T T 1
0 50 100 150 200 250 300
Particle Diameter (nm

=)

o

T3

0 T + y u T -+ T - 4
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Particle Diameter (nm

Figura 28. Diametro e porcentagem da populacdo de VEs purificadas do plasma de

cavalos submetidos a prova de enduro. Repouso (T0), durante a prova apds completarem 66km

(T1), logo ap6s completarem o fim prova (T2), 2 horas ap6s a prova (T3) e 15 horas ap6s 0

final do esforgo, no dia seguinte (T4).
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A tabela a seguir relaciona os valores de média e moda das particulas em nanémetros
medidos para os pools dos grupos TO, T1, T2, T3 e T4 (Tabela 14).

Tabela 14. Valores de didametro de VEs e concentracdo medidos por resisténcia de pulso
para os grupos T0, T1, T2, T3 e T4.
Pool TO Pool T1 Pool T2 Pool T3 Pool T4

Moda do diametro das VEs

44,3 44,4 54,9 65,2 60,8
(nm)
Media do dl(a;lnr:]e;tro das VEs 59,2 59,2 638 65,2 65,2

Concentracdo em particulas/mL 5,60E+12 1,20E+13 3,60E+13 3,60E+13 1,10E+14

5.4.2 Microscopia eletronica de VEs

As imagens de VEs obtidas mostram vesiculas com morfologia, tamanho e proteinas de
membrana compativeis com as vesiculas consideradas Exossomas (Figura 29). Foram feitas
varias preparacdes, partindo inicialmente da analise da morfologia e tamanho. Apos a aquisi¢cdo
dos anticorpos foi feita a imunomarcacdo de VES com anticorpos relatados na literatura anti-
proteinas enriquecidas em purificacGes de exossomas (CD63, CD9). Os resultados sugerem a
presenca de um grande nimero de particulas com morfologia e tamanho compativeis com
exossomas, entre 30 e 100nm. A imunomarcacdo mostrou a presenca de poucas particulas
positivas para as proteinas CD63 e CD9 (Figura 29A Figura 29C). Os controles negativos
foram ausentes para particulas com tamanho e morfologia compativeis com VESs e mostraram

a presenca de ouro porém em baixa concentracao e espalhadas (Figura 29B Figura 29D).
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Figura 29. Micrografias eletronicas de purificado de VEs de plasma de cavalos cavalos
submetidos a prova de enduro. Figuras A e C mostram a presenca de particulas com morfologia
e tamanho compativeis com Exossomas e a presenga de particulas de ouro representando
indiretamente a presenca de proteinas CD63 (A) e CD09 (C). As amostras B e D (controles
negativos) foram preparadas substituindo as VEs por PBS1X e incubando com os anticorpos

anti-CD63 (B) e CD09 (D).

5.4.3 Espalhamento de luz dindmica de VEs

As amostras purificadas de VEs dos 5 grupos estudados (TO, T1, T2, T3 e T4) foram
analisadas em relacdo ao didametro médio e indice de polidispersdo por espalhamento de luz
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dindmica. Os resultados mostraram diminui¢do na média do didmetro das particulas ap6s o TO,

atingindo o menor didmetro no T3 e voltando ao diametro basal no T4. (

Tabela 15). O indice de polidispersdo se manteve estavel entre todos o0s pontos
amostrados.

Tabela 15. Amostras purificadas de VEs foram analisadas em relacéo ao didmetro médio

e indice de polidispersao por espalhamento de luz dinamica.

TO T1 T2 T3 T4
Media em Z 61,7 55,14 50,86 4992 62,98
(diametro/nm)
indice de polidisperséo 0,543 0,529 0,426 0,427 0,482

Em seguida, foram analisadas as 5 curvas geradas pelo equipamento em cada tempo de
coleta. Os resultados sdo demonstrados na Figura 30. Os tempos TO e T1 apresentaram uma
tendéncia de trés picos em cada amostra, representados amostras de tamanhos proximos a
10nm, 80nm e 3000nm sendo os picos maiores praticamente irrelevantes pela baixa intensidade.
Ja nos tempos T2, T3 e T4 percebe-se uma tendéncia a apenas um pico por volta de 80nm
(Figura 30).
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Figura 30. Distribuicdo do tamanho de VEs purificadas de plasma de cavalos
submetidos a prova de enduro analisadas por espalhamento de luz dinamica. (A)

Repouso, (B) durante a prova apds completarem 66km, (C) logo apds completarem o
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fim prova, (D) 2 horas ap6s a prova e (E) 15 horas apds o final do esfor¢o, no dia

seguinte.

5.4.4 ldentificacdo de proteinas enriquecidas em VEs de plasma de cavalos

submetidos a prova de enduro

As amostras purificadas de VEs dos 5 grupos estudados (TO, T1, T2, T3 e T4)
foram extraidas e analisadas em relacdo as proteinas totais presentes (Figura 31) e em
relagdo as proteinas previamente descritas na literatura relacionadas a diferentes

compartimentos celulares.

™M TO TI T2 T3 T4 CP CN

Figura 31. Perfil de proteinas totais separadas por eletroforese de proteina em
gel de acrilamida 12%. As proteinas foram extraidas de VEs purificadas do soro de ratos
exercitados em diferentes intensidades. M = Marcador Bio-rad Broad-Range; (T0)
Repouso, (T1) durante a prova apds completarem 66km, (T2) logo ap6s completarem o
fim prova, (T3) 2 horas apds a prova e (T4) 15 horas apos o final do esforco, no dia
seguinte; CP = controle positivo (proteinas extraidas de células C2C12); CN = controle
negativo (PBS1X).

Apos a analise das proteinas totais extraidas das VEs, foi feita a transferéncia das

proteinas para membranas de PVDF a fim de se analisar proteinas especificas ja previamente
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descritas em populacdes de exossomas e células (Figura 32). As anélises de proteinas
enriquecidas em preparacdes de exossomas e células mostraram que a populacdo e VES mostra-
se ausente de proteinas marcadoras de vesiculas secretadas pelo reticulo endoplasmatico
(calnexina), a0 mesmo tempo que mostra-se positivo para proteinas previamente descritas
enriquecidas em vesiculas extracelulares (Flotillin-1, TSG101, CD81, CD9). A presenca de
CD8L1 e Flotillin-1 é mais marcante do que a presenca de CD9. A proteina calnexina foi positiva
apenas no controle positivo, que consiste de proteinas extraidas de células de mioblastos
C2C12. Interessante verificar que para as proteinas Flotillin-1, CD81 e CD9 o momento de
coleta T3 apresentou maior concentracdo dessas proteinas mesmo sendo aplicada a mesma

concentracdo de proteinas totais em cada po¢o do gel (Figura 33).
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Figura 32. ldentificacdo de proteinas marcadoras de vesiculas secretadas pelo
reticulo endoplasmatico (Calnexina) e proteinas marcadoras de vesiculas secretadas pela
via endossomal (TSG101). A analise quantitativa das bandas mostra presenca de

calnexina apenas no controle positivo e aumento da proteina TSG101 em T1, T3 e T4.
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Figura 33. Identificacdo de proteinas marcadoras de vesiculas secretadas pela
via endossomal (Flotillin-1, CD81 e CD9). A analise quantitativa das bandas mostra um

aumento destas proteinas em T3.

5.4.5 Extragdo, quantificacio e caracterizacdo de smallRNA purificados de
VEs

Os pequenos RNAs foram extraidos das amostras previamente purificadas de VEs de
forma individual em cada grupo, totalizando 24 amostras extraidas (TO n=5, T1 n=5, T2 n=5,
T3 n=4 e T4 n=5). O RNA foi caracterizado utilizando o Small RNA Analysis Kits (Figura 34)
Bioanalyzer 2100, Agilent. A quantificacdo com o kit Small RNA Analysis Kits mostrou o
enriquecimento de pequenos RNAs em todas as amostras purificadas e auséncia de RNAs
ribossomais 18S e 28S (Figura 34). Os resultados mostraram o enriquecimento de RNAs de
tamanho aproximado entre 20 e 40 nucleotideos, o que corresponde ao tamanho de microRNAs

maduros.
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Figura 34. Caracterizacdo das 24 amostras de pequenos RNAs extraidos de cavalos
submetidos a prova de enduro utilizando Chip small RNA. As amostras 1T0 a 5TO representam
5 amostras do ponto TO; As amostras 1T1 a 5T1 representam a coleta dos animais ap6s 66km
da prova; as amostras 1T2 até 5T2 representam o tempo T2. As amostras 1T3 até 5T3

representam o ponto T3; e as amostras 1T4 até 5T4 representam o Gltimo ponto de coleta T4.

Os resultados gerados pelo Bioanalyzer permitem ainda quantificar o RNA
caracterizado em duas classes: pequenos RNAs (até 150 nt) e microRNAs (16 a 30nt). Apesar
de ndo ser o método mais adequado para quantificagdo de RNA os resultados mostraram baixa
concentracdo de RNA purificados de VEs. As amostras 2T3, 3T3, 4T3 e 5T3 apresentaram

maior concentracdo de RNA (Figura 35).
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Figura 35. Quantificacdo de 24 amostras de pequenos RNAs extraidos de VES
purificadas de cavalos submetidos a prova de enduro. As amostras 1TO a 5TO representam 5
amostras do ponto TO; As amostras 1T1 a 5T1 representam a coleta dos animais ap6s 66km da
prova; as amostras 1T2 até 5T2 representam o tempo T2. As amostras 1T3 até 5T3 representam

0 ponto T3; e as amostras 1T4 até 5T4 representam o Gltimo ponto de coleta T4.

A concentracdo de pequenos RNAs extraidas variou de 17ng para a amostra com
concentracdo mais baixa (5T1) até 167ng para a amostra com maior concentracdo de RNA
(5T3). Na média, o tempo T3 (2 horas apds a prova) apresentou maior concentracdo de RNA e

o tempo T4 (15 horas ap6s a prova) a menor concentracgao.

5.4.6 Construcdo de bibliotecas para sequenciamento de small RNAs em

MiSeq (Ilumina).

Apos a caracterizagdo do RNA purificados de VEs do plasma de cavalos submetidos a
prova de enduro foi feita a construcdo de 24 bibliotecas para o sequenciamento de smallRNAs
(5 amostras TO, 5 amostras T1, 5 amostras T2, 4 amostras T3 e 5 amostras T4). A constru¢do

das bibliotecas envolve a ligacdo dos adaptadores 3’ e 5’, transcri¢do reversa, 15 ciclos de PCR
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para amplificacdo e duas corridas com o kit de 50 ciclos V2. Apds a amplificacdo por PCR o0s
resultados mostraram diferentes tamanhos de produtos de amplificacdo variando de 42 até
171pb. Os tamanhos referentes aos pequenos RNAs estdo entre 147 e 157pb pois sao valores
referentes aos microRNAs maduros (22nt) e piwiRNAs (32nt) somados com 125pb dos

adaptadores ligados (Figura 36).
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Figura 36. Resultado da ligacdo dos adaptadores, transcricdo reversa e amplificacdo em
duas amostras (3T3 e 4T3) de pequenos RNAs de VEs de plasma de cavalos submetidos a prova

de enduro. Em detalhe os tamanhos de interesse para separacdo em gel de acrilamida.

Apds a caracterizacdo do cDNA, foi feita a separacdo dos fragmentos de interesse em
gel de acrilamida a 6% para evitar sequenciar adaptadores e outros fragmentos que ndo
correspondem aos RNAs de interesse. Apos a corrida, o gel foi corado e as bandas referentes
aos tamanhos de 147pb e 157pb foram fracamente visualizadas (Figura 37A, setas amarelas).
Em seguida, esses fragmentos foram removidos dos géis (Figura 37B, retangulos vermelhos),
eluidos e caracterizados em Bioanalyzer. Nota-se uma banda forte nas amostras (Al e A2). Essa
banda tem tamanho menor do que a banda mais baixa do marcador que corresponde a 140pb.
Portanto a banda forte que aparece nas amostras é possivelmente dimero de adaptadores
(~125pb). A banda de miRNAs e piRNA aparecem como um pequeno rastro acima das bandas

dos adaptadores. A Figura 37B mostra como foram cortadas as bandas de interesse.
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Figura 37. Gel de acrilamida 6% referente a separacdo dos fragmentos de cDNA em
gel de acrilamida gerados pela ligacio do RNA extraido ligados com adaptadores 3°, 5°, e
amplificados para duas amostras Al e A2 (A). Os fragmentos de interesse (setas amarelas)
referente ao tamanho de miRNA e piRNA foram removidos do gel (retdngulos vermelhos) e

eluidos para o sequenciamento (B).

