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RESUMO

O cancer de mama € o tipo de cancer mais prevalente no mundo, com alta mortalidade e morbidade.
Associado frequentemente a inflamacao crénica, esse tipo de cancer é influenciado por fatores
como estilo de vida e inatividade fisica. Estudos apontam que o treinamento fisico, em especial 0
treinamento combinado (TC), que integra exercicios aerobios e de forca, pode promover
adaptacg0es positivas, incluindo a redugéo da inflamacéao e a modulag&o do microambiente tumoral.
As vesiculas extracelulares (VEs) e os microRNAs (miRNAs) encapsulados sdo mediadores
importantes desses efeitos, regulando processos celulares e comunicagéo intercelular. Portanto, o
objetivo deste trabalho foi investigar o efeito de uma Unica sessdo de TC na expressao de miRNAs
circulantes (c-miRNAs) encapsulados em VEs, associados a inflamagéo, em mulheres com cancer
de mama antes do inicio do tratamento oncologico. O estudo incluiu 12 mulheres diagnosticadas
com cancer de mama (estagios I-111) que realizaram uma sessdo de TC. Amostras de sangue foram
coletadas antes e ap0s o exercicio. As VEs foram quantificadas por Nanoparticle Tracking Analysis
(NTA) e Sensoriamento por Imagem Interferométrica de Particula Unica (SP-IRS). A expressdo
de c-miRNAs foi avaliada por sequenciamento de RNA, e analises bioinformaticas identificaram
vias moleculares relacionadas. Como resultados, a concentragdo de VES aumentou
significativamente ap6s o TC, conforme analise por NTA, enquanto o SP-IRS ndo detectou
mudangas significativas. Foram identificados 330 miRNAs, dos quais 212 estavam presentes antes
e apos o exercicio, e 88 eram exclusivos de cada momento. O treinamento resultou em alteracdes
na expressdo de miRNAs, com miR-543, miR-126-5p e let-7b-3p significativamente up-regulados
e miR-381-3p e miR-148a-5p down-regulados. Esses miRNAs foram associados a vias
relacionadas a inflamacao, como sinalizagdo de citocinas, e ao desenvolvimento tumoral, incluindo
EGFR, FGFR e quimiocinas. De fato, a modulacéo dos c-miRNAs ap6s o TC reforca seu papel no
controle da inflamacéo e potencial supressao tumoral. A regulacdo de miRNAs como miR-19a-3p
e miR-146a-5p sugere efeitos benéficos em vias oncoldgicas. Diferencas entre NTA e SP-IRS
indicam a necessidade de métodos mais precisos para caracterizar VEs. Além disso, o impacto de
miRNAs especificos destaca o TC como uma intervencdo promissora para influenciar
positivamente 0 microambiente tumoral antes do tratamento. Portanto, uma sesséo de TC modula
a expressdo de c-miRNAs encapsulados em VESs, impactando vias inflamatorias e relacionadas ao
cancer. Estes achados abrem novas perspectivas para o uso do treinamento fisico como estratégia
terapéutica no manejo de mulheres com cancer de mama. Estudos futuros devem explorar
protocolos de TC mais extensos para confirmar e ampliar esses beneficios.

Palavras-chave: Neoplasias de mama. Exercicio fisico. MicroRNA circulante. Vesiculas
extracelulares. Inflamacao.



viii

ABSTRACT

Breast cancer is the most prevalent cancer worldwide, associated with significant mortality and
morbidity. Chronic inflammation, lifestyle factors, and physical inactivity contribute to its
development. Studies suggest that physical exercise, particularly Combined Training (CT), which
combines aerobic and resistance exercises, can reduce inflammation and modulate the tumor
microenvironment. Extracellular vesicles (EVs) and encapsulated microRNAs (miRNAs) are
critical mediators of these effects, regulating cellular processes and intercellular communication.
Therefore, the objective of this work was to evaluate the impact of a single CT session on the
expression of circulating miRNAs (c-miRNAS) associated with inflammation and encapsulated in
EVs, in women with breast cancer prior to oncological treatment. Twelve women with breast
cancer (stages I-111) participated in the study and performed a CT session. Blood samples were
collected before and after exercise. EVs were quantified using Nanoparticle Tracking Analysis
(NTA) and Single Particle Interferometric Reflectance Imaging Sensor (SP-IRS). miRNA
expression was analyzed through RNA sequencing, followed by bioinformatics to identify
associated molecular pathways. As results, NTA analysis showed a significant increase in EV
concentration after CT, although SP-IRS did not detect significant changes. A total of 330 miRNAs
were identified, with 212 expressed at both time points and 88 exclusives to each time point.
Differential expression analysis revealed that miR-543, miR-126-5p, and let-7b-3p were
significantly up-regulated, while miR-381-3p and miR-148a-5p were down-regulated after CT.
These miRNAs were associated with pathways involving inflammation, cytokine signaling, and
tumor development, including EGFR, FGFR, and chemokines. In fact, the modulation of c-
miRNAs after CT highlights their role in controlling inflammation and potentially suppressing
tumor progression. Specific miRNAs, such as miR-19a-3p and miR-146a-5p, demonstrated
beneficial impacts on oncological pathways. Differences between NTA and SP-IRS emphasize the
need for more precise methods to characterize EVs. These findings suggest that CT is a promising
intervention to positively influence the tumor microenvironment before treatment. Therefore, a
single CT session modulates the expression of EV-encapsulated c-miRNAs, impacting
inflammatory and oncological pathways. These findings pave the way for using physical training
as a therapeutic strategy for managing women with breast cancer. Future studies should investigate
extended CT protocols to validate and expand these benefits.

Keywords: Breast cancer. Physical exercise. Circulating microRNA. Extracellular vesicles.
Inflammation.
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1. INTRODUCAO

Mesmo que tenha origem multifatorial, o cncer é caracterizado como uma doenca crénico-
degenerativa que pode desencadear um processo inflamatorio independente (DEL PRETE et al.,
2023; OZGA; CHOW; LUSTER, 2021). A inflamacéo se apresenta como uma resposta protetora
do organismo a acdo de patdgenos ou sinais enddgenos, tais como células danificadas, exclusédo de
celulas necroticas, reparo e regeneracdo tecidual (SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2019). Apos
deteccdo de anormalidades nas células, o processo inflamatdrio é desencadeado pela liberacéo de
agentes pro inflamatorios, tais como, quimiocinas e citocinas, como o Fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a) (DINARELLO, 2007; NETEA et al, 2017). A medida que a inflamagio se
desenvolve e 0 agente estressor & combatido, o sistema imune desencadeia um mecanismo de
autorregulardo, atraves de quimiocinas e citocinas anti-inflamatorias, para retornar a homeostase
do organismo (DINARELLO, 2007; NETEA et al., 2017; OUYANG et al., 2011). No entanto, o
processo inflamatorio pode se tornar cronico se a origem da inflamacao persistir ou se mecanismos
de controle responsaveis por impedir o processo falharem (GRETEN; GRIVENNIKOV, 2019).
Nesse contexto, alteracdes celulares podem gerar um ambiente propicio para o desenvolvimento,
sobrevivéncia, e proliferacdo do tumor cancerigeno (GRETEN; GRIVENNIKOV, 2019). Com
1SS0, este processo culmina na formacéo de neoplasias, ou seja, massas teciduais caracterizadas por
um crescimento desordenado e invasivo (GRETEN; GRIVENNIKOV, 2019). A capacidade
invasiva das células tumorais, aliada a sua propensao para invadir 6rgdos distantes, confere ao
cancer uma notavel complexidade e gravidade clinica (ROXBURGH; MCMILLAN, 2014).

Dentre os diversos tipos, o cancer de mama € um dos que mais incidentes e prevalentes
(GIAQUINTO et al., 2022). Segundo a Organizacdo Mundial da Saide (OMS), em 2022, 2,3
milhGes de mulheres foram diagnosticadas com cancer de mama, resultando em 666.103 ébitos em
escala global. Além disso, foi identificado que até o final de 2022, aproximadamente 7,8 milhdes
de mulheres ainda estavam vivas ap6s terem sido diagnosticadas com esse tipo de cancer nos
ultimos 5 anos (SUNG et al., 2021). Considerando as causas primarias para o desenvolvimento
desse tipo de cancer, cerca de 85% dos casos ocorrem em mulheres sem historico familiar
(KAMINSKA et al., 2015), sendo que a maioria das vezes sio associados principalmente a fatores
de estilo de vida, como inatividade fisica, obesidade e, inflamagdo cronica (FRIEDENREICH;
RYDER-BURBIDGE; MCNEIL, 2021). Felizmente, avancos em técnicas de andlises histologicas

permitiram identificar subtipos de cancer de mama, influenciando positivamente o
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desenvolvimento e a resposta ao tratamento, contudo, apesar desse avango, 0 cancer e o tratamento

podem induzir efeitos colaterais, agravando o progndstico da paciente.

Apds o diagnostico, tratamentos como a quimioterapia tém se mostrado eficazes para
aumentar a taxa de sobrevivéncia em mulheres afetadas pela doenca (EARLY BREAST CANCER
TRIALISTS” COLLABORATIVE GROUP (EBCTCG) et al.,, 2011). No entanto, embora
oferecam beneficios importantes, esses tratamentos estdo associados a uma serie de efeitos
adversos que podem impactar negativamente a salde das pacientes (GUIGNI et al., 2018). Entre
0s principais efeitos adversos estdo 0 aumento da inflamacéo, a reducdo da forca e massa muscular
esquelética e cardiaca, e a diminuicdo da aptiddo aerdbia (i.e., consumo maximo de oxigénio -
VO2max). ESses fatores, apesar de ndo estarem diretamente relacionados a origem do cancer, podem
agravar o quadro geral de saude, levando a consequéncias como diminui¢cdo da funcionalidade
fisica, aumento da fadiga relacionada ao cancer, complicagdes em procedimentos cirrgicos, maior
toxicidade das drogas utilizadas no tratamento e até mesmo reducgdo da efetividade das terapias
oncologicas (BOEKEL et al., 2018). Assim, embora a inflamag&o ndo seja apontada como causa
do céncer, ela pode ser exacerbada pelos tratamentos e contribuir para piora da saude geral.
Coletivamente, esses efeitos adversos reduzem a qualidade de vida das pacientes e podem aumentar
a mortalidade durante o tratamento (KAZEMI-BAJESTANI; MAZURAK; BARACOQOS, 2016).
Portanto, intervencdes direcionadas para atenuar ou reverter esses efeitos adversos precisam ser
desenvolvidas e implementadas antes do inicio do tratamento — durante o periodo chamado “janela
de oportunidade™ — com o objetivo de melhorar a satde global das mulheres com cancer de mama

nesse estagio critico.

O treinamento fisico € um estimulo fisiolégico e ndo farmacoldgico capaz de induzir
adaptacdes benéficas, melhorando a saude e reduzindo riscos de morbimortalidade (“ACSM’s
Guidelines for Exercise Testing and Prescription”, [s.d.]). Ademais, adversidades relacionadas ao
cancer e seus tratamentos, como nausea, fraqueza muscular, perda de massa muscular, e diminuicéo
da aptiddo aerdbia, fatores determinantes para o bom prognostico do paciente, s&o
significativamente amenizadas pelo treinamento fisico (CAMPBELL et al., 2019).
Particularmente, protocolos sistematizados de exercicios, com controle de variaveis como volume,
intensidade e frequéncia, sdo fundamentais no tratamento, reduzindo mortalidade. Nesse sentido,
estudos com meta-analises evidenciam que intervencdes de exercicio diminuem a inflamacéo,

aumentam a forca e a massa muscular, a aptiddo aerobia, e reduzem o indice de massa corporal e a
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massa gorda em sobreviventes de cancer de mama (SCHMID; LEITZMANN, 2014). Entretanto, a
variedade de intervencOes destaca a necessidade de compreender as adaptagdes especificas de cada

protocolo para otimizar os beneficios nesses pacientes.

Uma modalidade muito investigada é o treinamento de forca (TF) ou musculacdo, o qual
demonstra induzir adapta¢Ges neurais e morfologicas que aumentam a capacidade de trabalho do
musculo esquelético. Estudos, especialmente focados em mulheres com cancer de mama, destacam
a importancia do TF na manutencdo e aumento da massa magra e da forca muscular para a
sobrevida da paciente, demonstrando que menos massa muscular estd atrelada ao aumento de
mortalidade (ADAMS et al., 2016; COURNEYA et al., 2007; SCHMITZ et al., 2005). A revisao
sistematica de Montafio-Rojas et al. (2020) resume que os programas de TF, geralmente
supervisionados e variando em duracdo de 12 a 96 semanas, promovem seguranca e significativas
melhorias na forca muscular, fadiga, dor e qualidade de vida em sobreviventes de cancer de mama
(MONTANO-ROJAS et al., 2020). Outros estudos especificos, como o "Weight Training for
Breast Cancer Survivors (WTBS)" de Schmitz et al. (2005) e o trabalho de Madzima et al. (2017),
destacam aumentos significativos na massa magra e forca muscular em sobreviventes de cancer de
mama apos programas de TF (MADZIMA et al., 2017; SCHMITZ et al., 2005). Ja Courneya et al.
(2007) separaram pacientes com cancer de mama em um grupo que realizou TF e outro que realizou
treinamento aerébio (TA) e demonstraram que o TF foi mais eficiente que o TA para aumentar
forca muscular, bem como demonstrou ser efetivo para aumentar a massa muscular (COURNEYA
et al., 2007). Entretanto, apesar desses efeitos positivos, observa-se que o TF tem pouco impacto
na aptiddo aerdbia, sugerindo a necessidade de protocolos que visem adaptacdes

cardiorrespiratorias em conjunto com o TF para mulheres com cancer de mama.

