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Resumo

Novas pesquisas demonstram que a associa¢do do
exercicio fisico com a expresséo de microRNAs traz
importantes resultados para o entendimento da
fisiopatologia da isquemia cerebral e de suas
repercussdes. Foram utilizados 16 animais divididos
em quatro grupos experimentais. A metodologia de
PCR em tempo real foi realizada para analisar a
expressdo do microRNA-27b. N&ao observamos

diferencas estatisticas significativas em sua
expressao.
Introducéo

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS),
por meio de levantamento realizado em 2016, os
acidentes vasculares cerebrais (AVC) sédo a
segunda principal causa de morte e a terceira
principal causa de incapacidade no mundo. Entre
esses acidentes, a partir de estudos feitos pela
Sociedade Brasileira de Neurologia (SBN) em 2000,
a isquemia cerebral representa uma das principais
causas de morte no Brasil. Em paises mais pobres
a incidéncia do AVC mais do que duplicou nos
Ultimos quarenta anos, ao passo que, em paises
mais ricos, no mesmo periodo, houve uma
diminuicdo de cerca de 42% (FEIGIN et al., 2010). A
isquemia é caracterizada, de acordo com Wanchao
et al. (2018), pela interrupgdo do fluxo sanguineo
cerebral e consequente privacdo, ao tecido, de
oxigénio e glicose, necessarios para o metabolismo
celular.

Conforme Shamsaei et al. (2015), apés o AVC,
ocorre edema cerebral, uma das causas mais
relevantes e responsaveis pela morte neuronal,
assim como pelo desenvolvimento das lesBes
cerebrais. Entretanto, é relevante que se tomem
medidas praticas ndo somente para impedir o
desenvolvimento de lesBes e edema cerebral, mas
também para contencéo dos prejuizos neurologicos
subsequentes. Neste contexto, estudos recentes
investigam o papel da pratica de exercicio fisico
associado a doencas cerebrovasculares.
Atualmente, algumas abordagens terapéuticas que
utilizam o exercicio fisico estdo sendo estudadas
com o foco na reabilitacdo em modelos de isquemia
cerebral experimental. A pratica de exercicios

fisicos regulares possui uma grande proporgcdo na
melhora da qualidade de vida e tem sido utilizada
como mecanismo de neuroprotecdo. A integracao
de varios impulsos neuronais cerebrais permitem
alteragBes plasticas que beneficiam as estruturas
encefdlicas comprometidas devido a lesao
(GARBUZOVA-DAVIS et al., 2013).

O exercicio fisico é essencial na nossa rotina diaria
para mantermos o bem estar geral do corpo e em
especial do sistema nervoso. Nas ultimas décadas
muitos estudos evidenciam que o exercicio fisico
melhora as habilidades cognitivas e a falta de
exercicio pode levar a incidéncia de varias
desordens neuroldgicas (FERNANDES, ARIDA E
GOMEZ-PINILLA, 2017).

Os roedores séo os principais animais utilizados em
protocolos de exercicio fisico relacionados aos
estudos das funcdes cerebrais e seus mecanismos
nas pesquisas experimentais. (AGUIAR; PINHO,
2007). Nas situacdes em que o exercicio fisico
antecede & isquemia cerebral, ele promove
neuroprotegcdo cerebral em ratos e, entre os
mecanismos envolvidos, podemos destacar a
diminuigdo da reacgédo inflamatoria, a diminuicdo do
edema cerebral e o0 aumento de proteinas
protetoras do tecido neuronal (DAMAZIO et al.,
2015). O maior beneficio do exercicio fisico pré-
isquémico é a otimizacdo da capacidade de
manutencdo do suprimento de energia, além de
diversos outros mecanismos que permitem a
contencdo nos danos causados no tecido nervoso
pela isquemia (DORNBOS et al., 2013). MicroRNAs
sdo uma familia de pequenos RNAs nao
codificantes que fazem parte de processos de
regulacdo pos-transcricional da expressao de genes
alvo (YUAN et al, 2018). Novas pesquisas tém
investigado o padrdo de expressdo dos microRNAs
nas lesGes causadas pela isquemia cerebral, visto
que eles, comprovadamente, participam das
atividades cerebrais fisiologicas normais. A acao
pos-transcricional rapida dos microRNAs e a sua
capacidade de regular simultaneamente muitos
genes fazem deles os promissores alvos
terapéuticos (OUYANG et al., 2014). Estudos
recentes destacam os microRNAs como potenciais
biomarcadores cerebrais envolvidos em muitos
mecanismos  moleculares como  proliferacao,
diferenciacdo, apoptose, plasticidade sinaptica e