Apo6s a remogdo e eluicdo dos fragmentos de interesse do gel, foi feita a caracterizacdo
das bandas utilizando chip DNA high sensitivity do Bioanalyzer. A caraterizacdo do cDNA ap06s
a separacao dos fragmentos mostrou picos possivelmente de adaptadores de 125pb e também
mostrou pico mais intenso de tamanho 148pb referentes aos microRNAs ligados aos
adaptadores (Figura 38). A caracterizacao foi feita para todas as bibliotecas construidas e todas
apresentaram o mesmo perfil de picos. Apesar da separacdo em gel de acrilamida, ¢ dificil
excluir completamente os dimeros de adaptadores que permanecem nas amostras e que tem

tamanho préximo aos tamanhos dos miRNAs.
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Figura 38. Caracterizacddo do cDNA ap06s a separacdo em gel de acrilamida 6% para
11 bibliotecas construidas. Fragmentos de tamanho entre 100 e 150pb foram enriquecidos como
destacado em vermelho.

5.4.7 Sequenciamento de pequenos RNAs em Illumina MiSeq e analise de
bioinformatica utilizando alinhador BWA e software Nextgene
(SoftGenetics).
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Duas estratégias de bioinformética foram utilizadas para buscar o perfil de microRNAs
e outros pequenos RNAs presentes nas amostras de VEs purificadas do plasma de cavalos
submetidos a prova de enduro. A primeira estratégia fez o uso do software de anéalise de dados
de NGS NEXTGENE® (SoftGenetics). Os parametros de filtro de qualidade do software
foram: mediam score threshold > 13 e called base number of each read >16. Primeiro os dados
brutos (fastq) foram convertidos em fasta e em seguida o adaptador foi trimado das sequencias.
A Tabela 16 representa os valores brutos obtidos no sequenciamento, valores de reads apos a
filtragem, trimagem de adaptador e alinhamento com o banco de dados de microRNAs maduros
de Equus caballus do miRBase. Importante ressaltar que devido a baixa concentracdo de RNA
presente em amostras de vesiculas extracelulares, o valor obtido de reads mapeaveis foi baixo,
na média 13,41% dos reads totais, o que indica que foram sequenciados em sua maior parte
adaptadores. Apds o alinhamento dos reads mapeéaveis contra os microRNAs maduros, obteve-

se uma média de 3,08% dos reads alinhados (Tabela 16).

Tabela 16. Resultado do sequenciamento de pequenos RNAs purificados de VESs
purificados do plasma de cavalos submetidos a prova de enduro. Namero de reads totais, apds

filtro de qualidade e alinhamento com banco de dados de microRNAs maduros.

Reads

Total de trimados 76 de , Reads % de Cobertura
Amostras reads na reads apos ; -~
amostra com trimagem Mapeados mIiRNAS media
sucesso
1TO la 387432 24980 6,45 2654 10,62 90
1TO 2a 652079 43171 6,62 4475 10,37 133
1T1 la 674189 134598 19,96 4496 3,34 164
1T1 2a 749160 157359 21 5262 3,34 159
1T2 la 439048 35220 8,02 5371 15,25 188
1T2 2a 531224 44146 8,31 6741 15,27 214
1T4 la 548538 106538 19,42 2283 2,14 109
1T4 2a 772648 152752 19,77 3355 2,2 146
2T0 la 591424 85557 14,47 1584 1,85 54
2T0 2a 860370 130043 15,11 2455 1,89 72
2T1 1la 495465 104276 21,05 3699 3,55 111
2T1 2a 554008 118592 21,41 4453 3,75 138
2T2 la 664045 138187 20,81 1205 0,87 52
2T2 2a 725269 152939 21,09 1336 0,87 48
2T3 1la 686077 88207 12,86 1176 1,33 82
2T3 2a 219311 30931 14,1 441 1,43 55
2T4 la 549870 85833 15,61 2612 3,04 244
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2T4_2a 567437 79568 14,02 2724 3,42 254

3TO0_la 41595 5826 14,01 214 3,67 26
3T0_2a 70843 10156 14,34 374 3,68 23
3T1_la 284727 52777 18,54 591 1,12 35
3T1 2a 412334 76231 18,49 882 1,16 35
3T2_la 222039 34622 15,59 1065 3,08 68
3T2_2a 605658 98484 16,26 3087 3,13 119
3T3 la 961882 52318 5,44 889 1,7 306
3T3_2a 803195 43529 5,42 715 1,64 266
3T4_la 472024 116646 24,71 2866 2,46 133
3T4_2a 460682 109066 23,67 2870 2,63 115
4TO0_la 489422 44012 8,99 492 1,12 48
4TO 2a 498401 47387 9,51 544 1,15 57
4T1 1a 574589 90340 15,72 2095 2,32 69
4T1 2a 788140 132936 16,87 2989 2,25 101
4T2_la 545289 89044 16,33 693 0,78 67
4T2_2a 564103 93784 16,63 792 0,84 68
4T3 la 988525 57926 5,86 522 0,9 318
4T3 2a 1040029 61226 5,89 538 0,88 490
4T4 l1a 798680 79899 10 2762 3,46 121
4T4 2a 764912 78759 10,3 2794 3,55 149
5TO_la 713699 51677 7,24 2011 3,89 156
5T0_2a 718164 54166 7,54 2109 3,89 161
5T1_1la 504307 63807 12,65 4163 6,52 238
5T1_2a 650248 85395 13,13 5714 6,69 272
5T2_1a 551595 42614 7,73 735 1,72 95
5T2_2a 595547 47923 8,05 743 1,55 58
5T3_la 321993 35180 10,93 3042 8,65 347
5T3 2a 303892 34215 11,26 2984 8,72 291
5T4_1la 657901 109419 16,63 4591 4,2 131
5T4 2a 540893 91937 17 3975 4,32 145

Total 27612902 3704198 13,414736 114163  3,0819897 142,1042

O ndmero de reads para cada miRNA por amostra foi utilizado como input na preparacédo
de heatmap contendo os 30 miRNAs mais abundantes (Figura 39). Os dez miRNAs maduros
mais abundantes identificados pelo software NextGene foram os miRNAs: eca-miR-486-5p,
eca-miR-486-3p, eca-miR-30e, eca-miR-30d, eca-miR-25, eca-miR-140-3p, eca-miR-92a, eca-
miR-423-5p, eca-miR-101, eca-miR342-3p.
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Figura 39. Heatmap mostrando os dados dos 30 miRNAs maduros mais abundantes em VEs
purificadas de plasma de cavalos em repouso (T0), durante a prova apds completarem 66km
(T1), logo ap6s completarem o fim prova (T2), 2 horas ap6s a prova (T3) e 15 horas ap6s 0

final do esforgo, no dia seguinte (T4). Os valores utilizados levam em conta reads crus.

Ap6s o alinhamento contra banco de dados de miRNA, os reads mapeaveis que nao
mapearam contra miRNA foram alinhados contra o banco de dados de RNA ribossomais de
Equus caballus disponivel no Ensembl afim de identificar rRNAs presentes nas amostras de
VEs (Tabela 17). Como era de se esperar, 0 nimero de reads que mapearam contra o banco de
dados de rRNA foi pequeno (1,87%) do numero de reads que mapearam contra o banco de

dados de miRNAs maduros.
Tabela 17. Resultado do sequenciamento de pequenos RNAs purificados de VEs

purificados do plasma de cavalos submetidos a prova de enduro. Nimero de reads totais, apos
filtro de qualidade e alinhamento com banco de dados de rRNA.
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~ % de Cobertura
Amostras Reads ndo mapeados Reads mapeados 'RNA média

1T0 la 22064 262 1,05 22
1T0 2a 38278 418 0,97 28
1T1 1la 129451 651 0,48 52
1T1 2a 151256 841 0,53 46
1T2 la 29732 117 0,33 20
1T2 2a 37248 157 0,36 22
1T4 la 103362 893 0,84 61
1T4 2a 148070 1327 0,87 103
2T0 1la 71906 12067 14,1 443
2T0 2a 109002 18586 14,29 592
2T1 la 100269 308 0,3 22
2T1 2a 113803 336 0,28 29
2T2 1la 134875 2107 1,52 140
2T2 2a 149088 2515 1,64 136
2T3 la 86308 723 0,82 35
2T3 2a 30199 291 0,94 19
2T4 la 82927 294 0,34 35
2T4 2a 76521 323 0,41 34
3T0 la 5154 458 7,86 42
3T0_2a 8956 826 8,13 61
3T1 la 49446 2740 5,19 169
3T1 2a 71390 3959 5,19 171
3T2_la 33065 492 1,42 57
3T2 2a 93972 1425 1,45 98
3T3 1la 51372 57 0,11 6

3T3 2a 42766 48 0,11 5

3T4 1la 113445 335 0,29 32
3T4 2a 105846 350 0,32 24
4T0_la 40033 3487 7,92 199
4T0 2a 43322 3521 7,43 186
4T1 la 87054 1191 1,32 68
4T1 2a 128175 1772 1,33 96
4T2 1la 88123 228 0,26 26
4T2 2a 92744 248 0,26 27
4T3 1la 57140 264 0,46 25
4T3 2a 60368 320 0,52 31
4T4 la 76853 284 0,36 33
4T4 2a 75657 308 0,39 41
5T0 1la 48457 1209 2,34 74
5T0 2a 50770 1287 2,38 85
5T1 la 59429 215 0,34 27
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5T1 2a 79393 288 0,34 39
5T2_la 41711 168 0,39 19
5T2_2a 46978 202 0,42 17
5T3 la 31913 225 0,64 16
5T3_2a 31000 231 0,68 13
5T4 la 104280 548 0,5 57
5T4_2a 87514 448 0,49 49
Total 3520685 69350 1,87220014 75,67

Apo6s o alinhamento contra banco de dados de rRNA, 0s reads mapeaveis que nao

mapearam contra miRNA e rRNA foram alinhados contra o banco de dados de small nuclear

RNA disponivel no banco de dados de RNAs nédo codificadores do Ensembl afim de identificar

o numero de snRNAs presente (Tabela 18). Os resultados mostram um baixo nimero de reads

gue mapearam contra este banco de dados, na média apenas 0,86% dos reads.

Tabela 18. Resultado do sequenciamento de pequenos RNAs purificados de VESs

purificados do plasma de cavalos submetidos a prova de enduro. Numero de reads totais, apos

filtro de qualidade e alinhamento com banco de dados de sSnRNA.

Amostras Reads néo Reads % de Cobgrt_ura
mapeados mapeados SNRNA média

1T0 la 21167 897 3,59 133
1T0 2a 36684 1594 3,69 88
1T1 la 127764 1687 1,25 69
1T1 2a 149267 1989 1,26 84
1T2 la 29439 293 0,83 42
1T2 2a 36844 404 0,92 56
1T4 1la 103271 91 0,09 7

1T4 2a 147906 164 0,11 11
2T0 1la 66818 5088 5,95 225
2T0 2a 100915 8087 6,22 262
2T1 1la 98773 1496 1,43 101
2T1 2a 112071 1732 1,46 106
2T2 la 134821 54 0,04 4

2T2 2a 149019 69 0,05 6

2T3 1la 86206 102 0,12 11
2T3 2a 30146 53 0,17 10
2T4 1la 82900 27 0,03 14
2T4 2a 76478 43 0,05 11
3T0 la 4948 206 3,54 35
3T0 2a 8511 445 4,38 80
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3T1 la 48643 803 1,52 64
3T1 2a 70162 1228 1,61 79
3T2 la 33010 55 0,16 21
3T2 2a 93835 137 0,14 22
3T3_la 51353 19 0,04 3
3T3 2a 42752 14 0,03 3
3T4 la 113264 181 0,16 50
3T4 2a 105653 193 0,18 28
4T0 la 39860 173 0,39 15
4T0 2a 43114 208 0,44 12
4T1 la 86183 871 0,96 67
4T1 2a 126781 1394 1,05 91
4T2 1a 88105 18 0,02 3
4T2 2a 92734 10 0,01 3
4T3 la 57099 41 0,07 6
4T3 2a 60337 31 0,05 5
4T4 la 76806 47 0,06 6
4T4 2a 75596 61 0,08 8
5T0 la 48285 172 0,33 24
5T0 2a 50593 177 0,33 16
5T1 la 58770 659 1,03 85
5T1 2a 78534 859 1,01 63
5T2 la 41694 17 0,04 6
5T2 2a 46963 15 0,03 2
5T3_la 31855 58 0,16 9
5T3_2a 30941 59 0,17 6
5T4 la 104164 116 0,11 13
5T4_2a 87427 87 0,09 11
Total 3488461 32224 0,869932 43,25

Apbds o mapeamento contra bancos de dados de miRNA, rRNA e snRNA o0s reads

mapeéaveis foram plotados a fim de se analisar a porcentagem de reads que foram identificados

(Figura 40).
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Figura 40. Porcentagem de reads que mapearam com banco de dados de miRNA, rRNA

e sSnRNA para Equus caballus.