O TA tem se mostrado eficaz na melhoria da poténcia e aptiddo aerdbia, resultando em
alteracGes tanto centrais quanto periféricas no sistema cardiorrespiratorio (BARNETT et al., 2004)
e estudos robustos destacam que essa modalidade promove aumentos significativos em variaveis
de aptiddo aerobia, bem como o consumo maximo de oxigénio (VO2max), determinante para a
sobrevida da paciente (BELL et al., 2000; GIBALA; HAWLEY, 2017). Mulheres com cancer de
mama, frequentemente apresentando comprometimento na aptiddo aerdbia devido a quimioterapia
adjuvante, tornam-se uma populacao de interesse. De fato, resultados trazidos por Kim et al. (2006)
sugerem que programas de TA supervisionados podem aumentar 0 VO2max nesse contexto (KIM et

al., 2006). Resultados similares foram observados por Jones et al. (2013), que combinaram TA com
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quimioterapia neoadjuvante, evidenciando melhorias significativas no VO2max €m comparagdo com
0 grupo que recebeu apenas quimioterapia (JONES et al., 2013). Estudos recentes, como o de
Bjorke et al. (2022), investigaram intervencdes de TA intervalado em alta intensidade (HIIT),
sugerindo beneficios na manutengédo da aptiddo aerobia durante a quimioterapia (BJORKE et al.,
2022). Além disso, revisdes sistematicas corroboram a eficacia global do TA, especialmente em
protocolos de intensidade vigorosa como o HIIT, para aumentar 0 VO2max em mulheres com cancer
de mama durante a quimioterapia (MAGINADOR et al., 2020). Contudo, € importante notar que,
ao contrario do TF, o TA geralmente tem pouco impacto na forca e hipertrofia muscular (FYFE et
al., 2018) e, dessa forma, protocolos de treinamento que abordam ambas as adaptagdes
neuromusculares e cardiorrespiratdrias aparecem como estratégias eficientes para melhorar a saiide

dessa populacao.

A estratégia de treinamento combinado (TC), que envolve a realizacdo simultanea de
exercicios de TF e TA em um mesmo periodo, tem sido destacada como a abordagem padrao-ouro
ndo farmacoldgica para melhorar pardmetros inflamatorios, a massa muscular, e a aptiddo aerdbia
de mulheres com cancer de mama (CAMPBELL et al., 2019). Estudos, como o de Herrero et al.
(2006), revelam que um programa de TC de oito semanas em sobreviventes de cancer de mama
resultou em aumentos significativos na massa muscular, forca muscular dos membros inferiores e
aptiddo aerdbia (HERRERO et al., 2006). O ensaio clinico OptiTrain, conduzido por Mijwel et al.
(2018), comparou TC, TA e um grupo controle, evidenciando que tanto o TC quanto o TA
preservaram 0 VOqpico durante a quimioterapia, enquanto o grupo controle apresentou declinio
significativo (MIJWEL et al., 2018). Estudos, como o realizado por De Paulo et al. (2019),
demonstraram que o TC promove aumentos significativos na aptiddo aer6bia em mulheres
sobreviventes ao cancer de mama, bem como na for¢a muscular dos membros inferiores e na massa
muscular (DE PAULO et al., 2019). Esses ganhos podem ser fundamentais, pois pacientes com
maior massa muscular tendem a tolerar melhor os tratamentos agressivos, como quimioterapia e
radioterapia, além de apresentarem menos complicacdes durante o processo (ABE et al., 2022;
AMITANI et al., 2022). Ja foi observado também que o TC é o melhor protocolo de treinamento
para induzir diminuicdo sistémica de citocinas pro-inflamatorias como TNF-a (KHOSRAVI et al.,
2019).

Dessa forma, ao iniciar o TC antes do tratamento, as pacientes tém a oportunidade de

fortalecer sua musculatura, o que pode reduzir a inflamacdo, diminuir a taxa de perda muscular
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associada a certas terapias contra o cancer e, a0 melhorar a massa muscular, o0 TC pode ajudar a
preservar a funcéo fisica e a qualidade de vida das pacientes durante o tratamento, tornando-as mais
aptas a enfrentar os desafios fisicos que surgem durante o processo de cura. Além disso, é plausivel
sugerir que, se realizado antes do tratamento, o TC vai aumentar a aptiddao aerdbia, prevenindo
quedas drasticas dessa variavel durante o tratamento. Portanto, o TC emerge como uma estratégia
eficaz ndo apenas para mitigar os efeitos adversos do tratamento e do cancer, mas também para
preparar o corpo da paciente, tornando-o mais resistente e capaz de enfrentar o processo terapéutico
com maior eficiéncia e menor impacto negativo (ADAMS et al., 2016; ADAMSEN et al., 2006).
Além disso, nos Ultimos anos, tem sido apontado que o treinamento fisico pode induzir adaptacdes

além das variaveis clinicas.

O treinamento fisico em mulheres com cancer de mama ndo apenas induz adaptacdes
fisioldgicas extrinsecas ao tumor, mas também demonstra uma conexdo direta com o controle
intrinseco do tumor, potencialmente melhorando os resultados clinicos das pacientes durante o
tratamento (HOJMAN et al.,, 2011). Uma analise abrangente compreendendo uma revisao
sistematica e metanalise de 28 estudos pre-clinicos, envolvendo 2085 animais, conduzida por
Figueira et al. (2018), revelou que a pratica de exercicios fisicos promoveu notaveis efeitos
redutores no cancer. Os resultados indicaram uma reduc&o significativa no nimero total de tumores
(-20,2%), no namero de tumores por animal (-63,2%), no peso (-36,6%), e no volume do tumor (-
44,3%) (FIGUEIRA et al., 2018). Além disso, ja foi demonstrado que a proliferacdo tumoral,
frequentemente avaliada por meio de marcadores imunohistoquimicos e moleculares (e.g. proteina
Ki67), apresentou uma diminui¢do marcante de 79,4% (STUART-HARRIS et al., 2008). Ademais,
em estudo especifico conduzido em um modelo murino de tumor de mama, revelou que a terapia
hormonal neoadjuvante combinada com um protocolo de cinco semanas de treinamento aerébico
intervalado ndo apenas reduziu o volume tumoral, mas também diminuiu a expressdo de Ki67, um
marcador nuclear crucial para a proliferacdo celular, cujo aumento esta associado a uma pior
sobrevida em pacientes com cancer de mama (CHEANG et al., 2009). Assim, essas descobertas
impulsionaram pesquisas adicionais para elucidar os mecanismos pelos quais o exercicio fisico

exerce influéncia direta sobre o controle do desenvolvimento do cancer de mama.

O exercicio fisico € um estimulo complexo que desencadeia uma série de respostas
adaptativas no corpo humano. Essas respostas incluem a liberagdo de hormdnios como cortisol e

epinefrina, a mobilizacdo de substratos energéticos como glicose e acidos graxos livres, e a ativacao



22

de sistemas de regulacdo cardiovascular e imunoldgica. Estudos anteriores, como o de Hawley et
al. (2014), destacam a importancia dessas respostas agudas do organismo ao exercicio na sua
adaptacdo ao esforco fisico. Essas adaptacGes influenciam desde a producdo de energia até a
modulacdo do estado inflamat6rio e a regulacdo do metabolismo (HAWLEY et al., 2014).
Inicialmente, a literatura cientifica concentrou-se nas miocinas, moléculas expressas pelo musculo
esquelético em resposta ao exercicio. No entanto, nas Gltimas décadas, pesquisas tém evidenciado
que outros tecidos, como o adiposo e o figado, também produzem e liberam fatores em resposta ao
exercicio fisico (GORGENS et al., 2015). Para descrever esse grupo diverso de moléculas liberadas
na circulacdo em resposta ao exercicio, Safdar et al. (2016) cunharam o termo “exercinas"
(SAFDAR; SALEEM; TARNOPOLSKY, 2016). As exercinas incluem peptideos, metabdlitos,
DNA e diferentes espécies de RNA. Consideradas a soma dos fatores humorais liberados por
diferentes tecidos, as exercinas desempenham um papel crucial na comunicacao intercelular e nos
efeitos sistémicos do treinamento fisico, inclusive em populagdes com céncer de mama
(DETHLEFSEN; PEDERSEN; HOJMAN, 2017).

De fato, estudos como o de Hojman et al. (2011) sugerem que os efeitos benéficos do
exercicio podem ser mediados por exercinas secretadas na corrente sanguinea durante a sua
realizacdo (HOJMAN et al., 2011). Os efeitos sistémicos do exercicio podem ocorrer através do
transporte das exercinas pelas vesiculas extracelulares (VEs), sugeridas como veiculo essencial
para a comunicacdo intercelular (SAFDAR; TARNOPOLSKY, 2018). Essas VEs podem
desempenhar um papel fundamental na disseminacéo das exercinas e na amplificagéo dos efeitos
sistémicos do exercicio, oferecendo novas perspectivas para entender os mecanismos pelos quais
o0 exercicio influencia a fisiologia e a patologia do organismo. Assim, os resultados sugerem que
as respostas sistémicas agudas induzidas por cada sessdo de exercicio ao longo do treinamento

podem ser cruciais para os efeitos benéficos intrinsecos no tumor de mama.

Neste sentido, Friihbeis et al. (2015) examinaram o efeito agudo do TF na liberacdo de VEs
em homens jovens, revelando aumentos transitorios nas VEs ap6s o exercicio (FRUHBEIS et al.,
2015). A pesquisa mais recente de Whitham et al. (2018) investigou o proteoma de VES produzidas
pelo exercicio, identificando uma variedade de proteinas (WHITHAM et al., 2018), que sugerem
que, em resposta ao exercicio agudo, 0 musculo esquelético tem a capacidade de desencadear
mecanismos de sinalizacdo entre tecidos. Apesar dos beneficios sistémicos do treinamento fisico,

0s complexos fatores humorais que mediam esses efeitos ainda ndo foram totalmente elucidados.
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A compreensdo desses fatores é vital para desenvolver estratégias terapéuticas em diversas
condi¢des de satde. Pesquisas em andamento buscam identificar os constituintes especificos das
exercinas e compreender seu papel funcional na mediacdo dos beneficios do treinamento fisico,
bem como os mecanismos de transporte dessas moléculas entre 6rgdos (DETHLEFSEN;
PEDERSEN; HOJMAN, 2017). Visto que o impacto direto do treinamento fisico no controle do
desenvolvimento tumoral é amplamente atribuido aos picos transitdrios e repetidos na liberagéo de
exercinas apés cada sessao aguda de exercicios fisicos (DETHLEFSEN et al., 2016), é essencial
realizar estudos que analisem o contetido das VES imediatamente ap6s uma sessao de exercicio em
mulheres com cancer de mama. Com esse tipo de estratégia, seria possivel verificar, por exemplo,

se 0 conteido dessas VES pode orquestrar uma resposta inflamatéria.

Dentro das exercinas, os microRNAs (miRNAs), classificados como moléculas de RNA que
apresentam de 20 a 30 nucleotideos e com associacdo a proteinas do grupo argonauta,
desempenham um papel crucial na regulagéo dos transcritos celulares (DUFRESNE et al., 2018).
A pesquisa sobre miRNAs revelou uma diversidade na biogénese dessas moléculas, abrangendo
tanto vias candnicas quanto nao candnicas (TREIBER; TREIBER; MEISTER, 2019). No contexto
da biogénese dos miRNAsS, as vias canonicas referem-se aos processos tradicionais de formacéo e
maturacdo dos miRNAs, envolvendo etapas como a transcri¢cdo do gene precursor de miRNA, o
processamento pelo complexo Dicer e a incorporagdo do miRNA maduro no complexo RISC,
liderado pela proteina Argonauta-2 (AGO2) (HA; KIM, 2014). Por outro lado, as vias nao
candnicas descrevem processos alternativos menos convencionais de biogénese de miRNAs, que
podem ocorrer de maneira independente de algumas das proteinas normalmente envolvidas na via
candnica. Apos serem carregados no complexo RISC, os miRNAs interagem com seus mRNAs
alvo, promovendo principalmente a degradacdo ou a represséo da traducdo por meio do pareamento
com regides especificas, principalmente na regido 3' UTR dos mRNAs. No entanto, sitios de
ligacdo foram identificados em outras regides dos mRNAs, ampliando o espectro de fungdes dos
miRNAs, incluindo a capacidade de induzir transcricdo e traducdo em algumas circunstancias
(MORI et al., 2019). E importante destacar que mais de 60% dos genes codificadores de proteinas
possuem regides de ligagdo para miRNAs (FRIEDMAN et al., 2009). A fun¢do dos miRNAS na
comunicacdo intercelular é respaldada pela presenca de miRNAs circulantes (c-miRNAS) na

corrente sanguinea, transportados por VES ou em associacdo com proteinas. Esses c-miRNAs tém



24

potencial como biomarcadores e desempenham um papel crucial no controle celular, sendo

frequentemente associados a vérias doengas, incluindo o cancer de mama (HA; KIM, 2014).