aquisicdo e perda de memdria. Varias pesquisas
demonstram que o exercicio fisico pode minimizar
os efeitos das lesBes cerebrais traumaticas assim
como do envelhecimento através da regulacéo dos
microRNAs. Nessa acdo neuroprotetora foi
observada associacdo da preservacao das funcdes
cognitivas, sendo que alguns microRNAs
apresentam-se com niveis de  expressao
aumentados, como por exemplo, os miRNAs: miR-
21, miR-34, 28a, miR-98a, miR-148b, miR-7a e miR-
15b, e outros com niveis de expressao diminuidos:

miR-105 e miR-133b (FERNANDES, ARIDA E

GOMEZ-PINILLA, 2017).
Objetivos

Nossos objetivos foram avaliar a expressdo do
microRNA-27b, por meio de PCR em tempo real,
em ratos submetidos ao modelo experimental de
isquemia cerebral por oclusdo da artéria cerebral
média associados a realizacdo de exercicio fisico
pré-isquemia.

Material e Métodos
Animais

Foram utilizados 16 ratos (Rattus norvegicus)
machos adultos, da linhagem Wistar, pesando entre
280 a 310 gramas, fornecidos pelo Biotério do
Laboratério de Técnica Cirirgica e Cirurgia
Experimental do Departamento de Cirurgia e
Anatomia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto da Universidade de Sédo Paulo (FMRP-USP).

Grupos Experimentais

Os animais foram divididos em quatro grupos
experimentais.

Grupo Controle: foi constituido por quatro animais
gue apés a anestesia e a estabilizagdo das variaveis
biologicas, foram submetidos & eutanasia sem a
realizacdo do procedimento cirdrgico;

Grupo Exercicio Fisico: foi constituido por quatro
animais que, apds os treinamentos fisicos pelo
periodo de quatro semanas, foram submetidos a
eutandsia sem a realizacdo do procedimento
cirargico;

Grupo Isquemia Cerebral: foi constituido por quatro
animais submetidos a isquemia focal por oclusao da
artéria cerebral média durante 60 minutos, seguido
por reperfusdo de 24 horas, e, posteriormente,
foram submetidos a eutanasia;

Grupo Exercicio Fisico + Isquemia cerebral: foi
constituido por quatro animais que apds a
realizacdo dos treinamentos fisicos pelo periodo de
quatro semanas, foram submetidos a isquemia focal
por oclusdo da artéria cerebral média durante 60
minutos, seguido por reperfusdo de 24 horas e,
posteriormente, submetidos a eutanasia.

Procedimentos Gerais

Os procedimentos gerais basicos foram realizados
no Laboratério de Neurocirurgia Experimental do
Laboratério de Técnica Cirlrgica e Cirurgia
Experimental do Departamento de Cirurgia e
Anatomia da FMRP-USP, seguindo-se 0s passos
técnicos descritos no trabalho de Carlotti Jr, Colli e
Kazuo (2001).

Figura 1 — Desenho ilustrando o procedimento de
oclusdo da origem da artéria cerebral média no rato
em experimento

Fonte: (TIRAPELLI, 2007 — COM PERMISSAO).
Programa de Exercicio Fisico em Esteira

Os animais passaram por um periodo de
aclimatacdo por cinco dias com velocidades (5 a
18m/min) e duragbes (5 a 15 min) progressivas. O
objetivo do periodo de adaptagdo foi reduzir os
niveis de estresse apresentados durante a
manipulacéo e a utilizacdo da esteira (MANCHADO
et al., 2006). O protocolo é composto por um
periodo total de quatro semanas. O aquecimento
consiste em 2 min a velocidade de 5 m/min e esta
foi gradativamente aumentada até atingir a
velocidade de 18 m/min em que os animais ficaram
por 30 minutos sempre com 0° de inclinacao.
(FERREIRA et al, 2007; STRADECKI-COHAN,
2017).

Identificacdo do microRNA

Foram utilizados, para indentificagdo e escolha do
microRNA alvo, os softwares e as bases de dados
Diana Tools, TargetScan e miRWalk. Um conjunto
de  microRNAs foram identificados como
diferencialmente expressos e relacionados aos seus
potenciais transcritos-alvo. Dentre os microRNAs
identificados, o microRNA-27b foi escolhido.