Com o objetivo de se analisar a quantidade de miRNAs com pelo menos 1 read

identificado nas amostras, foi feita ordenacao decrescente do nimero de reads dos miRNAs por

amostra (Tabela 19).

Tabela 19. Quantidade de miRNAs maduros identificados pelo software NextGene com pelo

menos 1 read por amostra.

Quantidade de
Amostras  miRNAs com pelo
menos 1 read
1TO 45
2TO0 39
3TO 18
470 13
5TO 16
1T1 40
2T1 37
3T1 31
4T1 13
5T1 22
1T2 42
2T2 37
3T2 30
4T2 16
5T2 13
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Apos analisar o numero de reads de cada amostra para cada banco de dados, foi feita

uma planilha contendo a contagem de reads para cada miRNA em cada amostra. Todas as

amostras foram corridas duas vezes (réplicas técnicas) e tiveram o numero de reads somados

para andlise estatistica dentro do pacote do R, Deseq2. MicroRNAs estatisticamente

significativos foram considerados se Padj < 0.1. O numero de reads de miRNAs identificados

no grupo TO foram comparados com o nimero de reads de miRNAs identificados no grupo T1,

T2, T3 e T4 (Figura 41). Foram encontrados 6 miRNAs diferencialmente expressos na

comparagdo do grupo em repouso na prova de enduro (TO) com o grupo p6s 15h de prova (T4).

Os miRNAs eca-miR-30d, eca-miR-25, eca-miR-30e, eca-miR-423-5p e eca-miR-92a foram

encontrados diminuido no grupo T4 comparado com o grupo TO (Tabela 20).
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Figura 41. MicroRNAs diferencialmente expressos em VEs de cavalos submetidos a
prova de enduro apds analise de sequenciamento de nova geracdo pelo pacote estatistico
Deseq2. (A) comparacdo entre os grupos TO e T1. (B) comparacao entre os grupos TO e T2. (C)
comparacdo entre os grupos TO e T3. (D) comparacdo entre os grupos TO e T4. Os pontos
vermelhos representam significancia estatistica de Padj <0.1. O eixo X representa a média do
namero de reads para um determinado miRNA e o0 eixo Y representa a diferenca na presenca
ou auséncia em log2. Cada ponto é considerado um miRNA. Setas vermelhas indicam os trés

miRNAs diferencialmente expressos.

Tabela 20. Valores de log2FoldChange e de Padj da contagem de reads dos 6 miRNAs

diferencialmente expressos entre os grupos TO e T4.

baseMean log2FoldChange IfcSE stat  pvalue padj

eca-miR-30d 17,91 -2,67 0,71 -3,77 0,0002 0,0058
eca-miR-25 6,14 -2,96 0,88 -3,37 0,0008 0,0090
eca-miR-30e 41,86 -1,98 0,58 -3,44 0,0006 0,0090
eca-miR-423-5p 1,83 -2,79 101 -2,77 0,0056 0,0502
eca-miR-92a 2,10 -2,22 0,87 -2,55 0,0108 0,0778
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eca-miR-140-3p 2,36 -2,18 088 -2,48 0,0130 0,0783

5.5 Discussdo capitulos 1 e 2

Um importante resultado obtido no capitulo 1 foi o aumento na concentracdo de VES por
mL no soro de ratos exercitados comparados aos ratos nao exercitados (Figura 10). Para melhor
avaliar o aumento na concentracdo de VESs ap0s o exercicio no soro de ratos, foi feita analise
semiquantitativa da presenca de CD-63 nas amostras de VES por western Blotting. Assim como
a concentracdo de particulas detectadas pela técnica de resisténcia de pulso (gNano), a
concentracdo de CD63 identificada por western blotting também aumentou nos ratos
exercitados nas intensidades leve, moderada e intensa, em relacdo aos ratos ndo exercitados
(Figura 16). Estes dois resultado sugerem um aumento na liberacéo de vesiculas extracelulares
positivas para CD63.

De maneira similar também foi obtido um aumento na concentracdo de VEs por mL de
plasma nos cavalos ap0s a prova comparados ao momento de repouso antes da prova. O pico
na concentracdo de VEs foi obtido apds 15 horas da prova, ndo retornando ao estado de
baseline, anterior a prova (Figura 28). As proteinas marcadoras de VEs, CD9, CD81 e Flotillin-
1, atingiram maior concentragdo 2h apos a prova (Figura 33).

Os dados encontrados corroboram o primeiro artigo que relatou aumento na concentracao
de VEs no plasma de humanos imediatamente ap6s ciclos agudos de exercicio em bicicleta e
corrida (FRUHBEIS et al., 2015). O autor sugere que o aumento da concentracio de VESs na
circulatacdo apds o exercicio esta relacionado a ativacdo fisiologica do corpo causada pela
atividade fisica. As VEs podem ajudar no descarte de moléculas geradas sob condi¢cbes de
estresse e ajudar as células e tecidos a manter a homeostase, assim como ter papel na modulagéo
imune, na ativagdo da reparacéo tecidual e vascular (FRUHBEIS et al., 2015).

Foi demonstrado o aumento da producdo de exossomas pela identificagdo do aumento de
CD63 em celulas cultivadas com diferentes concentragdes de heparanase. Nao ouve alteracoes
nos niveis de CD9, CD81 e Flotillin-1 em decorréncia do tratamento com heparanase
(ROUCOURT et al., 2015). Outro artigo utilizou a contagem de vesiculas por nanoparticle
tracking analysis e a identificacdo de CD63 por Western Blotting para mostrar 0 aumento na
producdo de exossomas apds cultivo celular em condicdes de hipoxia (KING; MICHAEL;
GLEADLE, 2012).
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Possivelmente o aumento da concentracao de VES no soro apds o exercicio fisico é causado
por diferentes mecanismos pelos quais os tecidos, principalmente tecidos muscular, endotelial
e cardiaco se comunicam sob estimulo do exercicio. A diminuigéo na proteina marcadora CD81
apos o exercicio em ratos e a auséncia do pico de maior concentracao das proteinas marcadoras
15h ap6s prova no plasma de cavalos pode ser explicado pela nova corrente vigente sobre a
existéncia de subpopulagdes de VEs (KOWAL et al., 2016) e também pelas diferencgas no fluido
bioldgico utilizado entre os dois capitulos, 0 soro contém mais vesiculas devido ao processo de
coagulacao (WITWER et al., 2013).

O tecido muscular esquelético é considerado um 6rgdo enddcrino, pois secreta diversas
citocinas e peptideos chamados “miocinas” que possuem efeitos autdcrinos, paracrinos e
enddcrinos. Entre algumas citocinas liberadas pelo tecido muscular estdo a interleucina (IL) 6,
IL-8, IL-15e FGF21 (HAWLEY etal., 2014). Exossomas purificados de células mononucleares
do sangue (PBMC) podem induzir ao aumento da liberacdo de citocinas pré inflamatorias e
quimiocinas em PBMC (DANESH et al., 2014).

Além disso, a atividade fisica € conhecida por aumentar as concentraces plasmaticas de
horménio do crescimento (GH) e prolactina (LUGER et al., 1992). Duas semanas de exercicio
aerobio intenso é suficiente para aumentar as concentra¢fes plasmatica de fator de crescimento
semelhante a insulina e de proteinas de ligacdo a horménio do crescimento (ROELEN et al.,
1997).

Também ¢ relatado na literatura que a oxigenacdo muscular e cerebral diminui
progressivamente com o aumento da intensidade de exercicio fisico (SUBUDHI; DIMMEN;
ROACH, 2007).

Como comparacdo, linhagens de células de cancer MCF7, MDA-MB 231 e SKBR3 liberam
mais exossomas em cultura em ambientes de hipdxia (KING et al., 2012). Outros exemplos de
aumento de liberacdo em exossomas em células sob condicdes de hipdxia foram descritos para
células tronco mesenquimais da placenta (pMSC) (SALOMON et al., 2013), células tronco
mesenquimais derivadas do corddao umbilical (ZHANG, H.-C. et al., 2012). Também foi
demonstrado que cardiomiocitos sob condi¢fes de hipdxia, aumentam a transcri¢do de HF1-a
e a liberacdo de exossomas carregados com TNF-a (YU et al., 2012).

Ja foi mostrada a agdo antinflamatéria de exosomas purificados de células tronco
mesenquimais prevenindo vias proliferativas ativadas por hipoxia. O tratamento com exosomas
suprimiu os niveis da citocina pré inflamatdria interleucina-6 em tecido de pulméo sob hipdxia
(LEE, C. etal., 2012).
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ApoGs a caracterizagdo biofisica de vesiculas extracelulares, os pequenos RNAs foram
extraidos, caracterizados em Bioanalyzer (Figura 19, Figura 20, capitulo 1) e (Figura 34,
Figura 35, capitulo 2) , as bibliotecas foram construidas e o sequenciamento foi feito.

Ja foi demonstrada a baixa concentracdo de miRNAs em fluidos bioldgicos comparados
com tecidos e células, sendo a opcdo de sequenciamento uma estratégia ainda desafiadora
(PRITCHARD; CHENG; TEWARI, 2012). Quando se utiliza vesiculas extracelulares a
concentracdo de RNA é ainda mais reduzida, ja que uma grande parcela das vesiculas podem
ndo conter copias de miRNAs (CHEVILLET et al., 2014).

Nossos resultados da caracterizacdo dos RNAs purificados de vesiculas extracelulares
feitas em Bioanalyzer nos capitulos 1 e 2 corroboram com a literatura j& descrita que mostram
gue os exossomas ou vesiculas extracelulares carregam RNAs pequenos, menores do que 200
nucleotideos em geral, e sdo ausentes de RNAs ribossomais 18Se 28S (LASSER et al., 2011;
LASSER et al., 2012).

Um dos artigos utilizados como base para este trabalho buscou caracterizar miRNAs
circulantes em vesiculas extracelulares presentes no plasma de humanos e testar diferentes Kits
de preparo de bibliotecas para o sequenciamento. Os kits da Illumina apresentaram
aproximadamente 50% de reads mapeaveis apds o processamento dos reads (HUANG et al.,
2013). Nossos resultados obtidos do sequenciamento dos pequenos RNAs de VEs no soro de
ratos mostram um aproveitamento de aproximadamente 33% de reads mapeaveis no
alinhamento contra os bancos de dados de pequenos RNAs feitos pelo software NextGene
(Figura 21). Compondo os reads mapeaveis, piwiRNAs corresponderam a 50% dos reads,
miRNASs corresponderam a 22% dos reads, RNAs transportadores a 20% e RNAs ribossomais
a 8% dos reads analisados com NextGene (Figura 21). Além disso, NextGene foi capaz de
identificar na média geral entre as amostras 41 miRNAs maduros, do total de 765 miRNAS
maduros disponiveis no miRBase para Rattus norvegicus, com pelo menos 5 reads identificados
(Tabela 10)

Os resultados do sequenciamento dos pequenos RNAs nas VES no plasma de cavalos
mostraram um aproveitamento de aproximadamente 13,41% de reads mapeaveis no
alinhamento contra os bancos de dados de pequenos RNAs feitos pelo software NextGene
(Tabela 16). Compondo os reads mapeaveis, miRNAs maduros corresponderam a 54% dos
reads, rRNA corresponderam a 30% dos reads, e SnRNAs obtiveram 16% dos reads pela
analise com NextGene . Na média geral, conforme mostra a Tabela 19. Quantidade de miRNAs

maduros identificados pelo software NextGene com pelo menos 1 read por amostra. foram
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identificados pelo software NextGene 24 miRNAs maduros com pelo menos 1 read por
amostra.

O software para analise de dados de NGS NextGene utilizado nesse trabalho foi
desenvolvido em 2012 e dois artigos foram publicados no ano de 2014 utilizando o software
para analise de expressdo diferencial de miRNA em células periféricas do sangue humano apds
choque hemorrégico (UHLICH et al., 2014), e na identificacdo de miRNAs diferencialmente
expressos em mosquitos apos exposicao ao virus da dengue (CAMPBELL et al., 2014).

Um estudo publicado em 2010 que sequenciou amostras de soro de pacientes com cancer
de pulma&o identificou 109 e 101 miRNAs nos diferentes grupos pesquisados (HU et al., 2010).
Em amostras de soro de pacientes que devolveram sepse foram identificados 153 miRNAs no
grupo nao sobrevivente e 173 miRNAS no grupo que sobreviveu a sepse (WANG et al., 2012).
E importante lembrar que amostra de soro total contém mais miRNAs do que as amostras de
VEs purificadas do soro, ja que o soro total contém miRNAs associados a proteinas, vesiculas
extracelulares e também contém miRNAs frutos da apoptose e necrose celular
(SCHWARZENBACH et al., 2014).