Em diversos estudos, como o de Adhami et al. (2018), foi observado que ha uma expressao
diferenciada de miRNAs em tecidos cancerosos em comparacao com tecidos normais (ADHAMI
et al., 2018). Essa expressdo anormal esta associada a processos celulares fundamentais, como
apoptose, proliferacdo, diferenciacdo e renovacdo de células-tronco, que, quando desreguladas,
contribuem para as caracteristicas conhecidas como hallmarks of cancer. E importante ressaltar
que existem miRNAs que podem atuar como reguladores positivos, promovendo a proliferacao e
progressao do cancer (i.e., oncomiRs), e outros que atuam como reguladores negativos (i.e., tumor
supressor miRs — TSmiRs), inibindo esses processos. Portanto, a expressao alterada desses
miRNAs pode tanto favorecer o desenvolvimento do cancer, quanto potencialmente inibir seu
avanco. Estudos especificos, como os conduzidos por Khalighfard et al. (2018), tém destacado a
presenca de certos c-miRNAs no soro e plasma de pacientes com cancer de mama
(KHALIGHFARD et al., 2018). Além disso, intervenc@es que visam modular a expressao desses
miRNAs, como o treinamento fisico, estdo emergindo como estratégias promissoras no controle
tumoral e na melhoria do progndéstico para pacientes com cancer de mama. Estudos em modelos
animais e em humanos com cancer de mama evidenciam a influéncia positiva do treinamento fisico
nos niveis de c-miRNAs (ALIZADEH et al., 2019). Em experimentos com camundongos, a
combinacdo de TA e tratamento hormonal mostrou efeitos significativos na expressdo de miR-21,
miR-206 e let-7, associados a uma redugdo no crescimento tumoral. Esses c-miRNAs tém sido
associados a processos de controle do desenvolvimento, progressdo e metastase tumoral, bem como
relacionados a regulacdo de processos celulares, incluindo a carcinogénese e a resposta
inflamatdria (BAHIRAEE et al., 2019).

Em humanos, intervencdes para perda de peso e TF apresentaram modulacdes especificas
nos niveis de c-miRNAs (e.g., c-miR-191-5p, -24-3p, let-7b-5p, -106b-5p, - 27a-3p e -92a-3p),
sugerindo potenciais efeitos na biologia tumoral (ADAMS et al., 2018). Além disso, diversas
pesquisas indicam que o exercicio fisico influencia a expressdo de miRNAs, desempenhando um
papel crucial nas adaptacdes morfoldgicas, fisioldgicas e imunoldgicas promovidas pelo TA, TF e
TC (DE PAULO et al., 2019; DETHLEFSEN et al., 2016). Além de impactar o mdsculo
esquelético, diferentes regimes de treinamento podem liberar c-miRNAS, especialmente
transportados por VEs (MCKELVEY et al., 2015). Por exemplo, 0 miR-133 é normalmente
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expresso no muasculo esquelético (TELLES et al., 2021) e aumenta significativamente na corrente
sanguinea ap6s uma sessdo de exercicios (BAGGISH et al., 2014). Pulliero et al. (2020)
demonstraram que uma sesséo de TA modula a expressdo de 14 c-miRNAs relacionados a vias
importantes para o controle do desenvolvimento e progressdo do cancer (PULLIERO et al., 2020).
Isso inclui a supressao de oncogenes e metéstases, a regulacao da proliferacdo celular, apoptose e
invasdo do cancer, em mulheres saudaveis na pés-menopausa. Especificamente, a expresséo de c-
miR-206, um TSmIR, foi aumentada, enquanto os niveis de c-miR-30c, um oncomiR, foram
diminuidos. Portanto, é plausivel sugerir que os miRNAs podem ser transportados do masculo e
de outros tecidos/0rgaos para a corrente sanguinea em resposta ao exercicio fisico, regulando a
expressao génica em vias associadas ao crescimento e supressao do cancer de mama, controlando

assim o desenvolvimento tumoral, bem como destaca a Figura 1 (DUFRESNE et al., 2018).
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FIGURA 1. Mecanismo hipotético do treinamento fisico no controle da progressdo do cancer de
mama por meio da comunicacdo molecular entre células de diferentes drgdos/tecidos e células
cancerosas. Durante as sessbes de treinamento, miRNAs sdo produzidos em células de varios
Orgdos/tecidos e podem ser liberados na corrente sanguinea através de VEs. Esses c-miRNAs circulam até
o tumor de mama, onde exercem atividade anticancer, influenciando o desenvolvimento tumoral. Imagens

retiradas de Freepik.com
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Caracteristicamente, uma condigdo que pode propiciar o desenvolvimento e progressdo do
cancer de mama é a inflamagdo cronica (ARGILES et al., 2015; BARACOS et al., 2018;
BARACOS; MAZURAK; BHULLAR, 2019), inflamacdo esta potencialmente mediada por c-
miRNAs (e.g., miRNA-21, -155, -146, -200, -181). Uma importante revisdo de 2019 destaca quase
60 miRNAs associados a inflamac&o no cancer de mama por diferentes vias (e.g., citocinas, IL-
6/STAT, PTEN/PI3K/Akt, IKK/NF-kB) (BAHIRAEE et al., 2019). Os autores também ressaltam
que citocinas inflamatorias, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e a interleucina-6 (IL-
6), tém sido fortemente associadas ao aumento do risco de cancer de mama, estimulando processos
pré-tumorais, incluindo proliferagdo celular descontrolada, angiogénese e resisténcia a apoptose.
Ademais, a presenca de inflamacdo sistémica pode modular a resposta imunolégica, influenciando
a capacidade do organismo em reconhecer e combater as células cancerosas (PEDERSEN, 2011).
A interacdo entre inflamacéo, citocinas e miRNAs parece desempenhar um papel fundamental em
diversos contextos biolégicos, incluindo o cancer de mama. Citocinas inflamatorias, como TNF-a.
e IL-6, ndo apenas contribuem para a inflamacdo sistémica associada ao cancer, mas também
podem ser moduladas por diversos miRNAs (ASHRAFIZADEH et al., 2022). Esses miRNAs

podem modular citocinas inflamatdrias, formando uma rede complexa de interacoes.

Sendo assim, ha indicagfes de que o cancer possa desencadear uma resposta pro-inflamatéria
mediada por oncomiRs, potencialmente impulsionando a tumorigénese. Por outro lado, h&
evidéncias que sugerem que a pratica regular de exercicios fisicos pode provocar uma série de
efeitos beneficos, incluindo a reducéo da inflamacéo e a expressdo de c-miRNA supressores de
tumores. N&o obstante, é crucial aprofundar a investigacdo para determinar se ha uma conexao
entre os c-miRNA estimulados pelo exercicio fisico, a inflamacao e, consequentemente, a resposta
tumoral. Essa abordagem integrada pode fornecer insights valiosos para otimizar estratégias
terapéuticas que visam modular essas vias complexas, promovendo uma compreensdo mais

completa e eficaz dos beneficios do treinamento fisico em pacientes com cancer de mama.

Considerando todo o contetudo apresentado, a presente dissertacao teve como objetivo geral
investigar os efeitos de uma Unica sessdo de TC na expressdo de c-miRNAs presentes em VES de
mulheres com cancer de mama antes do inicio do tratamento oncoldgico, focando nos c-miRNAs
associados a inflamacdo para elucidarmos eventuais mecanismos moleculares associados a
resposta dessa sessdo de TC. Para alcancar esse objetivo, procuramos responder as seguintes

perguntas:
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1. Uma sessdo de TC altera os niveis sistémicos de VES em pacientes com cancer de mama?

2. Quais séo os efeitos de uma sessdo de TC na expressdao de miRNAs incorporados a VES

em pacientes com cancer de mama?

3. Uma sessdo de TC pode alterar a expressdo de miRNAs associados a vias inflamatorias

em pacientes com cancer de mama?
Nossas hipoteses sdo que:

1. Uma sessdo de TC aumenta os niveis sisttmicos de VES em pacientes com cancer de

mama.

2. Uma sessdo de TC altera a expressdo de miRNAs associados as VEs, promovendo um
aumento na expressdo de miRNAs relacionados a supressdo tumoral e uma reducdo na expressao

de oncomiRs circulantes.

3. Uma sessdo de TC reduz a expressdo de oncomiRs e aumenta a expressdao de TSmiRs
relacionados a vias inflamatorias em pacientes com cancer de mama, favorecendo um perfil

molecular potencialmente benéfico para o controle do desenvolvimento tumoral.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Investigar os efeitos de uma sessdo Unica de treinamento combinado (TC) na expressao de
c-miRNAs relacionados a inflamacdo, incorporados em vesiculas extracelulares (VES), em

mulheres com cancer de mama antes do inicio do tratamento.

2.2. Especifico

Resposta Aguda a Sessdo Unica de TC: Avaliar se a expressio dos c-miRNASs
relacionados a inflamacdo (e.g., miRNA-21, -155, -146, -200, -181), incorporados em VEs,
apresenta mudancas imediatas em termos de magnitude e especificidade ap6s uma sessdo Unica de

TC em comparacdo aos niveis pré-exercicio.
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3. MATERIAL E METODOS

Este estudo foi realizado no periodo entre o diagndéstico e o inicio do tratamento, e foi
conduzido no Centro de Estudos em Exercicio e Oncologia (CEEO).

3.1. Participantes

Mulheres diagnosticadas com carcinoma de mama e atendidas nos ambulatorios de
mastologia e oncologia clinica do Centro de Atencéo Integral a Saude da Mulher (Caism), uma das
unidades hospitalares da Faculdade de Ciéncias Médicas (FCM) da Universidade Estadual de
Campinas (Unicamp), foram consideradas potenciais participantes desta pesquisa. Todas as
participantes seguiram o tratamento oncol6gico conforme o protocolo assistencial estabelecido
pelo servico, sendo importante ressaltar que este projeto ndo interferiu na conduta clinica regular

das pacientes.

As pacientes elegiveis foram mulheres com idade superior a 18 anos, classificadas nos
estagios de | a Ill da doenca, diagnosticadas e encaminhadas para tratamento neoadjuvante,
adjuvante ou cirurgia. Critérios de exclusdo incluiram: 1) envolvimento em um programa
sistematizado de treinamento fisico nos seis meses anteriores ao estudo; 2) autodeclaracdo de
incapacidade para realizar exercicios fisicos; 3) contraindicacdo médica para exercicios; 4)
condicdes clinicas que impossibilitassem o tratamento; e 5) neuropatia. Critérios de descontinuagdo
foram estabelecidos como: 1) auséncia em consultas, avaliacbes e sessdes de treinamento; e 2)

progressdo da doenga com metastases 0sseas e/ou cerebrais.

Apb6s a triagem inicial, as pacientes foram completamente informadas sobre os
procedimentos do estudo e convidadas a assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE), formalizando sua participacdo. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa

da Faculdade de Ciéncias Médicas da Unicamp, sob 0 nimero: 6.436.383.

A Figura 2 apresenta o fluxo de pacientes triadas e incluidas no projeto. Ao todo, 590
mulheres atendidas no CAISM foram avaliadas para elegibilidade. Destas, 575 foram excluidas
por ndo atenderem aos critérios de inclusdo, com as razdes principais sendo: diagnostico de cancer
de mama em estégio 0 (n = 121), recidiva de cancer (n = 58), limitacdes fisicas (n = 57), presenca
de outros tipos de cancer (n = 29), metastases (n = 23), préatica regular de atividade fisica (n = 17),
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entre outros motivos (n = 152). Além disso, 118 pacientes elegiveis optaram por nédo participar do
estudo (e.g., devido a indisponibilidade de tempo). Trés pacientes precisaram ser descontinuadas

por Ndo conseguirem comparecer a sessao de treino.

Assim, 12 pacientes participaram do estudo para investigar se uma sessao de treinamento
fisico altera os niveis sistémicos de VEs e para avaliar o efeito agudo do treinamento fisico sobre
a expressdo de miRNAs associados as VEs. Para essa analise, o sangue coletado de todas as 12
pacientes, tanto antes quanto ap6s uma sesséo de TC, foi combinado em um pool para extragao de
VEs.

Pacientes triadas para elegibilidade (n=590)

Excluidas (n=575)
* Nio atingiam os critérios de inclusiio (n=457)
Estagio 0 (n=121)
Recidiva (n=58)
o Incapacidade fisica (n=57)
> Quitros canceres (n=29)
o Metastases (n=23)
Fisicamente ativas (n=17)
o Qutros (n=152)
* Declinaram participar do estudo (n=118)
Descontinuadas (n=3) [ +——— Indisponibilidade (n=118)

v

Incluidas (n=12)

FIGURA 2. Fluxo de pacientes triadas, excluidas, descontinuadas e incluidas no projeto.

3.2. Desenho experimental

Apos o diagnostico confirmado por bidpsia de tecido tumoral, as mulheres diagnosticadas
com cancer de mama e indicadas para tratamentos especificos, como cirurgia inicial ou
quimioterapia (neoadjuvante ou adjuvante), foram convidadas a participar do estudo. As
participantes que aceitaram tiveram uma amostra do tecido mamario coletada na bidpsia destinada

a analise de Ki67 e receptores hormonais.
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Na primeira visita das participantes ao laboratorio, elas realizaram a avaliacdo da composicao
corporal por absorciometria de raios-X de dupla energia (DXA), seguida por familiarizagdes com
as seguintes avaliagdes: 1) forca muscular, medida pelo teste de uma repeticdo méaxima (1-RM); e
2) capacidade cardiorrespiratoria, avaliada pelo teste direto de VOamax. Em outra sessdo, foi
realizada de fato a avaliacdo da capacidade cardiorrespiratdria, novamente medida pelo teste direto
de VO:max, agora associado ao eletrocardiograma de esforco. Apos 48 horas, elas retornaram ao
laboratdrio para a sesséo de exercicios, em que todas as participantes realizaram tanto os exercicios
de forca, como também o exercicio aerobio, em um cicloergbmetro. Nessa sessao, foi realizado o
teste de forca muscular dindmica por meio do teste de uma repeticdo maxima (1-RM) no leg press
180°. O teste de 1-RM foi considerado o primeiro exercicio da primeira sessdo de treinamento
combinado. As amostras de sangue destinadas a anélise de c-miRNAs foram coletadas em dois
momentos distintos: 1) antes da sessao aguda de TC e 2) imediatamente ap0s essa sessdo. A Figura
3 apresenta uma visdo geral do delineamento experimental, estabelecendo a relagdo entre os

objetivos especificos e as variaveis dependentes do projeto.