Analise da Expressao do microRNA

O método de PCR em tempo real foi utilizado para a
expressdo diferencial do microRNA. A partir do
cDNA obtido das amostras, foi realizada a
amplificacdo por Reag¢do em Cadeia de Polimerase
(PCR) quantitativo em tempo real (RQ-PCR), com a



utilizacdo do reagente TagMan Master Mix (Applied
Biosystems). Foi utilizado o sistema disponivel
comercialmente TagMan Assayon-demand,
composto por oligonucleotideos e sondas (Applied
Biosystems) para a analise quantitativa da
expressdo do microRNA. Os dados foram entdo
exportados para planilhas do software Excel para
calculo dos valores de ACT. O software GraphPad
Prism 8.0 (GraphPad Prism, Inc, San Diego, CA,
EUA) foi utilizado para gerar os graficos e calcular a
significancia estatistica. Todas as reag¢des foram
realizadas em duplicata e analisadas no aparelho
7500 Sequence Detection System (Applied
Biosystems). Os dados foram constantemente
coletados durante o PCR e analisados em ABI-7500
SDS “software package”.

Analise Estatistica

Para a avaliacdo da expresséo do microRNA-27b a
andlise estatistica foi realizada utilizando o teste de
Kruskal-Wallis e pos-teste de comparagcao mdultipla
de Dunns. Foi utilizado o programa GraphPad Prism
version 8.00 for Windows, (GraphPad Software, San
Diego - Califérnia USA), sendo considerado
estatisticamente significante valores de p < 0.05.

Resultados e Discussao

O grafico representa a média dos valores (+ erro
padrdo) da expressdo do microRNA-27b entre os
grupos estudados. Em nosso trabalho nao
observamos diferencas significativas nos niveis de
expressdo do microRNA-27b entre os Grupos
Controle, Exercicio Fisico, Isquemia Cerebral e
Exercicio Fisico + Isquemia Cerebral (p > 0.05,
Kruskall Wallis test), permitindo-nos sugerir que as
condicdes do desenho experimental como, por
exemplo, a duracdo do periodo de isquemia assim
como o tempo de reperfusdo, podem estar
diretamente associadas ao padrdo de expressdo do
microRNA-27b.

E importante ressaltar que estudos com associacao
entre a expressdo do microRNA-27b em isquemia
cerebral e exercicio fisico séo escassos. Entretanto,
pesquisas recentes demonstram que o microRNA-
27b promove, por regulagdo negativa, a
recuperacdo apos acidente vascular cerebral (AVC)
através de estimulo da proteina quinase ativada por
monofosfato de adenosina (AMPK). (YUAN et al.,
2018). Além disso, um estudo realizado por Wang
et al. (2019), que seguiu a mesma linha de
pesquisa de associacdo entre o microRNA-27b e
AMPK, demonstrou que em um modelo de ocluséo
da artéria cerebral média do rato, a administracao
de inibidor  de microRNA-27b melhorou
significativamente a recuperagdo da sua funcéo
comportamental e da sua memoria espacial.

Shin et al. (2014) realizou uma pesquisa em que
foram coletados dados que demonstraram que 0s
sinais induzidos por tecido isquémico do cérebro
aumentam a expressdo do fator 1 derivado de
células estromais (SDF-1) através da via do
microRNA-27b em células de astrocitoma C6 e
astrocitos primérios. Ou seja, a expressdo
aumentada de SDF-1 por insultos isquémicos por
meio da expressdo do microRNA-27b é um possivel
mecanismo subjacente a aplicacdo terapéutica do
pré-condicionamento isquémico.

Dessa forma, novos estudos sdo necessarios para
elucidar a interacdo entre a fisiopatologia da
isquemia cerebral associada ao exercicio fisico.
Outros microRNAs necessitam ser avaliados e com
diferentes tempos de duracdo da isquemia cerebral
assim como em diferentes periodos de reperfuséo.

Conclusao

Em nosso estudo ndo observamos diferencas
significativas na expressdo do miRNA-27b no tecido
cerebral (foco isquémico) entre o0s grupos
estudados: controle, isquemia cerebral, exercicio
fisico e isquemia cerebral associada ao exercicio
fisico.

Grafico — Média dos valores da expressdo do microRNA-27b
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Fonte: Elaboracéo prépria (software GraphPad Prism® verséo 8.00).
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