A baixa porcentagem de reads mapeaveis obtidos pelo sequenciamento é reflexo da baixa
concentracdo de RNA extraidos que foram utilizados nos preparos das bibliotecas e no
sequenciamento, sendo sequenciados em sua maioria juncao entre adaptadores (WILLIAMS et
al., 2013).

Comparando os 10 miRNAs mais abundantes em todas as amostras identificados em VEs
no soro de ratos pelo NextGene estdo: rno-miR-486, rno-miR-191a-5p, rno-miR-3557-5p, rno-
miR-320-3p, rno-miR-22-3p, rno-miR-423-5p, rno-miR-423-3p, rno-miR-378a-3p, rno-miR-
3473, rno-miR-140-3p .

Ja para os miRNAs de VEs no plasma de cavalos, os 10 miRNAs mais abundantes foram:
eca-miR-486-5p, eca-miR-486-3p, eca-miR-30e, eca-miR-30d, eca-miR-25, eca-miR-140-3p,
eca-miR-92a, eca-miR-423-5p, eca-miR-101, eca-miR342-3p.

Trés grupos de pesquisadores estudaram miRNAs circulantes em vesiculas extracelulares
de amostras de soro humano, utilizando o sequenciamento como metodologia de analise. Tanto
na comparagdo entre amostras de exossomas de urina e soro de pacientes saudaveis, os quatro
miRNAs hsa-miR-486, hsa-miR-320a, hsa-miR-378a, hsa-miR-191 foram identificados entre
os doze miRNAs mais abundantes em amostras de exossomas purificados do soro. Destes
guatro miRNAs apenas hsa-miR-191 apareceu entre os miRNASs mais abundantes em amostras

de exossomas purificados de urina (LI, M. et al., 2014). Este resultado é importante para
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demonstrar a especificidade que miRNAs circulantes em exossomas apresentam em diferentes
fluidos bioldgicos.

Outro estudo envolvendo pacientes saudaveis e com doenga de Alzheimer buscou
identificar miRNAs em exossomas do soro dos voluntarios. Nesse estudo foi sugerido a
utilizacdo de hsa-miR-486-5p e hsa-miR-191-5p como controles enddgenos para gPCR, devido
a grande concentracdo destes miRNAs e pouca diferenca de expressdo entre as amostras
(CHENG, L et al., 2014). Vale ressaltar que a alta concentracdo de miR-486 no plasma pode
ser um indicativo de hemolise (SHKURNIKQV et al., 2016).

Os miRNAs hsa-miR-191-5p, hsa-miR-486-5p, hsa-miR-486-3p e hsa-miR-320a
também foram encontrados entre os 25 miRNAs mais abundantes em exossomas do soro e
plasma de humanos saudaveis (CHENG, L. et al., 2014). No soro de mulheres em gestacéao
normal, foram encontrados os miRNAs hsa-miR140-3p, hsa-miR191 e hsa-miR-486-5p entre
os dez miRNAs mais abundantes ap6s sequenciamento de nova geracdo (YANG, Q. et al.,
2011).

Algumas das variagdes nos niveis de miRNAs encontradas em alguns estudos podem ser
explicadas pelas variacbes metodoldgicas existentes nesses estudos. Essas variacdes
metodoldgicas vdo desde a coleta do sangue e separacdo do soro passando por diferentes
metodologias de purificagdo de VEs, de kits de extracdo de RNA, preparo de bibliotecas e
analise de dados de sequenciamento (WITWER et al., 2013).

HUANG et al. (2013) comparou trés kits de preparo de bibliotecas para sequenciamento
de miRNAs em vesiculas do plasma, NEBNext multiplex small RNA library preparation kit
(NEB, New England Biolab, Ipswich, MA, USA), NEXTflex small RNA sequencing kit (Bioo
Scientific, Austin, TX, USA) e TruSeq small RNA sample preparation kit (Illumina, San Diego,
CA, USA). Os resultados mostraram que o kit da empresa NEB identificou 21 vezes mais
sequéncias de miR-129-5p do que os kit da Illumina e da Bioo. O kit Illumina gerou mais de 50
vezes mais sequéncias de miR-486-5p do que o kit Bioo Scientific e NEB. O kit Bioo Scientific
produziu 31 vezes mais sequéncias de miR-124-3p do que Illumina e NEB. As variacoes
metodoldgicas também foram evidentes para 0os 20 miRNAs mais abundantes identificados
(HUANG et al., 2013). Esses resultados mostram uma selegdo preferencial de miRNAs de
acordo com o kit de preparo de bibliotecas utilizado. Nossos resultados corroboram com o
estudo, ja que o miRNA rno-miR-486 foi considerado o mais abundante tanto em VEs do soro

de ratos quanto em VEs do plasma de cavalos.
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ApoGs comparar com a literatura o resultado dos miRNAs mais abundantes encontrados
nos estudos, a analise de “expressdao” diferencial foi feita tanto para VES no soro de ratos e
plasma de cavalos com objetivo de buscar miRNAs diferencialmente expressos entre 0s grupos
de animais exercitados.

A primeira comparagéo envolveu os miRNAs diferencialmente expressos entre 0s ratos
néo exercitados e exercitados na intensidade leve. Os rno-miR-25-3p, rno-miR-148a-3p, rno-
miR-22-3p, rno-miR-191a-5p, rno-miR-128-3p e rno-miR27a-3p foram encontrados
diferencialmente expressos nessa comparacao (Figura 22). Porém os , rno-miR-128-3p e rno-
miR27a-3p ndo foram considerados candidatos por serem miRNAS raros, com baixo numero
de reads em todas as amostras. Na comparacao entre os ratos exercitados em alta intensidade e
ndo exercitados, 0s MiRNAs rno-miR-10a, rno-miR-10b e rno-miR-191-5p foram encontrados
diferencialmente expressos (Figura 24)

Para o estudo dos miRNAs diferencialmente expressos em VES no plasma de cavalos, os
miRNAs eca-miR-30d, eca-miR-25, eca-miR-30e, eca-miR-423-5p e eca-miR-92a foram
encontrados diminuidos 15h ap6s a prova comparadas ao repouso no dia anterior a prova
(Figura 41)

O miR-25 foi descrito na literatura diminuido em cultura de células musculares lisas das
vias aéreas apds estimulo com citocinas pré inflamatorias IL-1b, TNF-a e IFN-g. Os mMRNAs
alvos de miR-25 incluiam diversos transcritos conhecidos por participarem da regulacdo do
sistema imune, em especial KLF4, proteina com papel importante na inflamacéo, proliferacao
e diferenciacdo de células musculares lisas vasculares e participa da mudanca fenotipica como
um potente inibidor da expressao de genes especifico do musculo. KLF4 também participa da
resposta inflamatoria, ja que é um regulador chave da diferenciacdo de mondcitos e ajuda com
a ativacdo de genes em resposta pré-inflamatorias a IFN-g, LPS ou TNF-a. Os resultados
sugerem que miR-25 regula o fator de transcricdo KLF4 e tem importante papel na regulacéo
das respostas inflamatdrias em células musculares lisas de vias aereas (KUHN et al., 2010). Os
resultados com a atividade fisica sugerem uma alta carga de citocinas pro-inflamatdrias em
tecidos e células apos a atividade fisica, 0 que explicaria a redugdo nos niveis de miR-25
extracelulares.

Ja o miR-148a-3p foi 0 mMiRNAs mais abundante em exossomas purificados de leite suino,
e aumentou nos periodos de lactagdo. Este miRNA tem como alvo direto o gene DNA
metiltransferase 3b (DNMT3). Essa interacdo entre altos niveis de miR-148-3p dentro de

exossomas do leite suino e seu alvo nas células sugere que miR-148a-3p levam a repressao da
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traducdo de DNMT3B e uma consequente diminuigdo de metilacdo de novo em células do trato
digestivo infantil (CHAO et al., 2012; GU et al., 2012). Como em nosso estudo se trata de
amostras de soro, é dificil tracar o destino final destas vesiculas extracelulares, porém, os
resultados da analise de miR-148-3p sugerem que a diminuicao no nivel deste miRNA dentro
de vesiculas no soro pode indiretamente levar ao aumento traducional de DNMT3b, e assim
induzir um aumento na metilacdo em células e tecidos alvos destas vesiculas. S&o necessarios
mais experimentos para testar essa hipotese.

O miRNA miR-191a-5p foi estudado com possivel biomarcador para deteccdo de lesdo
tubular proximal induzida por cisplatina em ratos. Este miRNA foi encontrado aumentado na
urina quando ocorre necrose dos tdbulos proximais durante a coleta de urina. Este miRNAs
apresentou sensibilidade comparaveis aos marcadores atualmente utilizados, tais como soro
BUN, creatinina, e biomarcadores proteicos na urina (KANKI et al., 2014).

Outros importantes estudos buscaram analisar a importancia do miR191a-5p em
diferentes tipos de canceres. Este miRNA estd associado com varios tumores humanos,
incluindo no célon, pulmao, pancreas, prostata, e cancer de estdmago, assim como em doencas
hematopoiéticas associadas a leucemia linfocitica aguda (LLA). O miR-191 foi encontrado
hipometilado e super expresso em tumor de figado, e a inibicdo de miR-191 diminuiu a
proliferacdo celular e o crescimento do tumor em células de carcinoma hepatocelular
(ELYAKIM et al., 2010). A ativagdo do cluster miR-191 e miR-425 (miR-191/425), pela
expressao dos genes DALRD3 e Receptor de Estrégeno a (ERa) foi demonstrado modulando a
tumorigénese de células de cancer de mama (DI LEVA et al., 2013). O miR-191 também
exibido papéis especificos do tipo de tumor na tumorigénese, como miR-191 reprime MDM4
e CDKG6 expressao no cancer folicular ovariana e da tiredide, atrasando assim a progressdo do
cancer e morte relacionada ao tumor (PENG et al., 2014).

O cluster miR-191/425 foi estudado em tecido de cancer gastrico (GC) e no soro, a fim
de se poder relacionar estes miRNAs como possiveis biomarcadores de cancer gastrico. Foi
demonstrado niveis aumentos significativamente deste cluster em tecidos humanos de GC em
relacdo aos controles normais adjacentes. Além disso, os niveis de miR-191 correlacionaram
com o estagio do tumor e o estado metastatico. Logo, o nivel de miR-191 no soro foi
significativamente mais elevado no grupo de GC do que no grupo controle. Os resultados
sugerem que a inibicdo de miR-191 ou miR-425 nas linhagens celulares HGC CG-27 néo so
reduziu a proliferacdo celular e progressdo do ciclo celular, mas também prejudicou a migracdo

e invasdo celulares. Os autores indicaram a potencial utilizagdo de miR-191 como um novo
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biomarcador estavel para o diagnostico de GC (PENG et al., 2014). Os nossos resultados
mostraram diminui¢do nos nives de rno-miR-191-5p tanto apds o exercicio leve quanto apds o
exercicio intenso.

O miR-22-3p foi o Unico miRNAs encontrado significativamente aumentado na
comparacéo entre ratos ndo exercitados e exercitados na intensidade leve.

Um grupo de pesquisadores testaram hipotese que exossomas secretados pelas células
tronco mesenquimais (MSCs) comunicam com cardiomidcitos para transferir miRNAs que
melhorem a funcdo cardiaca apds enfarte do miocardio através da regulacdo da expressao de
genes especificos. Os resultados do artigo mostraram que a entrega de miR-22 reduziu a
apoptose em cardiomidcitos isquémicos, melhorou a fibrose e a funcéo cardiaca pés enfarte do
miocardio (FENG et al., 2014).

Ja 0 miR-10b tem alta expressdo em células de cancer metastatico de mama MDA-MB-
231, em comparagdo com células de cancer da mama ndo metastaticas ou células ndo malignas
da mama. Este miRNA é ativamente secretado para 0 meio por meio de exossomas. Apos a
absorcéo de exosomas carregados com miR-10b, ele suprime o nivel de proteina de seus genes-
alvo, como HOXD10 e KLF4, indicando sua importancia funcional. O tratamento com
derivados de exossomas purificados de células MDA-MB-231 pode induzir a capacidade de
invasdo de células humanas mamarias epiteliais (HMLE) ndo-malignas (SINGH et al., 2014).
Além disso, miR-10b circulante no plasma foi estudado como promissor biomarcador para
deteccdo do status do linfonodo em cancer de mama (CHEN, W. et al., 2013).

Uma ampla revisdo da literatura revelou que o exercicio tem um efeito positivo sobre uma
ampla gama de parametros de qualidade de vida, em pacientes diagnosticados com cancer. A
intensidade moderada de exercicio, de 3 a 5 dias por semana, de 20 a 30 minutos por sessao foi
considerada ideal nesses pacientes (COURNEYA; MACKEY; JONES, 2000). Da mesma
forma, estudo envolvendo mulheres com cancer de mama mostrou que pacientes que se
exercitavam obtiveram indices de qualidade de vida mais alta em comparacdo com mulheres
com cancer que nao se exercitavam (YOUNG-MCCAUGHAN; SEXTON, 1990).