Absorciometria de Teste_de 1 repeticao
raios X de dupla mémrna [1-RM) +
energia (DXA) Treino de forga

- Coleta de sangue f

g - pré-exercicio 0
® ‘\_-'\ o | gi

— + N+ AN

I . _ "_q‘ Teste de aptiddo “  Coleta de sangue
Bi6psia pré-intervengdo I cardiorrespiratéria (VOzma) + N } pés-exercicio
Eamiliarizacs Eletrocardiograma (ECG) ),
1-RM e VO, -
Treino aerdbio

FIGURA 3. Visao geral do desenho experimental do modelo clinico. Apés a bidpsia inicial da mama, as
pacientes com cancer de mama realizaram a avaliagcdo da composi¢éo corporal por absorciometria de raios
X de dupla energia (DXA) e participaram das sessdes de familiarizacdo para os testes de forca muscular e
aptiddo cardiorrespiratoria. Em seguida, as pacientes passaram pela avaliacao de aptid&o cardiorrespiratoria,
acompanhada de um eletrocardiograma. Apds essas etapas, foi realizada a sessdo de exercicio (TC),
iniciando com o teste de uma repeticdo maxima (1-RM), considerado o primeiro exercicio da sessdo.

Amostras de sangue foram coletadas em dois momentos: antes (pré) e imediatamente ap6s a sessdo de TC.
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3.3. AvaliacOes de caracterizagdo

3.3.1. Histologia

O material biologico destinado a histologia foi obtido a partir de bidpsias oncolégicas ou
pecas cirurgicas resultantes de procedimentos como mastectomias ou quadrantectomias, seguindo
0s protocolos padrédo previamente estabelecidos pelo Caism-Unicamp de maneira rotineira.
Inicialmente, mulheres com nddulos ou imagens mamarias sugestivas de malignidade, submetidas
a bidpsias de fragmentos sob orientacdo ultrassonogréfica e realizadas pela equipe médica do
Caism, foram convidadas a participar da coleta de material para diagndéstico e parafina, além do

biobanco, mediante leitura e assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

A autorizacdo para o desenvolvimento do projeto com a utilizacdo do biobanco esta
documentada no ANEXO |. Para armazenamento e processamento do material bioldgico, as
amostras foram encaminhadas ao Laboratério de Patologia Experimental (LAPE) do
Caism/Unicamp, sob a supervisao do patologista responsavel.

3.3.1.1. Preparacao do material para imunoistoquimica

As laminas foram hidratadas em solucdes de alcool etilico nas concentragdes decrescentes
(100%, 80% e 50%) e lavadas com agua destilada corrente. A peroxidase endogena foi bloqueada
por trés banhos, cada um com duracdo de 3 minutos, em agua oxigenada a 10 volumes, seguidos
de lavagem com &gua corrente e destilada. Para recuperagéo antigénica, utilizou-se a panela a vapor
Pascal Dako, com o objetivo de "desmascarar” os antigenos. As laminas foram imersas em tampé&o
citrato de sddio pH 6,0 (10 mM) a 95°C por 30 minutos, resfriadas a temperatura ambiente por 20
minutos e lavadas em agua corrente e destilada. Em seguida, os cortes histologicos foram incubados
em camara Umida com anticorpo primario especifico (Ki67: clone MIB-1, Dako) nas dilui¢ces
recomendadas pelo fabricante, a 4°C, overnight. Apos a incubacéo, as ldminas foram lavadas trés
vezes em solucéo salina tamponada com fosfato (PBS, pH 7,4 a 7,6), agitando, e secadas. Para
deteccdo, as laminas foram incubadas com o sistema ADVANCE™ HRP Detection System (Dako)
a 37°C por uma hora, seguidas de trés lavagens em PBS. A revelagéo foi realizada com o substrato
cromogénico DAB (3'-diaminobenzidina, SIGMA, cddigo D5637), preparado na proporcao de 0,06
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g para 100 mL de PBS, 500 uL de 4gua oxigenada 3% e 1 mL de dimetilsulfoxido (DMSO), a 37°C
por 5 minutos. Finalmente, as I&minas foram lavadas com agua corrente, contra-coradas com
hematoxilina de Harris por 30 a 60 segundos, desidratadas em banhos de alcool etilico em
concentracdes crescentes, diafanizadas em trés banhos de xilol, montadas em laminula e resina
(Entellan). Controles internos e externos positivos e negativos foram utilizados para validar as

reacoes.

3.3.1.2. Deteccdo e interpretacao dos resultados da imunoistoquimica

Os cortes parafinizados (4 um de espessura) foram analisados utilizando o protocolo para
sondas Kreatech®. Inicialmente, os cortes foram desparafinizados em xilol, desidratados em uma
série de alcoois e deixados para secar a temperatura ambiente. Em seguida, os cortes foram
incubados com pepsina a 0,008% e lavados com tampéo PBS. Apds isso, os cortes foram incubados
em formaldeido e novamente lavados em PBS. Seguiu-se uma incubacdo com proteinase K a 0,25
mg/mL, seguida de duas lavagens em SSC. Posteriormente, os cortes foram desidratados em uma
série de alcoois e deixados a secar a temperatura ambiente. Os cortes foram entdo desnaturados em
formamida a 70% e desidratados novamente em uma série de alcoois. Por fim, foi aplicado o
corante DAPI (0,3 ug/mL, Vectashield) nas areas selecionadas para contra coragem dos ndcleos.
Para a analise de Ki67, foi contada a porcentagem de nucleos corados com intensidade moderada

e forte, sempre realizada por um patologista experiente do LAPE-CAISM.

3.3.2.  Composigéo corporal - Absorciometria de raios X de dupla energia (DXA)

A composigéo corporal foi avaliada por meio de absorciometria de raios-X de dupla energia
(DXA), utilizando o equipamento GE Lunar DPX-NT (GE Healthcare, Madison, WI, USA). A
avaliacdo foi realizada com uma varredura total do corpo da paciente, que foi exposta a dois
diferentes niveis de energia (70 e 140 kilovolts), conforme os protocolos estabelecidos por Genton
et al. (2002), e seguindo as recomendac¢des da Sociedade Internacional de Densitometria Clinica
(International Society for Clinical Densitometry — ISCD) (GENTON et al., 2002; LEWIECKI et
al., 2008).
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Antes da realizacdo do exame, foi aplicado um questionario para garantir que as pacientes
ndo tivessem realizado exames contrastados (com bério ou iodo) ou com radioisétopos nas ultimas
duas semanas, e que ndo estivessem gravidas. As participantes foram orientadas a se apresentarem
ao exame em condicdes ideais: em jejum, ou apds uma refei¢do leve, sem ter realizado exercicios
fisicos prévios e com a bexiga vazia. Essas precaucfes foram tomadas para minimizar possiveis
interferéncias nos resultados da analise de composicao corporal, garantindo maior precisao na

avaliacdo dos tecidos magros, gordurosos e 0sseos.

3.3.3.  Avaliacao da forga muscular — Teste de uma repeticdo méaxima (1-RM)

A forca muscular foi avaliada por meio do teste de 1-RM (uma repeticdo maxima), seguindo
os procedimentos descritos pela ASEP (BROWN; WEIR, 2001). O exercicio escolhido para a
realizacdo do teste foi o Leg Press 180° (G3-PL70, Matrix®, Sdo Paulo, Brasil). Antes da
realizacdo do teste, foi feita uma sessdo de familiarizacdo, durante a qual a posicdo dos pés e a
amplitude de flexdo dos joelhos de 90° foram ajustadas e registradas para cada participante. 1sso

foi feito para garantir a padronizagdo do posicionamento nas avaliagcdes subsequentes.

Antes de iniciar os testes, as participantes realizaram um aquecimento geral de cinco minutos
na bicicleta ergométrica. Em seguida, foi realizado um aquecimento especifico, que consistiu em
uma série de 10 repeticdes a 50% do valor estimado de 1-RM, seguido por uma série de trés
repeticdes a 70% do 1-RM estimado. Apos um intervalo de trés minutos, o teste foi iniciado para
determinar a maxima quantidade de peso que a participante poderia levantar em um ciclo completo

de flexdo e extenséo da articulagdo dos joelhos, com amplitude de movimento de 90°.

O numero total de tentativas para determinar o valor de 1-RM em cada teste ndo excedeu
cinco. Entre as tentativas, foi mantido um intervalo de descanso de trés minutos. Durante a
execucdo do movimento, o avaliador forneceu encorajamento verbal para motivar a participante a

atingir seu maximo desempenho.

3.3.4. Aptidao cardiorrespiratdria — Teste de consumo méaximo de oxigénio (VOzmax)

Para a avaliacdo da aptidao aerobia, as participantes realizaram um teste incremental em uma

bicicleta ergométrica para membros inferiores (CG-04, Inbramed, Porto Alegre, Brasil). O
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protocolo iniciou com uma carga de 10-30W, com aumentos de 10W a cada minuto até a exaustao
voluntéria da participante ou até que a participante ndo conseguisse manter a cadéncia de 60-75
rpm por mais de cinco segundos (CONCEICAO et al., 2019). Ao final de cada estagio, as
participantes informaram sua percepcdo subjetiva de esfor¢co, conforme a escala de Borg (BORG,
1970).

Durante todo o teste, a ventilagdo e as trocas gasosas (respiracdo a respiracdo) foram
coletadas por meio de um sistema metabdlico de anélise de gases (Quark CPET, Cosmed, Roma,
Italia). A partir deste teste, foram identificados marcadores de capacidade e poténcia aerobia, 0s
quais foram utilizados tanto para avaliar a efetividade do programa de treinamento na aptiddo

aerodbia, quanto para a prescri¢do da intensidade do treinamento aerébio.

O ponto de compensacéo respiratoria (PCR) foi considerado como marcador de capacidade
aerobia. Este ponto foi identificado como a carga correspondente a quebra na linearidade da relacéo
entre ventilacdo e producdo de didxido de carbono (VCOz) (BEAVER; WASSERMAN; WHIPP,
1986; MEYER et al., 2004; SIMON et al., 1983). A identificacdo do PCR foi realizada de forma
independente por dois avaliadores experientes; em caso de discordancia, um terceiro avaliador foi

consultado.

Como marcador da poténcia aerdbia, foi utilizado o consumo de oxigénio pico (VOzpico) € a
poténcia aerdbia maxima (PAM). O VOzyico foi considerado a maior média de 30 segundos (valores
médios a cada segundo), medida ao final do teste. A determinacdo da PAM foi feita com base na
poténcia maxima atingida durante o teste. Quando a participante ndo finalizou o estagio de um
minuto, a poténcia foi relativizada conforme o tempo de permanéncia no estagio, calculada pela
férmula: PAM = poténcia no Gltimo estagio + (15 watts x tempo no ultimo estagio / 60 segundos).

Para assegurar que as participantes realizaram o esforco maximo no teste, pelo menos dois
dos trés critérios a seguir foram adotados: (1) razdo de trocas respiratérias maior que 1,0; (2)
frequéncia cardiaca maxima (FCmax) superior a 90% do méximo predito para a idade (HOWLEY:;
BASSETT; WELCH, 1995); (3) percepc¢éo subjetiva de esfor¢o maior ou igual a 16. Além disso,
ao longo de todo o teste, a satde cardiovascular das participantes foi monitorada por meio de um

eletrocardiograma, com acompanhamento de um médico responsavel.
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3.4, Protocolo de exercicios

3.4.1. Protocolo de treinamento combinado (TC)

A prescricdo do protocolo de treinamento combinado seguiu as diretrizes do American
College of Sports Medicine (CAMPBELL et al., 2019). Cada sessé@o de treinamento iniciou com
um aquecimento de 5 minutos na bicicleta ergométrica, com intensidade correspondente a 50% do
ponto de compensacdo respiratoria (PCR). Em seguida, foi realizado o protocolo de treinamento
de forca (TF), composto por cinco exercicios, sempre na mesma ordem: leg press a 180°, supino
reto, extensao de joelho na cadeira extensora, flex&o de joelho na cadeira flexora e puxador dorsal.
As participantes realizaram de 3 a 4 séries de 8 a 12 repeticdes maximas (RM), com intervalo de
dois minutos entre as séries. A carga foi progressivamente ajustada em cada série, para que as

participantes mantivessem o exercicio dentro da zona alvo de repeti¢des maximas (8-12).

Ap6s o TF, as participantes realizaram o treinamento aerébio (TA), baseado no treinamento
intervalado de alta intensidade (HIIT) na bicicleta ergométrica. O TA consistiu em completar 3-5
séries de 2 min realizados no Delta 50% (€ acrescida a carga da poténcia aerdbia maxima 50% do
valor da diferenca da carga entre a poténcia aerébia méxima e o PCR; aproximadamente 90% do
VO2max), com intervalo de 2 min de recuperacdo ativa (20% do PCR). Caso o PCR ndo fosse
identificavel a partir do teste de consumo maximo de oxigénio (e.g., auséncia de inflexdo na curva
VE/VCO2), a participante realizava as séries a 100% da PAM. Ap0s a Ultima série, realizava-se 2
minutos a 20% da carga do PCR. Essa prescri¢do do treino aerébio esta embasada em trabalhos
anteriores que aplicaram HIIT, mas se pautou principalmente no fato de considerar a variabilidade
bioldgica das pacientes ao utilizarmos o valor de delta. Recentemente, publicamos um artigo de
revisdo onde avaliamos as variaveis que devem ser consideradas para a prescri¢cdo do HIIT para
pacientes oncoldgicos (APENDICE ) (DIAS-DA-SILVA et al., 2024).