Baseado nos dados da literatura e nos resultados apresentados, é possivel especular que
o0s beneficios causados pelo exercicio fisico em pacientes com céancer pode estar relacionado
com a diminuigdo nos niveis de alguns miRNAs oncomiRs liberados dentro de vesiculas
extracelulares no soro/plasma. Estas vesiculas podem direcionar, ou até “sequestrar” miRNA
celulares, e assim contribuir para a melhoria dos sintomas de cancer. Estudos futuros sdo

necessarios para tentar esclarecer este envolvimento.
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O conhecimento cientifico envolvendo miRNAs circulantes em resposta a diferentes
exercicios fisicos ainda € muito recente. O primeiro artigo a analisar indiretamente os efeitos
do exercicio na populacdo de miRNAs circulantes foi em 2009. Laterza et al, ap0s tratar ratos
com substancias toxicas para 0 musculo esquelético, avaliou os niveis dos mMiIRNAs miR-122,
miR-133a no plasma dos animais (LATERZA et al., 2009).

Antes de se conhecer o perfil de miRNAs circulantes em soro e plasma, os estudos
focaram em escolher miRNAs enriquecidos em tecido muscular, chamados myomiRs (miR-1,
miR-133a e miR-206) (MCCARTHY, J. J.; ESSER, 2007), para analise em soro/plasma
utilizando qPCR (BAGGISH, A. L. et al., 2011). J& foi demonstrado 0 aumento da concentracao
de myomiRs no plasma de atletas recreacionais apds uma meia maratona (GOMES et al., 2014).
E importante notar que ndo foram identificados estudos de sequenciamento de miRNAs em
soro e plasma que encontraram 0os myomiRs enriquecidos nestes fluidos bioldgicos. Os
miRNAs circulantes em soro e plasma sdo oriundos de um complexo conjunto de células e
tecidos.

Em 2014 foi publicado artigo que estudou o perfil total de miRNAs circulantes no plasma
em resposta ao exercicio aerébio agudo e ao exercicio de endurance. As coletas foram
realizadas em homens jovens saudaveis antes e depois de uma sessao de exercicio fisico agudo
e também apds doze semanas de exercicio de resisténcia. De um painel disponivel com 752
miRNAs, 188 miRNAs foram utilizados nas analises por apresentar valores de Ct menores do
que 33,5. Apos a sessdo de exercicio agudo de 60 min em bicicleta a 65% do peak-watt. Oito
miRNAs foram encontrados diminuidos imediatamente apds o exercicio (miR-106a, miR-221,
miR-30b, miR-151-5p, let-7i, miR-146a, miR-652, miR-151-3p). Uma hora ap06s o exercicio
agudo, 5 miRNAs foram encontrados aumentos (miR-338-3p, miR-330-3p, miR-223, miR-139-
5p, miR-143) e trés horas ap0s o exercicio, apenas o miR-1 foi encontrado aumentado
(NIELSEN, S@REN et al., 2014). Em relacdo ao exercicio resistido, onde os voluntarios se
exercitaram em bicicleta ergométrica com uma frequéncia de cinco vezes por semana, durante
doze semanas, os resultados mostraram diminuicéo de sete miRNAs (miR-342-3p, let-7d, miR-
766, miR-25, miR-148a, miR-185, miR-21), enquanto dois miRNAs foram encontrados
aumentados significativamente apds as 12 semanas de exercicio (miR-103, miR-107)
(NIELSEN, SPREN et al., 2014). Os resultados dos miRNAs miR-25 e miR-148a corroboram
com nossos resultados, onde estes dois miRNAs foram encontrados significativamente

reduzidos apos o exercicio leve (Figura 22).
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A primeira publicag&o envolvendo miRNAs circulantes dentro de vesiculas extracelulares
foi publicada no ano de 2015. Este artigo mostrou correlacdo positiva significativa entre o
fitness aerobio e miRNAs musculo especificos (GUESCINI et al., 2015).

E importante ressaltar que a diminuicdo nos niveis de miR-221 e miR-146a ap6s 0
exercicio agudo encontrado no estudo de NIELSEN, SAREN et al. (2014) est4 em discordancia
com o estudo publicado por BAGGISH, AARON L et al. (2011). Nesse estudo, a expressao
basal de tanto miR-221 quanto miR-146a foi encontrada elevada na resposta ao exercicio agudo
e apds 10 semanas de exercicio de endurance de remo. No estudo de Nielsen, nem miR-221
quanto miR-146 foram encontrados diferencialmente expressos apds 12 semanas de exercicio
de resisténcia. Além disso, as respostas induzidas pelo exercicio agudo e pelo exercicio de
resisténcia no estudo de Baggish, em termos da presenca de miR-21, entraram em contradicao
com o estudo. Sempre que o exercicio agudo ndo tinha efeito na expressdo de miR-21, o
exercicio de resisténcia marcadamente diminuiu a expressdo. No entanto, a diminui¢do da
presenca no estudo de Nielsen esta em concordancia com o achado por BYE et al. (2013) que
demonstrou associacao entre o baixo consumo maximo de oxigénio e altos niveis de presenca
de miR-21 circulantes no soro. As diferencas entre os estudos podem ser explicadas pelos
diferentes protocolos de exercicio aplicados. NIELSEN, SPREN et al. (2014) exercitou seus
voluntérios por 1 h a 65% da poténcia maxima. Ja BAGGISH, AARON L et al. (2011) utilizou
teste de VO2 méaximo para definir o exercicio agudo.

Até o presente momento ndo foi descrito um estudo envolvendo sequenciamento de
miRNAs em vesiculas extracelulares sob o estimulo do exercicio. Isto torna dificil a
comparagao ja que os miRNAs considerados diferencialmente expressos em estudos de nédo
foram encontrados.

Os RNAs que interagem com proteinas piwi (piRNAS), sdo a maior classe de pequenas
moléculas de RNA néo codificadoras expressas em células de animais (SIOMl et al., 2011). Os
piRNAs foram um complexo proteina-RNA por meio de interacfes com proteinas piwi. Estes
complexos piRNAs foram descritos envolvidos no silenciamento génico ao nivel poés-
transcricional e epigenético de retrotransposdes e outros elementos genéticos nas células da
linhagem germinativa, em particular durante a espermatogénese (LAU et al., 2006; SIOMI et
al., 2011).

Os resultados mostram que os piRNAs mais presente em amostras de vesiculas
extracelulares purificadas do soro de ratos, em todas as amostras, foram os piRNAs:
rno_piR_024955 seguido pelos rno_piR_005567 e rno_piR_012174.
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Em amostra de exossomas purificados de saliva, o piRNA mais abundante foi o piR-
018570, que teve um nivel de presenca media de 32.296 reads por milh&o em todas as amostras
estudadas. Para confirmar a presenca destes piRNAs em exossomas na saliva, dois piRNAs
abundantes no estudo (piR-001184 and piR-014923) foram escolhidos para validacdo por
ddPCR (BAHN et al., 2015).

No caso do exercicio aerébio agudo em cavalos, precisa-se entender o tipo de exercicio
praticado, que foi uma etapa do campeonato de Enduro Equestre, prova sob as normas da
Federacdo Equestre Internacional (FEI).

Em relagdo aos miRNAs diferencialmente expressos em amostras coletadas em diferentes
tempos de prova, miR-25 foi encontrado com expressdo aumentada em doengas como
insuficiéncia cardiaca, tanto em ratos e seres humanos. A utilizacdo de um oligonucleotideo
antisenso (antagomir) contra miR-25 conseguiu interromper a insuficiéncia cardiaca
estabelecida em modelo de rato, melhorando a fun¢éo cardiaca e sobrevivéncia (WAHLQUIST
etal., 2014).

A super expressdao de miR-30d levou ao aumento da expressdo do gene da insulina,
enguanto que a inibicdo de miR-30d aboliu a transcricdo do gene de insulina estimulada por
glicose (TANG et al., 2009). Os MiR-25 e miR-30d tém como alvo direto a regido 3 'UTR do
gene TP53 com o objetivo de regular negativamente os niveis da proteina p53 e reduzir a
expressao de genes que sdo ativados transcricionalmente por p53 (KUMAR et al., 2011).

O microRNA-423 (miR-423) foi regulado positivamente em carcinoma hepatocelular
(HCC). MiR-423 exerce efeitos de promocao do crescimento na carcinogénese hepatica através
da diminuicao da expressdo do gene supressor de tumor p21Cipl/WAF1 (LIN et al., 2011). Os
resultados deste estudo consideraram miR-423 como um novo miRNA oncogénico para HCC.
O miR-423 também foi regulado positivamente em pacientes com cancer de mama que
desenvolveram metastase (VOLINIA et al., 2012).

Um estudo que buscou avaliar as diferengas na expressao génica e na presenca de miRNAS
no sangue periféricos de cavalos antes e ap6s prova de enduro (160 km) encontrou 167 miRNAs
diferencialmente expressos apds a prova. Desses 167, 21 (miR-15a, miR-16, miR-17, miR-18a,
miR-20ab, miR-21-5p, miR-27a, miR-30b, miR-93, miR-101, miR-106, miR-107, miR-125b,
miR-130, miR-138-5p, miR-145, miR-181ab-5p, miR-221, miR-223, miR-342-3p e miR-505)
foram considerados tiveram alvos confirmados dentros de genes expressos em sangue periférico
e estdo relacionados ao exercicio (MACH et al., 2016). Nenhum destes miRNAs foram

encontrados em nosso estudo, o que pode ser justificado pela diferenca do fluido bioldgico
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utilizado (VEs do plasma vs sangue periférico) e também pela metodologia de identificacéo

(microArray vs sequenciamento).
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6 Capitulo 3 - 0O impacto das proteinas
RIPK1 e RIPK3 em vesiculas extracelulares
purificadas do cérebro de camundongos
submetidos a injuria traumatica cerebral e
na morte celular por necroptose em
macrofagos derivados da medula 0ssea
(MDMO)
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6.1 Objetivos

6.1.1 Objetivo Geral

Avaliar o impacto das proteinas RIPK1 e RIPK3 na concentracdo de vesiculas
extracelulares purificadas do cérebro de camundongos ap6s injuria traumatica cerebral e em

macrdfagos derivados da medula 6ssea.

6.1.2 Objetivos especificos

e Purificar vesiculas extracelular do cérebro de camundongos WT, D138N e RIP3KC apos
contusdo e concussdo cerebral;

e Caracterizar vesiculas extracelular do cérebro de camundongos WT, D138N e RIP3KC
apos contusdo e concussdo cerebral;

e Purificar e crescer macrofagos derivados da medula 6ssea de camundongos WT, D138N
e RIP3KO;

e Tratar macrofagos WT, D138N e RIP3X° com drogas que ativem a via de necroptose;

e Purificar e caracterizar vesiculas extracelulares derivadas de macrofagos WT, D138N e

RIP3K0 apds morte por necroptose;
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6.2 Fluxograma — Capitulo 3

O impacto das proteinas RIPK1 e RIPK3 em vesiculas extracelulares purificadas do
cérebro de camundongos submetidos a injuria traumatica cerebral e na morte celular
por necroptose em macrofagos derivados da medula 6ssea (BMDM)
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Figura 42. Fluxograma representando as etapas executadas no capitulo intitulado: O impacto
das proteinas RIPK1 e RIPK3 em VEs purificadas do cérebro de camundongos submetidos a

injaria traumatica cerebral e na morte celular por necroptose em macréfagos derivados da

medula 6ssea (MDMO).
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6.3 Metodologia

6.3.1 Animais

Camundongos fémeas C57BL/6 entre 8 e 10 semanas de idade foram utilizados nos
experimentos de contusdo e concussédo cerebral. Para coleta de células da medula dssea foram
utilizados camundongos fémeas C57BL/6 entre 4 e 10 semanas de idade. Os gendétipos D138N,
mutacgdo pontual na proteina RIP1, e RIP3KC foram adquiridos junto ao laboratdrio Jackson

(The Jackson Laboratory) e mantidos no biotério do Massachusetts General Hospital.