3.5. Coleta de material bioldgico

3.5.1. Coletas de sangue

As participantes do estudo foram orientadas a comparecer as sessdes de coleta de sangue

bem hidratadas e alimentadas. Amostras de sangue foram obtidas da veia antecubital antes e apos
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a sessdo de TC. Foram coletados 10 tubos de 4ml, utilizando tubos para coleta de sangue a vacuo
com EDTA k3. As amostras foram imediatamente separadas em aliquotas, e 0 processamento do
plasma ocorreu no mesmo dia, 0 mais rapido possivel apos a coleta. O protocolo incluiu quatro
etapas de centrifugacdo com tempos e velocidades distintas para garantir um plasma platelet-free.
Apos a ultima centrifugacdo, o plasma foi reservado em aliquotas de 2 mL e armazenado a -80°C

até as analises de c-miRNA.

3.6. Avaliacdes — Variaveis dependentes

A principal variavel dependente do estudo foi a expressdo de c-miRNAs relacionados a

inflamacdo, incorporados em VEs em mulheres com cancer de mama.

3.6.1. Analise de c-miRNAs em VEs

3.6.1.1. Procedimento de centrifugacdo para preparacéo do plasma sanguineo

O protocolo inicial de centrifugacdo para separacao do plasma sanguineo consistiu em quatro
etapas. Na primeira etapa, todos os tubos de sangue, com excec¢édo do primeiro tubo coletado, foram
centrifugados a 1200 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi entéo transferido para novos tubos,
evitando a fracao celular. Em seguida, o sobrenadante e o primeiro tubo de sangue coletado foram
submetidos a uma segunda centrifugacdo a 2500 rpm por 10 minutos, com o objetivo de coletar
aliquotas de plasma para analises adicionais de citocinas, ndo incluidas nesta dissertacdo. Apds
essa segunda etapa, os sobrenadantes foram submetidos a uma terceira centrifugacéo, agora a 2500
X g por 10 minutos. Por fim, uma quarta centrifugacao foi realizada a 2500 x g por 15 minutos. Ao
término dessa Ultima centrifugacéo, o plasma foi aliquotado em tubos de 2 ml para minimizar ciclos
de congelamento e descongelamento e, em seguida, armazenado a -80°C. Essas etapas multiplas
de centrifugacdo foram necessarias para obter um plasma livre de plaquetas (MCILVENNA et al.,
2023), pois estudos indicam que plaquetas residuais, caso ndo sejam removidas completamente
durante o processamento, podem liberar VEs ex vivo (KARIMI et al., 2022; MCILVENNA et al.,
2023).
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3.6.1.2. Isolamento das VEs

Os procedimentos seguiram as diretrizes metodoldgicas mais recentes e amplamente aceitas
na literatura sobre o tema (WELSH et al., 2024). As VEs foram isoladas por cromatografia de
exclusdo por tamanho, utilizando colunas qEV1/35nm e um Coletor Automatico de Fra¢des (AFC)
da IZON Science, conforme o protocolo do fabricante (IZON Science). Inicialmente, o plasma
livre de plaquetas foi descongelado a temperatura ambiente e centrifugado a 1500 x g por 10
minutos. Em seguida, o sobrenadante foi transferido para um novo tubo e submetido a uma
centrifugacdo de 10000 x g por 10 minutos. Apds isso, 1 ml do plasma foi aplicado na coluna
qEV1/35mm, e 12 fragdes de 700 pl foram eluidas em tampao fosfato-salino (PBS) e coletadas em
12 tubos separados. As fragdes ricas em VEs (F1-4) e as fragdes pobres em VEs (F9-12) foram
combinadas e concentradas em aproximadamente 150 pl, utilizando filtros Amicon Ultra-15 100

kDa MWCO, por centrifugacdo a 4000 rpm durante 15-20 minutos.

3.6.1.3. Caracterizacao e quantificacao das vesiculas

3.6.1.3.1. Quantificacao da concentracéo de proteinas

Os pools concentrados das fragcdes F1-4 e F9-12, resultantes do processo de isolamento,
foram entdo quantificados quanto a concentracao de proteinas utilizando o aparelho Qubit 4 e o kit

Qubit Protein Assay (Thermo Fisher Scientific, MA, EUA), conforme as instru¢des do fabricante.

3.6.1.3.2. Andlise de rastreamento de nanoparticulas - Nanoparticle Tracking
Analysis (NTA)

A distribuicdo de tamanho e a concentracdo das particulas nas amostras ricas em vesiculas
foram analisadas usando o equipamento NanoSight NS300. As configuracdes foram ajustadas
conforme o manual do fabricante (Manual do Usuario do NanoSight NS300, MAN0541-01-EN-
00, 2017): o nivel da camera foi definido para garantir que todas as particulas estivessem
claramente visiveis, evitando uma saturacdo de sinal superior a 20%. O limiar de deteccéo foi
ajustado para incluir o maximo possivel de particulas, garantindo que entre 10 e 100 cruzes

vermelhas fossem detectadas, enquanto a contagem de cruzes azuis foi limitada a 5. O foco foi
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ajustado para evitar particulas pouco definidas. Em cada medicgdo, foram capturados cinco videos
de 30 segundos a uma temperatura de 25°C, com inser¢do manual das amostras no compartimento
de analise. Os parametros da camera foram mantidos constantes em todas as capturas. Apés a
captura, os videos foram analisados no software NanoSight NTA 3.1 Build 3.1.46, com um limiar
de deteccdo de 5. EspecificacGes do hardware: laser embutido de 45 mW a 488 nm e cdmera
sCMOS.

3.6.1.3.3. Analise de vesiculas diretamente no plasma sanguineo - Sensoriamento

por imagem interferométrica de particula tnica (SP-IRS) e imunofluorescéncia

Para quantificar diretamente as VEs no plasma de pacientes com céncer de mama, foi
realizada uma analise de captura imunologica baseada em fluorescéncia para particulas Gnicas em
cada amostra de plasma, utilizando a tecnologia de sensoriamento por imagem interferométrica de
particula Unica (SP-IRS) e imunofluorescéncia (Leprechaun/Simoa) (MCILVENNA et al., 2023).
Essa analise foi conduzida no laboratdrio do Dr. Martin Whitham, na Universidade de Birmingham.
O Dr. Whitham é especialista em analise de pequenas vesiculas extracelulares, incluindo o uso das
tecnologias SP-IRS e imunofluorescéncia (Leprechaun/Simoa), e no estudo de proteinas associadas
a sinalizacdo intertecidual durante o exercicio em contextos de salde e doenca. As analises foram
conduzidas conforme descrito previamente (MCILVENNA et al., 2023) e seguiram o protocolo do

fabricante.

3.6.1.3.4. Western Blotting

Inicialmente, a concentracéo total de proteinas nos pools das fra¢6es purificadas por SEC foi
medida usando o kit Qubit™ Protein Broad Range (BR) Assay (Invitrogen™), seguindo as
especificacbes do fabricante. As amostras foram entéo diluidas em tamp&o Laemmli, aquecidas a
95°C por 5 minutos e armazenadas a -20 °C até o uso. Em seguida, 15 ul de cada amostra contendo
10 pg de proteina foram aplicados em géis de poliacrilamida—SDS (SDS-PAGE) de 8-10% e
submetidos a eletroforese (80V por 30 minutos, seguido de 110V até a corrida completa). Apos a
eletroforese, as proteinas foram transferidas para uma membrana de PVDF overnight a 4°C, sob
voltagem de 25V. As membranas foram bloqueadas por 30 minutos com StartingBlock T20 (PBS)

Blocking Buffer (Thermo Scientific™) e incubadas overnight a 4°C com os respectivos anticorpos
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primarios, diluidos no mesmo tampdo de blogueio e sob agitacdo leve. No dia seguinte, 0 excesso
de anticorpo primario foi removido, e as membranas foram lavadas trés vezes em TBS-T por 5
minutos em temperatura ambiente, com agitacédo leve. Em seguida, as membranas foram incubadas
com os anticorpos secundarios por 1 hora em temperatura ambiente, também em agitacao leve, e
lavadas novamente em TBS-T (3x/5min). A deteccdo foi realizada com o ChemiDoc Imaging

System (Bio-Rad) usando o kit ECL Plus®, conforme o protocolo do fabricante.

Os anticorpos primarios utilizados foram Anti-CD63 (1:1000, Santa Cruz (MX-49.129.5) sc-
5275, monoclonal de camundongo), Anti-CD81 (1:1000, Abcam [EPR4244] ab109201,
monoclonal recombinante de coelho), Anti-Alix (1:1000, Cell Signaling - (E6P9B) #92880,
monoclonal de coelho), Anti-ApoAl (1:1000, Invitrogen - (PA5-29557), policlonal de coelho) e
Anti-ApoB (1:500, Abcam (ab20737), policlonal de coelho). Os anticorpos secundarios foram
Anti-rabbit 1IgG HRP-conjugado da Amersham™ e Anti-mouse 1gG HRP-linked (#7076, Cell
Signaling).

3.6.2. Expressdo de miRNAs associados a VES

3.6.2.1. Extracdo de RNA de VEs

O RNA foi extraido das fracdes ricas em VESs isoladas previamente, utilizando um protocolo
modificado e otimizado no nosso laboratorio. Esse protocolo é uma combina¢do dos métodos
TRIzol (Invitrogen) e miRNeasy Serum/Plasma Advanced Kit (Qiagen). Apos o isolamento, as
fracGes ricas em vesiculas foram concentradas a0 maximo, com o objetivo de obter um volume
final de 150 pl ou menos, garantindo a maior concentracdo possivel de VEs para a extracdo de
RNA. Para o processo, foi adicionado TRIzol 8 amostra em uma proporgdo de 1:10 (10% de amostra
para 90% de TRIzol). A mistura foi agitada em vortex por 1 minuto para homogeneizagéo, seguida
de uma incubacdo de 5 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, foi adicionado 20% de
cloroférmio, seguido de uma nova agitacao por 30 segundos e outra incubacdo de 10 minutos a
temperatura ambiente, antes da centrifugacdo a 12.000 x g por 15 minutos a 4°C. Apos a

centrifugacdo, a fase aquosa foi cuidadosamente coletada.

A purificacdo do RNA foi realizada usando o protocolo Quick-Start do Kit miRNeasy

Serum/Plasma Advanced, com algumas adaptacGes. O sobrenadante foi transferido para um novo
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tubo, ao qual foi adicionado isopropanol em volume igual, seguido de agitacdo em vortex. Até 700
ul da amostra foram entdo passados pela coluna RNeasy UCP MinElute, com centrifugacgdes de 15
segundos a >8000 x g até que toda a amostra tivesse passado pela coluna. Em seguida, 700 ul de
Buffer RWT foram adicionados a coluna e centrifugados por 15 segundos a >8000 x g, descartando
o filtrado. Posteriormente, a coluna foi lavada com 500 pl de Buffer RPE, novamente centrifugada
e com o filtrado descartado. Para a proxima etapa, 500 ul de etanol 80% foram adicionados a
coluna, seguidos de uma centrifugacao de 2 minutos a >8000 x g. O filtrado e o tubo de coleta
foram descartados. A coluna foi entdo transferida para um novo tubo de coleta de 2 ml e
centrifugada em velocidade maxima por 5 minutos para secar a membrana completamente, com o

filtrado e o tubo de coleta descartados.

Para a elui¢do, a coluna foi transferida para um tubo de 1,5 ml, onde 20 pul de agua livre de
RNase foram aplicados ao centro da membrana, seguida de uma incubacdo de 1 minuto e
centrifugacdo de 1 minuto em velocidade maxima. Para aumentar o rendimento, o eluido foi
recolhido e reaplicado na coluna para uma segunda centrifugacdo. O RNA extraido foi entdo

congelado a -80°C até o uso.

3.6.2.2. Controle de Qualidade

Apos a extracdo, as amostras de RNA foram encaminhadas para o Laboratério Central de
Tecnologias de Alto Desempenho em Ciéncias da Vida (LaCTAD), na Unicamp, para andlise de
controle de qualidade, antes de serem enviadas para a Novogene, onde o sequenciamento de
miRNAs foi realizado. No LaCTAD, a qualidade das amostras foi avaliada usando o RNA Screen
Tape System (Agilent) na plataforma Agilent 2200 TapeStation (Agilent Technologies), seguindo
as orientacdes do fabricante. Em resumo, as amostras de RNA total foram descongeladas sobre
gelo para evitar degradagéo. Para preparar o marcador de tamanho, 5 pL de Buffer de Amostra de
RNA foram misturados com 1 puL de RNA Ladder. Do mesmo modo, cada amostra foi preparada
combinando 5 pL de Buffer de amostra de RNA com 1 pL da amostra de RNA.

Apds a preparacdo, as misturas foram centrifugadas e submetidas a agitacdo em um vortex
IKA a 2000 rpm por um minuto para homogeneizacdo. Uma nova centrifugacdo foi realizada para
assegurar que o contetdo estivesse no fundo do tubo. Em seguida, para desnaturacdo, as amostras

(incluindo o marcador) foram aquecidas a 72°C por 3 minutos e, posteriormente, colocadas sobre
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gelo por 2 minutos para resfriamento. Apos essa etapa, as amostras foram novamente centrifugadas
para garantir o posicionamento adequado no fundo do tubo. Finalmente, as amostras preparadas
foram carregadas no Agilent 2200 TapeStation para analise.

Com o controle de qualidade realizado no LaCTAD, as amostras de RNA extraido de VEs

foram entdo enviadas a Novogene para 0 sequenciamento.

3.6.2.3. Sequenciamento de miRNAs

O sequenciamento de RNAs pequenos foi realizado pela empresa Novogene, seguindo 0s
parametros padrdo de sequenciamento: Biblioteca Exosomal Small RNA Library; Plataforma
NovaSeq X Plus Series; Leitura do tipo Single-end 50; Profundidade de sequenciamento de > 10
milhGes de leituras por amostra. Resumidamente, ao chegarem ao laboratério da Novogene, as
amostras foram novamente submetidas ao teste de controle de qualidade. Em seguida, adaptadores
foram ligados as extremidades 3' e 5' do RNA pequeno para preparagdo. A primeira fita de cDNA
foi entdo sintetizada por hibridizacdo com um primer de transcricao reversa, gerando a biblioteca

de cDNA de fita dupla por meio de um enriquecimento por PCR.

Apbs a purificacdo e selecdo por tamanho, as bibliotecas com inser¢Ges entre 18 e 40 pb
estavam prontas para o sequenciamento na plataforma Illumina (SE50). A qualidade da biblioteca
foi verificada com o Qubit e PCR em tempo real para quantificacdo e por um bioanalisador para
detectar a distribuicdo de tamanho das sequéncias. Em seguida, as bibliotecas quantificadas foram
agrupadas e sequenciadas nas plataformas Illumina, de acordo com a concentragcdo final da

biblioteca e a quantidade de dados necessaria para o estudo.

A partir dos dados obtidos do sequenciamento, 0 mapeamento dos miRNAs foi realizado
usando a base de dados miRBase (KOZOMARA; BIRGAOANU; GRIFFITHS-JONES, 2019),
com o genoma humano como referéncia. Apos a preparagéo e controle de qualidade dos dados de
pequenos RNAs associados as vesiculas extracelulares, as sequéncias foram alinhadas ao genoma
humano e identificadas com base nas anotacGes da miRBase. A obtencédo dos valores quantitativos
dos miRNAs foi conduzida por meio da ferramenta sRNAtoolbox (APARICIO-PUERTA et al.,
2019), utilizando a funcéo "bench” em formato de "single assignment"” para garantir a atribuigédo
de cada leitura a um Unico miRNA, maximizando a especificidade na quantificacdo dos niveis de

expresséo.
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Para uma avaliacédo precisa das variacOes de expressao, as leituras foram normalizadas por
Reads Per Million (RPM) por biblioteca, o que permitiu uma andlise relativa das mudancas na
expressdao de miRNAs ao controlar diferencas na profundidade de sequenciamento entre as

amostras.

3.6.3. Andlise diferencial e in silico

Para as analises downstream, consideramos as médias de RPM+1 dos miRNAs maduros para
calcularmos o fold-change (FC) e log2FC da expressdo dos miRNA, mensurando a alteracdo de
expressdo do momento pos-exercicio em relacdo ao pré-exercicio (FC = P6s/Pré). Como a anélise
foi realizada em amostras agrupadas (pool), ndo foi possivel realizar uma analise estatistica formal
de expressao diferencial, sendo as variacGes exploradas descritivamente. Sendo assim, utilizamos
0 FC como parametro de corte para determinarmos genes que poderiam estar diferencialmente
regulados devido ao desvio em relagdo a fungédo f(x) = x. Assim, consideramos como miRNA
diferencialmente expressos aqueles que apresentavam -1.5<log2FC<1.5.

A fim de sabermos quais genes sdo modulados pelos miRNAs diferenciais e, portanto,
inferirmos as vias associadas a acdo desses mMiRNAs, realizamos uma analise in silico,
confrontando nossos dados contra a base de dados miRTarBase. Para essa analise, filtramos os
genes-alvos (target) considerando os miRNA diferencialmente expressos para construirmos uma
rede e analisarmos o dado dentro de uma oOtica de biologia de sistemas utilizando os softwares
Gephi e Cytoscape (SHANNON et al.,, 2003). Enquanto utilizamos o Gephi (BASTIAN;
HEYMANN; JACOMY, 2009) para célculo de parametros de redes, como grau (degree) e busca
por comunidades (Algoritmo de Louvain), o Cytoscape foi utilizado para interpretacdo bioldgica
da rede através das andlises de enriquecimento. As andlises de enriquecimento foram realizadas
contra o banco de dados KEGG (Enciclopédia de Genes e Genomas de Kyoto) (KANEHISA et al.,
2024) e Reactome (MILACIC et al., 2024). Para a constru¢cdo do mapa de enriquecimento,
utilizamos o EnrichmentMap (MERICO et al., 2010). Os demais graficos e representacdes da
analise diferencial e in silico foram realizados utilizando linguagem de programacgédo Python (v.
3.11).
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4, RESULTADOS

4.1. Caracterizacao das pacientes
A tabela 1 mostra as caracteristicas gerais das 12 pacientes incluidas no estudo.

TABELA 1. Caracteristicas das pacientes no momento inicial (baseline).

(continua)

Caracteristicas iniciais Pacientes (n=12)
Idade, anos, média + DP 44,42 + 6,41
Composicao corporal, média £ DP

Peso, kg 98,67 +9,1

IMC, kg/m? 31,53 £ 6,92

Gordura corporal, % 44,96 + 8,75

Massa total, kg 82,58 + 17,23

Massa livre de gordura, kg 45,51 + 4,96
Avaliagdes funcionais, média £ DP

1-RM, kg 89,26 + 28,12

VO2max, mL.kgt.mint 20,37 £ 4,24

Menopausa, N

Sim 4

Né&o 8
Raca, N

Branca 8

Parda 4

Escolaridade, N

Fundamental incompleto 1
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(continuacéo)

Fundamental completo
Ensino médio completo
Superior incompleto
Superior completo
Ignorado

Ocupacao remunerada, N
Sim
Nao
Ignorado

Tabagismo, N
Sim
Né&o

Gestac0es, N, média + DP

Diabetes, N
Sim
Né&o

Hipertensao arterial, N
Sim
Nao

Status do receptor, N
ER/PR+, HER2-
ER/PR, HERZ2 indeterminado (escore 2+)
ER/PR+, HER2+

Triplo negativo

12

1,67 + 1,60

11

10
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(concluséo)

Ki67, %, média = DP 44,58 + 23,31

DP: desvio padrdo; IMC: indice de massa corporal; ER: receptor de estrogénio; PR: receptor de progesterona; HER2
+ ou —: receptor do fator de crescimento epidérmico humano positivo ou negativo; Ki67: marcador de proliferacdo

celular tumoral.

4.2. Efeitos de uma sessdo de TC nos niveis sistémicos de VEs em pacientes com

cancer de mama

Apds o processamento, o plasma das 12 pacientes foi dividido em dois pools - pré-exercicio
e pos-exercicio - utilizando-se a mesma quantidade de plasma de cada paciente para obter um

volume total de pelo menos 1 ml em cada pool para a purificacdo de VEs.

Os pools de plasma foram entdo submetidos a purificacdo de VEs por cromatografia de
exclusdo por tamanho (SEC), e as quatro primeiras frac6es coletadas foram combinadas, resultando
em duas amostras enriquecidas em VEs: F1-4 pré-exercicio e F1-4 pos-exercicio. Essas amostras
foram analisadas por analise de rastreamento de nanoparticulas (NTA) para determinar a
concentragdo e o perfil de tamanho das particulas. A analise NTA revelou uma maior concentracdo
de particulas na amostra F1-4 pds-exercicio (7,69 x 10! + 5,40 x 10'° particulas) em comparagao
com a amostra F1-4 pré-exercicio (4,89 x 10! + 9,58 x 10'° particulas), com tamanhos médios de
particulas semelhantes entre as fracbes (F1-4 pré-exercicio: 162,22 + 8,75 nm; F1-4 pds-exercicio:

157,46 £ 9,03 nm), como mostrado na Figura 4.
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FIGURA 4. Concentracao e perfil de tamanho de particulas em amostras purificadas de plasma de
pacientes com cancer de mama, obtidas por SEC antes e ap6s uma sessdo de TC. Os dados foram
adquiridos por analise de NTA utilizando o equipamento NanoSight NS300. Na analise em vermelho, sdo
apresentadas as fracfes 1-4 derivadas de um pool de amostras de plasma coletadas das pacientes em estado
basal, antes da sessdo de TC. Em azul, as fra¢bes 1-4 correspondem ao pool de amostras de plasma coletadas
imediatamente ap6s uma sessdo de TC. A linha em preto representa a analise de uma amostra de PBS,

utilizada como controle ("branco™). Cada pool foi composto por amostras de plasma de 12 pacientes.

Para avaliar a presenca de VEs, proteinas plasmaticas e possiveis contaminantes de
lipoproteinas nas fragdes isoladas (F1-4 pré-exercicio, F1-4 pos-exercicio, F9-12 pré-exercicio e
F9-12 pds-exercicio), foi realizada uma analise de Western Blotting com marcadores conhecidos
de VEs (CD63 e CD81) juntamente com marcadores de lipoproteinas (ApoAl e ApoB) e ALIX
(Figura 5). Conforme esperado, a proteina tetraspanina CD63 estava mais enriquecida nas fracoes
1-4 do que nas fragdes 9-12. A tetraspanina CD81, comumente enriquecida em membranas de VES
pequenas (~50-100 nm de didmetro), foi detectada em todas as fragdes analisadas, tanto nas fragoes
1-4 quanto nas fracdes 9-12. Em relacdo aos marcadores de lipoproteinas, observou-se que ApoA
estava presente em todas as amostras de forma semelhante, enquanto ApoB parecia mais

enriquecida nas fragdes 1-4. Por fim, a proteina ALIX mostrou maior enriquecimento nas fragdes
9-12.
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FIGURA 5. Caracterizagdo de VEs em fragdes obtidas de pacientes com cancer de mama antes e apos

uma sessdo de TC (pré e pés). Os pools das fracbes 1-4 e 9-12, purificados por SEC, foram analisados por
Western Blotting para os marcadores CD63 (40-60 kDa), CD81 (26 kDa), ApoA (24 kDa), ApoB (549 kDa)

e ALIX (90-100 kDa).

No protocolo que utilizamos, uma etapa final de concentracdo/filtragem das fracOes

purificadas com colunas qEV1, recomendada pelo fabricante, pode adicionar variabilidade entre

amostras. Apesar de a centrifugagdo com filtros Amicon Ultra-15 100kDa MWCO ser mantida

constante (4000 rpm por 15-20 minutos), o volume final entre os tubos pode variar ligeiramente

devido a diferencas inerentes entre amostras, limitando a comparacao direta da concentracéo de

particulas entre elas.
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A anélise dos niveis de particulas positivas para CD9, CD63 e CD81 revelou que as
distribuigdes dos dados seguiram uma curva normal, conforme indicam os testes de normalidade
Shapiro-Wilk para os valores pré e pos-exercicio. Diferentemente da NTA, essa analise mostrou
que ndo houve diferencas estatisticamente significativas nos niveis de nenhum marcador entre 0s
periodos pré e pos-exercicio (p > 0,05 — Figura 6). A variacdo percentual media para CD9 foi de -
5,49%, sugerindo uma leve diminuigcdo nas concentracdes apds a sessdo de TC. Para CD63, a
variacao percentual foi de -8,62%, e para CD81, -2,83%. Nenhuma particula positiva foi detectada
no controle negativo “Mouse 1gG” em nenhum dos momentos analisados, o que confirma a
especificidade dos ensaios e confirma que os resultados para CD9, CD63 e CD81 nao foram

afetados por reatividade inespecifica ou contaminag&o (Figura 6).
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FIGURA 6. Contagem de particulas positivas para tetraspaninas no plasma livre de plaquetas de
pacientes com cancer de mama antes e apds uma sessao de treinamento combinado em estado
destreinado. Os dados representam a soma das contagens de fluorescéncia dos anticorpos especificos para
CD9, CD63 ou CD81 em todos o0s pontos de captura. A) Contagem de particulas positivas para 0 marcador
CD9, B) Contagem de particulas positivas para o marcador CD63, C) Contagem de particulas positivas para
0 marcador CD81, e D) Contagem de particulas positivas para Mouse 1gG (controle negativo). *P*<0,05 -
Teste t pareado de Student.

Esses dados indicam que, diferentemente dos resultados sugeridos pela analise de NTA, nao
houve aumento significativo na concentracdo de VESs no plasma de pacientes com cancer de mama

apos uma sessao de TC.



51

4.3. Efeitos de uma sessdo de TC na expressdo de miRNAs associados a VES

A fim de caracterizarmos as vesiculas a nivel molecular e determinar potenciais diferencas
de expressdo entre os periodos pré e pos, observamos que nossos dados apresentam resultados
divergentes entre os métodos utilizados: enquanto o NTA indicou um aumento na concentracao
plasmatica de VEs ap6s uma sessdo de TC em pacientes com cancer de mama, o SP-IRS nédo
detectou alteracOes significativas. Considerando essas discrepancias metodoldgicas, optamos por
focar na andlise do conteudo molecular das VEs, investigando se a expressdo de miRNAsS
associados a essas particulas pode responder de forma aguda ao TC, dado seu papel crucial na
regulacdo de vias relacionadas ao desenvolvimento tumoral. Para testar a hipotese de que uma
sessdo de TC poderia modificar a expressdo de miRNAs associados a VEs — potencialmente
aumentando os mMiRNAs ligados a supressdo tumoral (TSmiRs) e diminuindo os mIRNAS
envolvidos na progressdo tumoral (oncomiRs) — realizamos o sequenciamento de RNAS
pequenos. A analise foi conduzida no RNA extraido das fracbes F1-4 da purificacdo por SEC,
usando o pool de plasma de 12 pacientes coletado antes e logo apds a sessdo de TC. A avaliagdo
do efeito agudo de uma Unica sessdo de TC revelou uma modulacdo na expressdao dos miRNAs

associados as VESs, evidenciando aumentos e reducdes nesses reguladores.