6.3.2 Contusao e concussdo cerebral

O procedimento cirurgico para realizagdo do impacto cortical controlado (contusao, CCI)
foi realizado 48h antes da coleta do cérebro e da purificacdo de vesiculas extracelulares. Os
camundongos foram anestesiados com isoflurano a 4% (Anaquest, Memphis, TN) em 70% de
N20 e 30% de Oz por 45 segundos usando um vaporizador Fluotec 3 (Colonial Medical,
Ambherst, NH). Durante a cirurgia, a anestesia foi mantida com 3,5% de isoflurano. A cabeca
foi posicionada em um aparelho estereotaxico e ap6s uma incisdo na linha média do couro
cabeludo, uma craniotomia de 5 mm foi feita com uma broca de méo e Iamina cilindrica acima
do lobo parietal esquerdo. A dura-méater foi deixada intacta. O impacto foi feito com pistdo
pneumatico de ponta plana de 3 mm a uma velocidade de 6 m/s, duracdo de 100 ms e
profundidade de 0,6 mm. O pistéo foi centralizado na dura-mater e o cérebro comprimido até o
a ponta do pistdo tocar na superficie do cérebro. O cérebro é deformado aproximadamente 0,6
mm durante o ajuste da ponta do pistdo e a profundidade total do impacto é de 1,2 mm. Este
nivel de lesdo resulta em perda significativa do Hipocampo ipsilateral dorsal e déficits
cognitivos robustos avaliados por Morris Water Maze. Os camundongos nédo lesionados foram
chamados de Sham, pois receberam as mesmas doses de anestesia e craniotomia sem CCI. Neste
desenho experimental 8 animais foram utilizados, 4 Sham e 4 Contusao.

O protocolo de concussdo seguiu 0 mesmo procedimento anestésico da contusao. Apds
0s camundongos estarem anestesiados, foram colocados em papel Kimwipe (Kimwipe,
Kimberly-Clark, Irving, TX, USA), segurados pela cauda e posicionados com a cabega embaixo

de um tubo PVC de 96,5cm de comprimento e 5¢cm de didmetro. Em seguida, um peso de metal
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de 54gramas foi solto dentro do tubo de pvc acertando diretamente a parte dorsal do cranio,
entre as suturas coronal e lambdoide. Com o impacto, a cabeca do camundongo rasga o papel
e permite a aceleracdo da cabeca no plano anterior, posterior. Os camundongos Sham receberam
a anestesia mas ndo sofreram a concusséao. Para 0s experimentos de concussao, 8 animais foram

utilizados, 4 Sham e 4 concussao.

6.3.3 Purificacdo de vesiculas extracelulares

Os animais foram anestesiados e sacrificados 48h apds as contusdes e concussdes e 0S
cérebros foram coletados. Apenas as regides ipsilaterais do cortex foram utilizados para a
purificacdo de vesiculas extracelulares. O protocolo de purificacdo utilizado seguiu as
recomendacdes de (PEREZ-GONZALEZ et al., 2012). Resumidamente, os cOrtex foram
depositados em solucdo contendo 20 unidades/ml Papain (Worthington) em Hibernate E
solution (3 ml/cortex; BrainBits, Springfield, IL) por 15 min a 37 °C. O tecido foi gentilmente
homogeneizado em 2 volumes (6 ml/cortex) de Hibernate E gelada. Os cortex homogeneizados
foram filtrados em filtro de 40 um seguido por filtro de 10 um (BD Biosciences). Em seguida,
o filtrado foi centrifugado por 300 x g por 10 min at 4 °C, 2.000 x g for 20 min at 4 °C, e filtrado
com filtro de seringa de 0.2 um (Millipore). O filtrado foi diluido em 40ml de PBS ultrapuro e
as VEs foram isoladas do filtrado por ultracentrifugacdo a 120.000 x g por 2h a 4 °C. O pellet
foi ressuspendido em 40ml de PBS ultrapuro e nova ultracentrifugagéo a 120.000 x g por 2h a
4 °C foi feita. Em seguida, o pellet foi ressuspendido em 500 uL de PBS e carregado no topo
de um gradiente contendo 8%, 30%, 45% e 60% de sacarose e ultracentrifugados por 200000 x
g por 1h a 4 °C. Em seguida, foram coletadas 12 fracdes de 1ml do topo do gradiente, diluidas
em PBS e ultracentrifugadas por 120.000 x g por 1h a 4 °C. Os pellets foram ressuspendidos
em 40uL de PBS ultrapuro e armazenados em freezer -80 °C. Para determinar as fracdes de

VEs presentes no gradiente de sacarose, 20uL de amostra foi utilizada em Western Blotting.

6.3.4 Identificacdo de proteinas por Western blotting

A extracdo de proteinas das vesiculas extracelulares (VES) foi feita utilizando 20uL VEs,
diluidas em 2 pL de tampéo de extracdo de proteinas RIPA 10X (Millipore) adicionado de 0,2

uL de coquetel inibidor de protease e vortexadas por 20s. O conteddo de proteinas totais de
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VEs foi analisado em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 12%. O perfil de proteinas totais de
VEs e de proteinas marcadoras de exossomas foram identificadas por Western blotting. Foram
separadas 12 fracGes do gradiente de sacarose, de 8% a 60%. Inicialmente as proteinas foram
separadas por tamanho em eletroforese de proteinas em géis de poliacrilamida (SDS-PAGE)
12%, fixados em cuba de eletroforese (Bio-Rad Mini Protean Il). Em cada gel foi aplicado um
volume de 22,2uL de VEs de cada fracdo por poco. Os géis correram em voltagem de 150V e
amperagem de 15 mA por 1h. O gel foi transferido para membranas de PVDF. A transferéncia
foi feita seca utilizando iBlot 2 Dry Blotting System (Thermo Fisher). A transferéncia foi feita
por 7min em voltagem de 20V. As membranas foram bloqueadas por 1h em BSA 5% diluido
em tamp&o TBST 1X (50 mM Tris.HCI pH 7.4; 150 mM NaCl; 0.1% Tween 20).

Apbs o bloqueio, as membranas foram incubadas com anticorpo priméario anti-Alix
(1:100) (Santa Cruz Biotechnology), anti IL-1p (1:100) (Abcam, ab2105) em BSA 5% em
TBST1X overnight. O anticorpo anti IL-1p reconhece tanto a forma precursora (31KDa) quanto
a forma madura da proteina (17KDa). Ap0s trés lavagens com TBST1X, o anticorpo secundério
Anti-IGG de coelho (1:1000; Sigma), conjugado com HRP, foi aplicado as membranas, e
incubadas por 1h em BSA 5% em TBST1X. Apos 3 lavagens com TBST1X as membranas

foram reveladas utilizando Luminata Crescendo Western HRP substrate (Millipore).

6.3.5 Analise por rastreamento de nanoparticulas

A medida de concentracdo e distribuicdo de tamanho de VEs foram feitas pelo
equipamento Nanoparticle tracking analysis (Malvern, EUA) versdo 2.2. As variadveis
utilizadas foram camera shutter 1495, camera gain no maximo, tempo de duracdo de video de
60 segundos. Os videos foram feitos do lado direito do ponto de captura (red spot). As analises
foram feitas com screen gain no maximo. Todas as variaveis foram mantidas entre todas as

leituras.

6.3.6 Cultura de macrofagos derivados da medula 6ssea

A primeira etapa para cultivo de macrofagos derivados da medula Gssea consiste na
preparacdo do meio de cultura. As células tronco devem ser inicialmente cultivadas em meio

chamado High Serum por pelo menos 5 dias. O meio High Serum contém 30% de sobrenadante
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das células L929 (crescidas por 7 dias em RPMI com 10% soro fetal bovino e 1% Pen\Strep),
20% de soro fetal bovino, 1% Pen\Strep em RPMI. O sobrenadante da célula L929 ¢ utilizado
como fornecedor do fator de crescimento de macrofagos, M-CSF. As células L929 foram
cedidas gentilmente pela Dra. Xandra Breakefield do Massachusetts General Hospital.

Femurs e tibias foram removidos de camundongos e a medula dssea coletada em tubo
Falcon com a ajuda de seringa contendo PBS ultrapuro. Apos centrifugacdo a 300 x g por 5 min
as celulas tronco da medula 6ssea foram semeadas em 16 placas de petri de 15 cm de didmetro
(Corning) contendo 15 mL de meio High Serum. As células foram incubadas a 37 °C. Ap6s 3
dias de incubacdo, foram adicionados mais 5 mL de High Serum em cada placa. Apos 5 dias de
incubacdo, as células foram coletadas das placas de petri via lavagem com PBS, centrifugadas,
contadas e 2 milhdes de células foram semeadas por placa de petri de 15cm contendo 20mL de
Low Serum (10% sobrenadante L929, 10% soro fetal bovino e 1% Pen\Strep em RPMI). Apoés
o dia 7 as células estavam prontas para receber os tratamentos. No dia dos tratamentos, 0 meio
foi substituido pelo meio de tratamento (apenas RPMI) e os tratamentos foram feitos 5 minutos

apos a substituicdo do novo meio.

6.3.7 Ativacdo de Necroptose em Macréfagos

A ativacdo da via de morte celular nos Macréfagos foi feita durante 2h e 24h utilizando
0s seguintes tratamentos: DMSO 0.3% (Sigma-Aldrich), LPS de E.coli 10ng/mL (Sigma-
Aldrich), Zvad 50uM (ApexBio), Necrostatin-1 30 uM (ApexBio), LPS 10ng/mL + Zvad
50uM, LPS 10ng/mL + Zvad 50uM + Necrostatin-1 30 uM. ZVAD ¢ um inibidor quimico de
todas as caspases e Necrostatin-1 (NEC1) € um inibidor quimico especifico da proteina RIPK1.
Apos 2h e 24h, lodeto de propidio foi adicionado nas placas e células mortas, positivas para
lodeto de propidio, foram contadas no microscopio. Apos a contagem de células mortas, o
sobrenadante do meio foi coletado, processado para purificacdo de vesiculas e as células

utilizadas para identificacdo de proteinas por Western Blotting.

6.3.8 Purificacdo de VEs de macrofagos

A purificagdo seguiu o protocolo de centrifugacao diferencial. O sobrenadante das células

foi centrifugado a 300 x g por 10 min para remocdo de eventuais células mortas, 2.000 x g por
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20 min para remocao de debris, filtragdo com filtro de 0,8 um e ultracentrifugacdo a 120.000 x
g por 2h a 4°C. As vesiculas purificadas dos diferentes tratamentos foram contadas e medidas

utilizando o Nanoparticle tracking analysis.

6.3.9 Tratamento de células neuronais HT-22 com VEs

A linhagem de célula neuronal HT-22 foi utilizada como recipiente para avaliar o papel
funcional das vesiculas extracelulares secretadas por macréfagos em necroptose. Células HT-
22 foram cultivadas em placas de petri de 6 pocos contendo meio DMEM suplementado com
10% de soro fetal bovino e 1% de Pen\Strep até atingirem uma confluéncia de 90%. A mesma
concentragéo de vesiculas (5 x 108\mL) foi utilizada nos tratamentos. Apds 48h do tratamento
com vesiculas, lodeto de propidio foi adicionado nas células e as células mortas foram contadas

no microscopio.

6.4 Resultados

6.4.1 Purificacdo e caracterizacdo de VEs do cérebro de camundongos

submetidos a contusdo e concussao cerebral

A purificacdo de VEs diretamente do cérebro de camundongos seguiu o protocolo de
(PEREZ-GONZALEZ et al., 2012). O protocolo utiliza série de filtragbes, centrifugacéo
diferencial e gradiente de sacarose para purificar VEs. A Figura 43 mostra que a presenca da
proteina marcadora de VEs, Alix, que foi identificada nas fracGes 4, 5, 6 e 7 de um gradiente

de 30% a 45% de sacarose.
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Figura 43. Western blotting para identificacdo da proteina marcadora de VEs, Alix, em 12
fracdes de gradiente de sacarose de purificado de VESs do cérebro de camundongos submetidos

a contuséo (CCI) e concussédo (CHI) cerebral.

Apos a identificacdo das fraces cuja proteina Alix foi positiva no Western Blotting, as
fracdes positivas foram combinadas e precipitadas para formar uma amostra de VES. Apds isso,
foi feita a contagem de VES\mL e a distribuicdo do tamanho modal das particulas utilizando o
nanoparticle tracking analysis. Ndo houve diferenca estatistica na concentracdo e no tamanho
das VEs entre os grupos Sham e CCI (contusdo), tanto nos animais WT, quanto nos animais
RIP3XCe D138N (Figura 44).
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Figura 44. VEs purificadas do cérebro de camundongos WT, D138N e RIP3KC apds contusio
cerebral (CCI) foram quantificadas por nanoparticle tracking analysis. Cada ponto representa

VEs purificadas de um animal.
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Figura 45. VEs purificadas do cérebro de camundongos WT, D138N e RIP3KO apds contuséo
cerebral (CCI) foram medidas em relagdo ao diametro modal por nanoparticle tracking

analysis. Cada ponto representa VEs purificadas de um animal.