Embora o uso de uma amostra em pool para cada momento limite as comparacdes estatisticas,
temos uma maior complexidade das respostas ao TC, oferecendo uma visdo ampla das possiveis
mudancas nos miRNAs associados as VEs. Uma vez que realizamos o pool das amostras para cada
momento — devido a baixa expressao de miRNAs, optamos por fazer isso para aumentar as chances
de deteccdo dessas moléculas - a anélise formal de expressdo diferencial ndo foi realizada, pois
comparagOes estatisticas entre grupos com N=1 ndo é viavel. Em vez disso, calculamos o fold-
change (FC) e o log2FC entre os momentos pré e pos-exercicio para obter uma medida quantitativa

preliminar das variagdes na expressao dos miRNAS.

No total, foram identificados 330 miRNAs nas amostras analisadas. Entre eles, 212 miRNAs
foram detectados em ambos os momentos experimentais (pré e p6s), indicando aqueles miRNAs
que possuem expressdo mesmo sob diferentes estados de treinamento. Além disso, foram
observados 88 miRNAs que apresentavam expressao apenas para um dos momentos, dois quais 36
miRNAs eram exclusivos no momento pré e 52 miRNAs exclusivos no momento pés. Esses

miRNAs especificos podem refletir perfis caracteristicos de cada estado, sugerindo que certas
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mudancas na expressao de miRNAs séo atribuidas ao estado de repouso ou a resposta aguda ao

exercicio.

A Figura 7a apresenta uma visdo geral da abundancia dos miRNAs antes e ap0s a sessao de
TC, com os valores de abundancia exibidos em escala logaritmica. Através do deslocamento da
distribuicdo, observou-se que houve um aumento na abundancia geral de miRNAs apds o exercicio.
Esse deslocamento pode ser evidenciado através do grafico violin (Figura 7b), que mostra que 0s
quartis e a mediana da distribuicdo da abundancia dos miRNAs apresentaram discreto aumento

associado a intervencao.
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FIGURA 7. Abundancia relativa dos miRNAs identificados antes e ap6s a sessdo de TC. A) Os valores
de abundancia estdo representados em log10, com um aumento observado na abundancia de miRNAs pds-
exercicio, evidenciado pelo deslocamento dos valores. B) Abundancia apresentada por meio de um grafico
violin. Os quartis e a mediana da distribuicdo mostram um deslocamento para valores mais elevados no

momento pds-exercicio, sugerindo um discreto aumento na expressdo dos miRNAs apds a intervencao.

Para investigar mais a fundo os potenciais miRNAs diferencialmente expressos e diminuir a
chance de variacdes técnicas ou bioldgicas ndo significativas, aplicamos um filtro de fold-change
(FC), considerando como diferencialmente expressos 0s miRNAs com valores de -1,5 < log2FC <
1,5. Entre os miRNAs identificados, os que mostraram maior regulacgao positiva (top up-regulated)
foram hsa-miR-543 (log2FC = 7,71), hsa-miR-126-5p (log2FC = 7,60), hsa-miR-1228-5p (log2FC
= 7,52), hsa-miR-664a-5p (log2FC = 7,30) e hsa-let-7b-3p (log2FC = 7,28). Em contraste, 0s

miRNAs mais regulados negativamente (top down-regulated) foram hsa-miR-381-3p (log2FC = -
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8,76), hsa-miR-505-5p (log2FC = -7,50), hsa-miR-148a-5p (log2FC = -7,07), hsa-miR-379-5p
(log2FC = -6,90) e hsa-miR-3175 (log2FC = -6,77). Esses resultados sugerem padrdes diferenciais
de expressdao de miRNAs relacionados ao exercicio fisico, indicando potenciais candidatos que

podem desempenhar papéis importantes nas respostas ao exercicio ou na biologia do cancer.

A Figura 8a é um grafico de dispersdo que representa os miRNA e suas abundancias,
comparando preé e pés exercicio. Nesse gréafico, observa-se que os miRNASs de expressdo constante
(ndo diferencialmente regulados) compdem 50% dos dados e apresentam uma correlagédo positiva
entre os periodos pré e pos-exercicio (n = 166, R2 = 0,95, pontos cinzas), o que fica evidente pela
proximidade com a linha da fungdo f(x) = x. No entanto, ao considerar também o0s miRNAS
diferencialmente regulados, a correlagdo entre os momentos pré e poés-exercicio diminui
consideravelmente (R%z = 0,45), devido a influéncia da variacdo de fold-change observada em
alguns miRNAs. Para ilustrar essa diferenca, o grafico MA da Figura 8b exibe o log2FC em funcéo
da média da abundéncia, destacando que os pontos com maior deslocamento, que contribuem para
a reducdo do R?, correspondem aos miRNAs up-regulated (em vermelho) e down-regulated (em

azul).

A B MA-plot

7.54 Regulagao

37 up-regulated
non-regulated
5.0 1 down-regulated
Modulo do log2FC
2.59 ® 15

® 30

ES
L

w
L

I - T P e e M @ 5o
® s

log2(Pds/Pré)

—2.54

log10(pds-exercicio)
N

—5.04

i
.

—7.54

) | | v v : 1 2 3 4 5
0 ! 23 4 5 log10(AbundanciaMédia)
log10(pré-exercicio)

FIGURA 8. Grafico de dispersdo para analise de expressdo diferencial e os niveis de expressao
diferencial. A) Niveis de expressdo em escala logaritmica dos miRNAs nos diferentes momentos (pré e
po6s-exercicio). Observa-se uma forte correlagdo positiva entre o periodo pré e pds-exercicio (R? = 0,95),
com 50% dos miRNAs apresentando pontos proximos a linha f(x) = x (pontos cinzas). B) O grafico MA
mostra o log2FC em funcdo da média da abundancia, evidenciando miRNAs up-regulated (em vermelho) e

down-regulated (em azul), os quais contribuem para a maior varia¢do do dado.
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Para compreender os mecanismos bioquimicos e funcionais associados a esses miRNAs,
analisamos os genes diferencialmente expressos em comparagdao com os dados disponiveis no
banco de dados miRTarBase. O miRTarBase cataloga miRNAs e seus mRNAs-alvo, incluindo
apenas interacdes que foram experimentalmente validadas. Com base nessa analise, construimos
uma rede de interagdo miRNA-alvo contendo 1596 interacdes entre 0s miRNAs diferencialmente
regulados e seus respectivos mRNAs. Para reduzir a complexidade dessa rede, aplicamos uma
analise de modularidade e selecionamos os modulos com pelo menos 2 miRNAs, revelando 21
regibes de alta densidade de conexdes (Figura 9a), ou seja, comunidades de interacdo dos
miRNAs. Em cada um dos 21 mddulos, nomeamos a comunidade com base no miRNA de maior

grau (degree, ou seja, numero de conexdes) dentro do respectivo médulo.

Para aprofundarmos nas caracteristicas de cada moddulo, realizamos uma anélise
quantitativa dos modulos a fim de obter: 0 miRNA com maior grau em cada mddulo, nimero de
n6s por modulo, o grau médio dos miRNA, e o numero de miRNAs em cada mddulo. Com isso,
plotamos esses dados em um heatmap (Figura 9b) que evidencia a diversidade encontrada em cada
uma das comunidades. Em negrito encontram-se os médulos com caracteristicas marcantes na rede.
Enquanto o miR-34a-5p apresenta 0 maior grau da rede (132), o0 médulo do miR-1-3p apresenta o
maior nimero de nos. Além disso, é possivel notar que 5 comunidades apresentam o valor maximo
de miRNA por comunidade (6), sendo que o miR-146a-5p é o que possui 0 maior nimero de
conexdes. Curiosamente, 0 modulo do miR-19a-3p apresentou um grau médio por miRNA maior
que 0 grau maximo, o que pode ser explicado pelo elevado nimero de nos presente em todos 0s
outros miRNA da rede. Visto que os miRNAs aqui destacados possuem altos niveis de conexdo
elou estdo localizados em mddulos de alta densidade de conexfes, provavelmente estas

comunidades sdo as que podem apresentar maior associagdo com a biologia do cancer de mama.
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FIGURA 9a. Anélise Biologia de Sistema para a rede de interacdo miRNA-mRNAalvo. A) A anélise
revelou 21 mddulos, representados em diferentes cores. Os miRNAs em destaque séo aqueles com maior
numero de conexdes em cada mddulo. B) Heatmap com andlise das comunidades, evidenciando aqueles
com mais conexdes com genes-alvo (grau maximo), a quantidade de nés em cada médulo, 0 nimero médio

de conexdes por miRNA e o namero do miRNA no mesmo maédulo.

4.4, Enriquecimento de vias

Para investigarmos como 0os miRNA poderiam modular vias bioldgicas através da sua acédo
nos respectivos mRNA-alvos, realizamos uma andlise de enriquecimento confrontando estes
mRNAs contra 0s bancos de dados KEGG e Reactome. Nesta analise identificamos 912 vias
moduladas pelos MRNASs e que, portanto, poderiam ser moduladas pelos miRNAs diferencialmente

regulados no nosso estudo.

Devido a massiva quantidade de dados gerados pelo enriquecimento, utilizamos a abordagem
de mapa de enriquecimento para representar todos os termos enriquecidos em uma Unica rede

(Figura 10a). O mapa de enriquecimento (heatmap) calcula a similaridade entre os termos
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enriquecidos e, ao aplicar um corte de similaridade, essa abordagem nos permite estabelecer arestas
que unam os termos e estruturem a rede. Com essa analise, além de podermos avaliar o panorama
global e destacar as vias com menores p-valores, também conseguimos identificar médulos e
reduzir a redundancia dos resultados de enriquecimento. Nessa perspectiva, trés mddulos principais
podem ser visualizados no centro na rede, 0s quais estdo associados a via de sinalizagdo EGFR
(Receptor do Fator de Crescimento Epidérmico), FGFR (Receptor do Fator de Crescimento de
Fibroblastos) e cancer. Vale ressaltar que um dos termos contidos dentro do modulo de canceres é
o “Breast Cancer”, mostrando que os miRNA diferencialmente regulados nesta analise apresentam
a capacidade de modular aspectos moleculares ja descritos para o cancer de mama. Além disso,
quando olhamos para os 20 termos com menor p-valor (Figura 10b), podemos notar uma variedade
de vias que podem ser moduladas por esses miRNAs, incluindo vias associadas ao cancer, a

transducdo de sinal, a transcricédo, e ao sistema imune.
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FIGURA 10. Anélise de enriquecimento de termos para miRNAs diferencialmente regulados. A)
Mapa de enriquecimento representando todos os termos enriquecidos em uma Unica rede, com similaridade
calculada entre os termos. Um corte de similaridade foi aplicado para criar arestas entre termos correlatos,
estruturando a rede em modulos. Trés modulos principais, localizados no centro da rede, estdo associados
as vias de sinalizacdo EGFR, FGFR e a vias de cancer. Dentro do médulo de cancer, observa-se o termo
“Breast Cancer” sugerindo que os miRNAs diferencialmente regulados na analise podem modular
mecanismos moleculares associados ao cancer de mama. B) Distribui¢do dos 20 termos com menor p-valor,
destacando vias relacionadas ao cancer, transducéo de sinal, regulacdo da transcricdo e fungGes do sistema

imune.

Com objetivo de verificarmos como o exercicio fisico pode afetar o cancer de mama via
sistema imune, buscamos os genes associados as vias de “Cytokine Signaling in Immune System”
¢ “Breast Cancer” para cruzar com a rede miRNA-alvos (Figura 11.). Nesse grafo é possivel
observar que 0s genes associados ao cancer de mama e a sinalizacdo por citocinas, apresentam alta
dispersdo ao longo da rede, estando presente em todos os modulos identificados na Figura 10a.
Esse resultado revela o carater complexo e diversificado de modulacdo do sistema imune e do
cancer pelos miRNAs, uma vez que essas moléculas tém acdo sobre diversos miRNAs diretamente

associados a manutencdo desses processos bioldgicos. Sendo assim, para aprofundarmos nos
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potenciais efeitos dos MiRNAs no processo inflamatorio e no cancer de mama, € necessario realizar

andlise de grafos de forma especifica e direcionadas para esses processos.
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FIGURA 11. Interacdo entre genes associados ao cancer de mama e a sinalizagdo de citocinas no
sistema imune, cruzados com a rede miRNA-alvos. O grafo ilustra a distribuigdo dos genes de "Cytokine
Signaling in Immune System" e "Breast Cancer" ao longo dos mddulos identificados previamente na rede

de enriquecimento (Figura 10a).

4.5. Efeitos de uma sessdo de TC na expressdo de miRNAs associados a inflamacéo

Para aprofundar a analise, filtramos a rede de interagdes considerando apenas 0s miRNAs
associados as vias de sinalizacdo relacionadas ao cancer de mama. A Figura 12 apresenta 0s
miRNAs diferencialmente expressos que modulam genes envolvidos nessas vias: 14 miRNAs up-

regulados, incluindo miR-19a-3p, miR-146a-5p, e miR-204-5p, que demonstram potencial em
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estimular respostas antitumorais; e 27 miRNAs down-regulados, como miR-34a-5p, miR-152-3p,
miR-224-5p, miR-29b-3p, miR-1-3p e MiR-200b-3p, que podem estar relacionados a regulagédo
negativa de genes que facilitam a progresséo tumoral. Esse enfoque nos permite explorar como a
modulacdo de miRNAs especificos pode impactar vias de sinalizacdo chave no cancer de mama,
indicando alvos potenciais para intervencdes terapéuticas ou para uma maior compreensdo dos

mecanismos de acdo do exercicio fisico nesse contexto.