Em seguida, foi analisada a presenca da Interleucina 1B (IL-1p) associada a VEs
liberadas ap6s a contusdo e concussdo cerebrais. Utilizando duplicatas bioldgicas foi
demonstrado por Western Blotting um aumento na presenca da IL-1p madura nas amostras de
contusdo, comparados com as amostras Sham tanto nos grupos WT, D138N e RIP3X° (Figura
46).

Sham CClI

WT WT D138N/- D138N Rip3-- Rip3-- WT WT D138N/- D138N Rip3--- Rip3-/-

IL-1B 17KDa

Figura 46. Western blotting para idenfitificagdo da proteina madura IL-1p em VEs purificadas
do cérebro de camundongos WT, D138N e RIP3KO submetidos a contusdo cerebral (CCI).

Duas réplicas bioldgicas foram utilizadas nesse experimento.
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De forma semelhante, também foi observado um aumento na presenca da proteina IL-
1B em amostras de VEs purificadas apds a concussdo cerebral (CHI) de camundongos.
Utilizando quatro réplicas bioldgicas, foi possivel identificar o aumento na IL-1p em VES em

3 das 4 amostras (Figura 47).
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Figura 47. Western blotting para idenfitificacdo da proteina precursora IL-1p em VES

¥ e

Mature IL1B

purificadas do cérebro de camundongos WT submetidos a concussao cerebral (CHI). Quatro

réplicas biologicas foram utilizadas nesse experimento.

6.4.2 Purificacdo e caracterizacdo de vesiculas extracelulares purificadas de

macrdfagos em necroptose apos 2h.

Ap0s o estudo de VEs purificadas diretamente do cérebro de camundongos submetidos a
injaria traumatica cerebral, foi iniciado estudo com a ativacao da morte celular por necroptose
em macréfagos derivados da medula 6ssea de camundongos. Apos a diferenciacdo das células-
tronco da medula em macréfagos por 7 dias as células foram tratadas por 2h com LPS+ZVAD
para ativacdo da via de necroptose e as células mortas foram identificadas com ajuda do corante
lodeto de Propidio (PI) e contadas em microscopio. Células vivas (campo claro) e mortas (Pl+)
foram contadas em 5 campos do microscopio em trés experimentos independentes. Os
tratamentos utilizados foram DMSO, LPS, ZVAD, LPS+ZVAD e LPS+ZVAD+NECL.
Necrostatin-1 (NEC1) é um inibidor quimico especifico da proteina RIPK1. Apos 2h, o niUmero
de células mortas no tratamento com LPS+ZVAD é estatisticamente maior do que 0S outros
grupos, indicando que a via de necroptose estava ativada apds 2h. Para confirmar que a morte

celular estava ocorrendo pela via de necroptose e ndo alguma via de sinalizacédo diferente, foi
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feito um western blotting para identificagdo da proteina MLKL fosforilada (p-MIkl). Os
resultados do western blotting mostram a presenca de p-MIkl apenas na amostra tratada com
LPS+ZVAD, desaparecendo com a aplicacdo do inibidor da proteina RIPK1, NECI,

configurando assim uma morte por necroptose (Figura 48).
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Figura 48. Caracterizacdo da via de necroptose em macrofagos. Macréfagos derivados da
medula 6ssea foram tratados com LPS+ZVAD por 2h e as células mortas coradas com lodeto
de Propidio (PI) (acima). Apés duas horas de tratamento o nimero de macr6fagos mortos foi
significativamente maior do que os controles (esquerda). Western blotting indicando a presenca
da proteina efetora de necroptose, p-MIKkl, apenas nas células tratadas com LPS+ZVAD, néo
estando presente na presenca do inibidor quimico da proteina RIPK1, Necrostatin-1 (NEC1)
(direita).

Ap0s a caracterizacdo da morte celular em macrdfagos apés 2h, foi feita a purificacdo e
caracterizacdo de VEs do sobrenadante das células ap6s cada tratamento. A Figura 49 mostra
gue h&d um aumento estatisticamente significativo na liberacdo de VEs de macrdfagos ap6s 2h
nos tratamentos com LPS, LPS+ZVAD e e LPS+ZVAD+NEC1 comparados aos tratamentos
com DMSO e ZVAD. Em relagdo ao tamanho modal das particulas, houve um aumento
significativo no tamanho de VEs purificadas de macrofagos tratados com LPS e
LPS+ZVAD+NEC1 comparados com as VEs purificadas de células tratadas com DMSO,
ZVAD e LPS+ZVAD.
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Figura 49. Caracterizacao de VESs purificadas de macrofagos derivdados da medula 6ssea apds
2h de tratamento. Concentracdo de particulas por mL (esquerda) e distribuicdo do diametro
modal (direita) de VEs purificadas de macréfagos derivados da medula 6ssea de camundongos
WT tratados com ativadores da via de necroptose por 2h.

Para assegurar a correta mensuracao na concentracdo de VEs pelo Nanoparticle tracking
analysis (NTA), foi feito um western blotting para identificacdo da proteina CD63 (marcador
de VESs) e para a proteina de interesse, IL-1p. Os resultados encontrados da presenga de CD63
em VEs por Western blotting corroboram com os resultados medidos pelo NTA, pois a presenca
de CD63 é maior em VEs purificadas de macréfagos tratados com LPS, LPS+ZVAD (LZ) e
LPS+ZVAD+NECL (LZN). A proteina IL-1p foi encontrada aumentada em VES purificadas de
macrofagos tratados com LPS+ZVAD, e desapareceu ap6s o tratamento com NEC1, o que
indica uma relacdo dependente da secre¢do de IL-1p associada a VES com a proteina RIPK1.
(Figura 50).
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Figura 50. Western blotting para identificacdo da Interleucina pré-inflamatéria IL-1B em
Macréfagos necroptéticos e VEs purificadas dessas células. A proteina marcadora CD63 é
enriquecida nas VEs das ceélulas tratadas com LPS, LPS+ZVAD e LPS+ZVAD+NECI,

enquanto a IL-1p é enriquecida em VEs purificadas de macréfagos tratados com LPS+ZVAD.

6.4.3 Purificacdo e caracterizacdo de vesiculas extracelulares purificadas de

macrdfagos em necroptose apds 24h.

Ap0ds caracterizar a morte de macréfagos por necroptose apos 2h, foi feita a caracterizacdo
apos 24h utilizando células mutantes para as proteinas RIPK1 (D138N) e RIPK3 (RIP3-\-). A
Figura 51 mostra uma porcentagem maior de células mortas ap6s o tratamento com DMSO
comparados com os resultados de 2h. Além disso, mostra que as células RIP3-\- foram
altamente resistentes a morte por necroptose apos o tratamento com LPS+ZVAD.
Aproximadamente 90% das células WT estavam mortas ap6s 24h do tratamento com
LPS+ZVAD, enquanto as células D138N tiveram fenotipo intermediario entre WT e RIP3-\-
(Figura 51 ). Para confirmar a ativacdo da via de necroptose foi feito um western blotting para
identificacdo da proteina efetora p-MIKkl. Tanto as células WT quando D138N foram positivas
para a presenca de p-MIkl, enquando que as células RIP3-\- foram negativas para a presenca

dessa proteina (Figura 51).
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Figura 51. Caracterizacdo da via de necroptose em macrofagos WT, D138N e RIP3-\- apds
24h. Macrofagos derivados da medula 6ssea foram tratados com LPS+ZVAD por 24h e as
células mortas coradas com lodeto de Propidio (PI) (acima). Ap6s 24 horas de tratamento 0s
Macrofagos RIP3-\- foram altamentes tolerantes a morte celular causada por necroptose,
enquanto os Macrofagos WT e D138N foram completamente mortos apds 24h do tratamento
com LPS+ZVAD (esquerda). Western blotting indicando a presenca da proteina efetora de
necroptose, p-MIkl, tanto nas células WT quanto D138N tratadas com LPS+ZVAD, entretanto,

as células RIP3-\- ndo expressaram a proteina p-MIkl.

Ap0s a caracterizagdo da morta celular em macrdfagos apos 24h, foi feita a purificacéo
e caracterizacdo de VEs do sobrenadante das células WT, D138N e RIP3-\- apds cada
tratamento. A Figura 52 mostra que ha um aumento estatisticamente significativo na liberacao
de VEs de macrofagos ap6s 24h nos tratamentos com LPS+ZVAD apenas nas células WT
comparados aos tratamentos com DMSO, LPS e LPS+ZVAD em todas as outras células. Em
relagdo ao tamanho modal das particulas, ndo houve diferenca estatistica entre as VES

purificadas das diferentes células tratadas ou néo tratadas.
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Figura 52. Caracterizacdo de VEs purificadas de macréfagos WT, D138N e RIP3KO
derivdados da medula dssea apds 24h de tratamento. A concentracdo de particulas por mL
(esquerda) e distribuicdo do diametro modal (direita) foram medidos por nanoparticle tracking
analysis. A concentracdo de VEs foi estatisticamente maior em células WT tratadas com
LPS+ZVAD comparadas com células D138N e RIP3KO. N&o houve diferenca estatistica entre

0 diametro modal nos grupos.

Para analisar o perfil total de proteinas presentes em VEs purificadas de macréfagos
apos cada tratamento, as proteinas de VEs foram extraidas, e foi feito um SDS-PAGE corado
com prata. Experimentos anteriores mostraram que o tratamento com DMSO praticamente néo
libera VEs e 0 SDS-PAGE mostra que o tratamento com DMSO praticamente nao apresenta
proteinas. Porém, VEs purificadas de macréfagos tratados com LPS e LPS+ZVAD carregam
proteinas de diferentes pesos moleculares, sendo enriquecidas em proteinas de baixo peso
molecular. Além disso, algumas bandas presentes nas células WT e D138N tratadas com
LPS+ZVAD foram ausentes nas células RIP3-\- (Figura 53).
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WT D138N Rip3-/- WT D138N Rip3-~ WT D138N Rip3--

Figura 53. Perfil total de proteinas purificadas de VEs derivadas de Macr6fagos WT, D138N
e RIP3-\-. Proteinas de VEs foram extraidas, separadas em gel SDS-PAGE 12% e coradas com

prata para analise do perfil total de proteinas presentes em VESs.

Para buscar entender a relagdo entre IL-1p e VEs secretadas por macrofagos em
necroptose e a sua relacdo com as proteinas RIPK1 e RIPK3 foi feito um Western Blotting para
detectar IL-1PB nas diferentes VES dos diferentes genotipos. Nos tratamentos com LPS, a
presenca de IL-1p foi detectada apenas nos gen6tipos D138N e RIP3-\-. J& nos tratamentos de
ativacdo de necroptose, LPS+ZVAD, IL-1p foi detectada levemente nas VES WT e nas VES
RIP3-\-. Aparentemente o dominio quinase D138N da proteina RIPK1 € necessario para a

incorporacgdo de IL-1f em VEs de macrofagos (Figura 54).

DMSO LPS LPS+ZVAD

WT D138N Rip3-~- WT D138N Rip3-/~- WT D138N Rip3-/-

IL-1B precursor

Figura 54. Western blotting para identificar a Interleucina pro-inflamatéria IL-1B em VES
purificadas de macréfagos WT, D138N e RIP3-\- ap0s tratamento com LPS+ZVAD.

Para tentar confirmar se a proteina IL-1p realmente estava sendo secretada associada a

VEs foi feito uma purificacdo com gradiente de sacarose e western blotting para as proteinas
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IL-1B e CD63. Foi demonstrado cofracionamento entre IL-1p e CD63 nas fragdes 9 ¢ 10 do

gradiente de sacarose, entre 45% a 60% de sacarose (Figura 55).

Sucrose gradient fractions

8% 30% 45% 60%
M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
) . - 7
- 4
CD63
[

.

Figura 55. Western blotting para estabelecer uma relacéo entre IL-1p e VESs. As proteinas IL-
1B e CD63 foram identificadas ap6s purificagdo de VES por gradiente de sacarose. Nota-se que
essas duas proteinas compartilham as fracGes 9 e 10 do gradiente, sugerindo que estdo sendo

transportadas juntas em VEs.

6.4.4 ldentificacdo de proteinas associadas a VEs purificadas de macroéfagos

em necroptose.

Para identificar o impacto das proteinas RIPK1 e RIPK3 na liberacdo de VESs durante a
morte por necroptose em macrofagos, amostras de VES secretadas por macrofagos tratados com
LPS+ZVAD por 24h foram purificadas, as proteinas de VEs dos gendétipos WT, D138N e RIP3-
\- foram extraidas, separadas por SDS-PAGE e enviadas para sequenciamento em
espectrometria de massas na Taplin Biological Mass Spectrometry Facility. VEs purificadas de
macrofagos WT apresentaram 320 proteinas totais, ja VESs purificadas de macréfagos D138N
apresentaram 41 proteinas e VEs purificadas de macréfagos e RIP3-\- apresentaram 31
proteinas totais. Entre as 20 proteinas mais abudantes nas trés amostras estdo as proteinas
Pyruvate kinase (PKM), proteinas do citoesqueleto como Actinas (Acta2), Tubulinas (Tubala),
GAPDH (Tabela 21).
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Tabela 21. Lista de proteinas purificadas de VEs derivadas de Macréfagos WT, D138N e RIP3-

\- tratados com LPS+ZVAD por 24h.

WT - 320 proteins D138N - 41 proteins RIPK3KO - 31 proteins

Pkm Acta2 Acta2
Ncl Pkm Apoe
Iggapl Anxa2 Phb2
Cltc Atp5al Rps3
Pgkl Hspa8 Eeflal
Ptpn6 Enol Gapdh
Eeflal Atp5b Cfl1
Acta2 Pfnl Pfnl
Rps3 Gapdh Tubb2a
Enol Ubab52 Histlhlc
Ftl1 Rpll2 Ran
Tubala Eeflal Pltp
Srsfl Cfl1 Arhgdia
Idhl Rps3 Rapla
Fermt3 Hspala Smadl
Ehdl Lpl Pkm
Ehd4 Aldhlbl Rpl22
Tubb2a Baz2a Anxa2
Gapdh Sept6 Hbbt1
Gnb2|1 Hbbt1 Aldhlbl

As 20 proteinas mais abundantes foram utilizadas como input para analise no Gene
Onthology para se identificar os processos biolégicos mais relevantes dessas proteinas. Nas
proteinas presentes em VEs purificadas de macréfagos WT, a principal via metabdlica foi da
Glicolise, enquando em VEs de macr6fagos D138N e RIP3-\- a principal via metabodlica
encontrada foi das Rho GTPases (Figura 56).
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Figura 56. Vias metabolicas identificas por gene onthology das 20 proteinas mais abundantes
presentes em VEs de macr6fagos necroptéticos WT (esquerda), D138N (centro) e RIP3-\-
(direita).

6.4.5 Funcdo bioldgicas de VESs necroptoticas

E importante buscar ententer a relevancia biologica das VEs. Para tanto, testou-se a
hipotese de que as VEs purificadas de Macrofagos em estagio de morte celular por necroptose
poderia atuar causando a necroptose em outra células sensivel para este tipo de morte celular,
como um propagador de sinal. Portando, VEs purificadas de macrofagos apds o tratamento de
24h com LPS+ZVAD foram usadas como tratamento em uma linhagem de célula neuronal,
HT-22. A Figura 57 mostra que o tratamento com VEs purificadas de macréfagos apos o
tratamento com LPS+ZVAD aumentou significativamente a morte de células HT-22 em
comparagdo com o tratamento com VEs purificadas de macrdfagos tratados com DMSO, LPS,
ZVAD ou LPS+ZVAD+NECL1. Este resultado sugere que as VEs purificadas de macrofagos

em necroptose podem atuar causando a morte celular em outra célula.
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Figura 57. Linhagem de células neuronais HT22 tratadas com VESs purificados de macréfagos
WT tratados com LPS+ZVAD e seus controles. O tratamento com VEs de macréfagos

necroptéticos foi 0 que mais causou morte celular em células HT22.

Um problema do experimento anterior diz respeito ao contetdo das VEs purificadas
apos a necroptose em macrofagos. As VES poderiam estar causando a morte em outras células
pelo fato de incorporarem os compostos utilizados no tratamento dos macréfagos, LPS e ZVAD
e ndo por mecanismos bioldgicos inerentes a essas VES. Para testar essa hipotese, foi feito um
western blotting para identificar se VEs purificadas de macréfagos tratados com LPS poderiam
incorporar ou transportar esse LPS para outras células. A Figura 58 mostra que apenas as
amostras de VEs foram positivas para o anticorpo anti-LPS. Trés amostras de lisado de
macrofagos e o sobrenadante da purificacdo de VEs foram negativos para a presenca de LPS
(Figura 58).
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Figura 58. Western blotting mostrando a presenca de LPS em VEs purificadas de macréfagos
tratados com LPS+ZVAD e a auséncia de LPS em células de macrdfagos e no sobrenadante do

purificado de VEs.
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6.5 Discussao

Os resultados obtidos da purificacdo de VEs do cérebro de camundongos submetidos a
injaria traumatica cerebral (ITC), mostram que apesar de ndo haver diferenca na concentracéo
de VEs nos grupos tratados (contuséo e concussao) com o grupo nao tratado (Sham), houve um
aumento na presenca da Interleucina proinflamatoria IL-1p nos grupos submetidos a ITC.

Um estudo publicado em 2016 comparou os niveis dos miRNAs associados a VES
cerebrais de camundongos submetidos a ITC. Os autores mostraram que 0s niveis dos
microRNAs purificados de VEs miR-21, miR-146, miR-7a, and miR-7b aumentaram no
hemisfério cerebral que recebeu a lesdo, enquanto que os niveis de miR-212 diminuiram. Este
estudo revela um novo mecanismo potencial de comunicacdo célula-célula ndo descrito
anteriormente em ITC (HARRISON et al., 2016). Apesar desse estudo ndo ter avaliado a
concentracdo de VEs p6s ITC, foi demonstrado aumento na concentracdo de miRNAS
associados a VEs

Foi demonstrado na literatura que hd um aumento na concentracdo de IL-1p e IL-10
livres no cérebro de ratos submetidos a ITC dentro das primeiras 24h apés a injaria (KAMM et
al., 2006). Infelizmente o protocolo de purificagdo de VEs diretamente do cérebro de
camundongos s6 foi descrito em 2012 (PEREZ-GONZALEZ et al., 2012), o que torna 0s
estudos envolvendo ITC e VEs cerebrais ainda excassos para comparagéo.

A maior parte da IL-1p ¢ secretada e disponivel livremente no espago extracelular, mas
também pode estar disponivel protegida em VEs. Essa diferenca explica o mecanismo de
sinalizacdo, ja que a IL-1p livre tem rapida meia vida, sua sinalizagdo é mais local, enquanto
que IL-1p protegida por VEs pode sinalizar em regiGes mais distantes da lesdo primaria
(MACKENZIE et al., 2001; QU etal., 2007).

Ja os dados relativos a ativacdo da via de necroptose em macréfagos mostram que existe
um aumento na liberacdo de VEs ap6s o tratamento com LPS, LPS+ZVAD e
LPS+ZVAD+NEC-1 comparadas ao grupo ndo estimulado apds 2h (Figura 49). Esse aumento
apos na liberacdo de VEs apos 2h parece ser dependente da ativacdo por LPS. Porém apés 24h
de tratamento a Unica diferenca estatistica ocorreu no tratamento com LPS+ZVAD, o que indica
uma liberacéo de VEs especifica para necroptose. Este é o primeiro estudo a mostrar 0 aumento
na liberagdo de VEs em macrdfagos primarios apos inducdo da morte por necroptose. Alem

disso, a reducgdo na liberacdo de VEs em células D138N e RIP3KO indicam que tanto as
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proteinas RIPK1 quanto RIPK3 podem estar envolvidas em alguma etapa da biogénese ou
liberacéo de VEs.

Foi demonstrado que o tratamento de células dendriticas com LPS por 24h aumentou a
liberacdo de VESs nessas células (SOO et al., 2012). De maneira similar, VEs purificadas de
macrofagos infectados com os patdgenos intracelulares Mycobacterium tuberculosis, M bovis
BCG, Salmonella typhimurium ou Toxoplasma gondii podem estimular uma resposta pro-
inflamatdrias dependente de TLR e MYD88 em macrdfagos nédo estimulados (BHATNAGAR
etal., 2007).

Outra relagdo verificada nos resultados envolve a proteina RIPK1 e a liberacdo de IL-
1B em VEs. Tanto na utilizacdo do inibidor farmacoldgico NEC-1 quanto na utilizacdo do
modelo genético animal D138N, a presenca da proteina IL-1p em purificado de VES ndo foi
confirmada (Figura 50 e 54) Esses resultados sugerem que a proteina RIPK1 esta envolvida no
mecanismo de carregamento de IL-1p em VES, 0 que seria uma nova funcgdo para RIPK1.

A proteina RIPK1 quando ativada pode atuar em outras vias de sinalizacdo
independentes da morte por Necroptose. RIPK1 e RIPK3 quando ativados por LPS promovem
a ativacdo de Erk, cFos e NF-xB o que leva a uma expressao aguda de citocinas proinflamatorias
(NAJJAR et al., 2016).

O Unico artigo que estudou o impacto de VEs na morte por necroptose de linhagem de
células epiteliais endocervicais tratadas com Neisseria gonorrhoeae. Essa bactéria é capaz de
inibir a apoptose nessas células e induzir a liberacdo de VESs carregadas com a proteina inibidora
de apoptose clAP2. Com a libracdo das VEs e diminuicdo da concentracdo intracelular de
clAP2 as células morrem por necroptose (NUDEL; MASSARI; GENCO, 2015).

Uma das hipdteses iniciais era que as VEs purificadas de macr6fagos necroptoticos
estariam carregadas com proteinas ativadoras da via de necroptose (RIPK1, RIPK3 e p-MLKL),
porém essa hipdtese ndo foi confirmada pois essas proteinas ndo foram encontradas em VES
por Western Blotting (dados ndo demonstrados). Logo, a ativacdo da morte celular em células
neuronais HT-22 receptoras deve ser induzida por outras proteinas que nao estdo envolvidas
diretamente na morte por necroptose (RIPK1, RIPK3 e p-MLKL), sendo necessarios estudos
futuros para identificar quais componentes participam dessa morte celular.

Os dados de sequenciamento de proteinas de VEs purificadas de MDMO necroptoticos
revelam grande presenca de proteinas da familia das RhoGTPases (Figura 56), proteinas
envolvidas na transducdo de sinais intracelulares basicos como proliferacdo e diferenciacéo

celulares, motilidade, adeséo, sobrevivéncia e secre¢cdo (BOUREUX et al., 2007).
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E consenso a atuagdo de VES na propagagdo e transducdo de sinais em células
receptoras. Por exemplo, exossomas derivados de linhagem celular de céncer de prostata,
inibem a proliferacdo de células T quando cocultivados. Esses exossomas causam apoptose de
uma maneira dose dependente nas células T devido ao delivery de FasL (ABUSAMRA et al.,
2005). Os dados de espectrometria de massas ndo indicam a presenca de FasL em VEs
purificadas de MDMO necroptoticos, 0 que sugere outros mecanismos para inducdo da morte
na célula receptora, possivelmente pela entrega de LPS incorporado em VESs ap6s a adi¢do no

meio de cultura.
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7 Conclusoes

O exercicio aer6bio agudo nas intensidades leve, moderada e intensa aumenta a
concentragdo de VEs no soro de ratos;

Os miRNAs rno-miR-128-3p, rno-miR-25-3p, rno-miR-148a-3p, rno-miR-191a-5p,
rno-miR-22-3p, rno-miR-27a-3p estdo diferencialmente expressos em VES do soro de ratos
exercitados na intensidade leve;

Os miRNAs rno-miR-10b-5p, rno-miR-191a-5p, rno-miR-10a-5p e o0 PpiRNA
rno_piR_032799 foram encontrados diferencialmente expressos em VEs do soro de ratos
exercitados na alta intensidade;

A concentracdo de VEs no plasma de cavalos aumenta durante uma prova de enduro,
atingindo a concentracdo mais elevada ap6s 15h de prova de enduro;

Os miRNAs eca-miR-30d, eca-miR-25, eca-miR-30g, eca-miR-423-5p, eca-miR-92a e
eca-miR-140-3p estdo diminuidos em VEs do plasma de cavalos 15h ap6s uma prova de enduro.

A injuria traumatica cerebral (contusdo e concussdo) aumentou a concentragcdo da
interleucina pro-inflamatéria IL-1p em VEs purificadas diretamente do cérebro de
camundongos;

O tratamento de macréfagos derivados da medula dssea (MDMO) com LPS,
LPS+ZVAD e LPS+ZVAD+NEC1 aumenta a concentracdo de VES em meio de cultura apés
2h;

A morte por necroptose aumenta a concentracdo de VES derivadas por macrofagos ap6s
2h;

As proteinas RIPK1 e RIPK3 estdo envolvidas na liberacdo de VEs em MDMO ativados
para morte por necroptose;

A proteina RIPK1 esta envolvida no carregamento de IL-1B em VEs derivadas de
MDMO apés ativacdo de necroptose;

A concentracdo de proteinas totais associadas a VEs derivadas de MDMO necroptdticas
é diminuida em MDMO mutantes para RIPK1 e para RIPK3 sugerindo papel dessas proteinas
no carregamento de proteinas em VEs;

VEs purificadas de MDMO necroptoticos podem causar morte celular em linhagem de

célula neuronal receptora.
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