Observamos interagdes com genes importantes e amplamente estudados, principalmente no
contexto da inflamacédo. Entre os miRNAs up-regulados, destacam-se 0 miR-19a-3p, que regula o
fator de necrose tumoral (TNF); o miR-146a-5p, associado aos genes BRCALl e BRCA2,
reconhecidos por seu papel critico na resposta ao dano no DNA; e 0 miR-204-5p, que modula o
gene BIRC2, uma proteina envolvida na via inflamatdria do fator nuclear kappa B (NF-«kB). Entre
0s miRNAs down-regulados, os miR-152-3p e miR-224-5p sdo notaveis por regularem o gene
KRAS, enquanto 0 miR-224-5p e 0 miR-29b-3p também modulam o gene GSK3B, envolvido em

processos inflamatdrios e na sobrevivéncia celular.

Esses dados reforcam que diferentes miRNAs, tanto up-regulados quanto down-regulados,
estdo conectados a importantes vias da biologia do cancer de mama, incluindo vias inflamatorias
candnicas. Esses miRNAs podem ter papéis antagbnicos, promovendo tanto a supressao quanto a
progressao tumoral, sugerindo um efeito complexo e potencialmente terapéutico na modulagéo

dessas vias pelo exercicio fisico.
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FIGURA 12. miRNAs up-regulated (em vermelho) e down-regulated (em azul) e suas intera¢fes com
genes associados especificamente ao cancer de mama. Os genes com contorno em amarelo indicam que

tém associacdo com sinalizacdo de citocinas e sistema imune (Reactome pathways), enquanto os genes com

hsa-miR-20b-5p

contorno vermelho tém associagdo com o cancer de mama (KEGG pathways).

Para aprofundar ainda mais o papel dos miRNAs na regulacdo inflamatdria, refinamos a
analise de enriquecimento para destacar miRNAs ligados a citocinas inflamatorias (Figura 13).
Este filtro revelou 11 miRNAs up-regulados, incluindo miR-19a-3p, miR-146a-5p, e miR-204-5p.

Notavelmente, a maioria desses miRNAs também foi
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identificada anteriormente em vias
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associadas ao cancer de mama, sugerindo uma sobreposicdo funcional entre esses processos. Por
exemplo, 0 miR-19a-3p, anteriormente associado ao TNF na rede do cancer de mama, aparece na
rede de citocinas associado a I1L-10, uma interleucina-chave no processo anti-inflamatorio, que
também se mostrou ligado ao miR-194-5p. Além disso, 0 miR-204-5p mostrou estar associado a
IL-11, uma importante interleucina da familia da IL-6. Um dos miRNAs up-regulated com mais
interacOes nessa rede foi 0 miR-146a-5p, que dentre outros alvos, se mostrou associado a IL-6,
STAT-1 (Transdutor de Sinais e Ativador da Transcri¢do 1) e aos clusters de diferenciagdo CD80
e CDA40.

Entre os 23 miRNAs down-regulated, alguns miRNAs destacam-se pelo papel em redes
inflamatorias: 0 miR-34a-5p, indiretamente associado a IL-32, e 0s miR-1-3p e miR-379-5p com
ligacdo direta a IL-11. Além disso, nossa analise mostrou a regulacdo no gene PIK3CD, via miR-
199a-5p, e nas citocinas IL-6 e IL-10, pela acdo do let-7c-5p. Outros como o miR-205-5p esta
associado a duas diferentes proteinas, a IL-32 e a quinase SRC, que esta intimamente ligada as vias
relacionadas ao EGFR e FGFR. O miR-7-5p também mostrou importantes associa¢cdes: com as
isoformas da proteina PIK3, PIK3CD, PIK3CG e com a proteina RELA, uma subunidade do NF-
kB. Esses achados destacam a capacidade dos miRNAs de interagir com mudltiplas redes
inflamatorias, indicando seu potencial papel na modulacéo dos processos inflamatorios associados

ao cancer de mama.
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FIGURA 13. miRNAs up-regulated (em vermelho) e down-regulated (em azul) e suas interagdes com
genes associados especificamente a citocinas. Os genes com contorno em amarelo indicam que tém
associacdo com sinalizacdo de citocinas e sistema imune (Reactome pathways), enquanto os genes com

contorno vermelho tém associa¢do com o cancer de mama (KEGG pathways).

Com base em uma publicac¢do do nosso grupo aceita recentemente (BUZAGLO et al., 2024,
aceito para publicacéo), vimos que as quimiocinas — subfamilia de citocinas - se destacam por seu
papel essencial na regulacao do sistema imune, inflamacéo e desenvolvimento tumoral, exercendo
fungdes que podem ser pro- ou antitumorigénicas. Com base nisso, analisamos a interacdo de
miRNAs com quimiocinas (Figura 14) e identificamos sete miRNAs up-regulated. Entre eles, o
miR-146a-5p se destacou ao modular a quimiocina CCL5 e o receptor de quimiocina CXCR4; este

ultimo também € regulado pelo miR-204-5p, outro miRNA up-regulated.

Entre os 12 miRNAs down-regulated, observamos interagfes significativas com
quimiocinas: 0 miR-223-3p, associado a CXCL2 e a CCL3, o miR-1-3p interage com a CCL2 e
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CXCL12, e 0 miR-34a-5p regula a CCL22. Esses achados reforcam a complexidade das interagdes
dos miRNAs com quimiocinas, sugerindo um papel multifacetado desses reguladores na

modulacdo do microambiente inflamatorio e tumoral.
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FIGURA 14. miRNAs up-regulated (em vermelho) e down-regulated (em azul) e suas interagdes com
genes associados especificamente a quimiocinas. Os genes com contorno em amarelo indicam que tém

associagdo com sinalizacao de citocinas e sistema imune (Reactome pathways).
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5. DISCUSSAO

Este estudo teve como objetivo examinar os efeitos de uma sessdo de treinamento
combinado (TC) na expressdo de miRNAs incorporados em vesiculas extracelulares (VES) ligadas
a inflamacdo em mulheres com cancer de mama. Primeiramente, demonstramos que uma sessao
de TC ndo resultou em mudangas significativas na concentracdo de particulas positivas para 0s
principais marcadores de VEs (CD9, CD63 e CD81), medida diretamente no plasma das pacientes,
sugerindo que as alteracOes induzidas pelo exercicio ocorrem nas moléculas associadas a essas
VEs, e ndo na quantidade de particulas. Em seguida, mostramos que o TC pode induzir mudancas
na expressdao de miRNAs associados as VEs de forma aguda. Por fim, mostramos pela primeira
vez que ha um aumento na quantidade de miRNAs que regulam a inflamacdo sistémica. Esses
resultados sugerem que 0s potenciais efeitos reguladores e adaptativos do exercicio fisico sobre a

progressao tumoral podem, de fato, ser mediados por miRNAs associados as VEs.

Estudos anteriores sugerem que os efeitos antitumorais diretos do exercicio fisico no cancer
de mama sdo amplamente decorrentes da producdo sistémica de exercinas, liberadas de forma
aguda durante ou logo apds as sessdes de exercicio (DETHLEFSEN et al., 2016; DETHLEFSEN;
PEDERSEN; HOJMAN, 2017; HOJMAN et al., 2018). Entre essas exercinas, as VES vém
recebendo atencéo especial, dado seu papel na mediagdo da comunicacdo intercelular induzida pelo
exercicio, incluindo o transporte de miRNAs. A literatura sugere que essas VEs liberadas
transitoriamente ap0s o exercicio fisico podem regular diretamente a progressdo do tumor,
facilitando a comunicacdo celular por meio de miRNAs especificos (CHOW et al., 2022;
SADOVSKA et al., 2022; SIQUEIRA et al., 2023).

Considerando o potencial antitumoral das VEs induzidas pelo exercicio, este estudo
examinou se uma sessdo de TC poderia alterar os niveis de VES em pacientes com cancer de mama.
Considerando a analise por rastreamento de nanoparticulas (NTA), encontramos um aumento na
concentracdo de VEs circulantes logo apds uma sessdo de TC. Este achado est4 de acordo com
estudos anteriores (FRUHBEIS et al., 2015; WHITHAM et al., 2018), que também relataram
elevacdes na concentracdo de VES apds o exercicio em individuos saudaveis, detectadas via NTA.
Frihbeis et al. (2015) observaram um aumento na concentracdo de pequenas VES imediatamente
apos o exercicio aerébico em homens saudaveis, com uma reducdo gradual aos niveis basais apos
90 minutos de repouso (FRUHBEIS et al., 2015). De maneira semelhante, Whitham et al. (2018)
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reportaram aumentos na concentracdo de VES em homens jovens apds exercicios aerobicos
(WHITHAM et al., 2018). Em conjunto, esses resultados sugerem que uma Unica sessdo de TC
pode aumentar os niveis sisttmicos de pequenas VES em pacientes com cancer de mama em estado

destreinado.

A andlise por NTA mede a concentracdo geral de particulas, sem distinguir especificamente
as VEs. No entanto, as fragdes obtidas por SEC sdo consideradas altamente enriquecidas em VEs,
sugerindo que a resposta observada seja predominantemente atribuida a essas vesiculas. Estudos
recentes apontam para uma liberacdo transitéria de VEs na circulacdo em resposta ao estresse
causado por exercicios agudos em individuos saudaveis (FRUHBEIS et al., 2015). Além disso,
analises protedmicas realizadas em VEs isoladas de plasma livre de plaquetas apds exercicios
demonstraram um aumento significativo em varias classes de proteinas tipicas de VEs
(WHITHAM et al., 2018). Esses achados sdo consistentes com os resultados de analises por NTA,
que também indicaram um aumento quantitativo de nanoparticulas ap6s o exercicio, alinhando-se
a0s nossos resultados (FRUHBEIS et al., 2015; WHITHAM et al., 2018). Contudo, a interpretagio
desses achados com base na NTA pode ser limitada por possiveis contamina¢Ges com particulas
de lipoproteinas, que possuem caracteristicas semelhantes as VES e podem ser contadas como
particulas pelo NanoSight (BRAHMER et al., 2020; GARDINER et al., 2016).

Nossos testes de Western Blotting confirmaram a presenca de lipoproteinas nas amostras
analisadas, sugerindo que parte das particulas contadas pelo NTA possa incluir lipoproteinas. Esse
achado sublinha a necessidade de métodos complementares para uma quantificacdo mais precisa
de VEs no plasma apds o exercicio. Esses resultados confirmam a presenca de VESs nas fracGes 1-
4 isoladas por SEC, mas também revelam a presenca de outras particulas, como lipoproteinas, o
que pode introduzir viés na contagem de particulas pelas analises NTA em amostras purificadas
por SEC. Além disso, o método escolhido para isolamento e caracterizagdo de VEs pode influenciar
consideravelmente os resultados. Diversos métodos de isolamento (como precipitacdo com
polimeros, ultrafiltracdo, centrifugacdo diferencial e SEC) sdo empregados na literatura,
ressaltando a auséncia de um método padrdo universal para purificacdo de VEs. Adicionalmente,
nenhum desses métodos oferece 100% de eficiéncia na purificacdo de VEs a partir do plasma, o
que pode gerar vieses na interpretacdo dos dados sobre a resposta de VES ao exercicio.
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Para mitigar essa limitagdo, utilizamos a tecnologia de sensoriamento por imagem
interferométrica de particulas individuais (SP-IRS), conforme descrito por Mcllvenna et al. (2023),
permitindo a quantificagdo direta das VEs nas amostras de plasma sem a necessidade de purificagéo
prévia (MCILVENNA et al., 2023). Ao utilizar o SP-IRS em amostras de plasma de pacientes com
cancer de mama, ndo observamos mudangas significativas nas concentracbes de particulas
positivas para 0s marcadores CD9, CD63 e CD81 apds a sessdo de TC. Esses resultados contrastam
com nossos achados obtidos pelo NTA, sugerindo que o aumento observado no NTA possa, de
fato, ser decorrente de lipoproteinas em vez de VEs. Além disso, nossos dados diferem dos
resultados de Mcllvenna et al. (2023), que demonstraram aumento nas VEs CD9+, CD63+ e
CD81+ ap6s uma sessdo de treinamento intervalado de alta intensidade (HIIT), tanto em plasma
pobre em plaquetas quanto em plasma livre de plaquetas (MCILVENNA et al., 2023). Em
contraste, nosso estudo utilizou um protocolo de TC, incluindo apenas um exercicio final de HIIT
em formato longo. Esse protocolo difere do HIIT de sprints utilizado por Mcllvenna et al. (2023),
que envolveu estimulos mais curtos e de maior intensidade (4 x 30s a 200% da poténcia aerébica
méaxima), o que pode ter contribuido para a discrepancia nos resultados, dada a diferenca nas
demandas metabdlicas (BUCHHEIT; LAURSEN, 2013a, 2013b). Além do protocolo de exercicio,
fatores como o sexo (homens vs. mulheres), estado de satde (individuos saudaveis vs. pacientes
com cancer) e composicao corporal (eutréficos vs. obesos) podem influenciar a resposta de
liberacdo de VEs e, também, explicar as diferencas observadas (NEDERVEEN et al., 2021;
RIGAMONTI et al., 2020). Mesmo que uma sessdo de TC néo eleve significativamente a
concentracdo de VEs no plasma, o aumento do fluxo sanguineo sistémico durante o exercicio
potencialmente eleva a biodisponibilidade dessas particulas para diferentes tecidos, incluindo o
tumor em pacientes com cancer de mama. Adicionalmente, alteracdes induzidas pelo exercicio no
contetdo molecular das VEs podem ser suficientes para induzir adaptagdes teciduais relevantes,

mesmo na auséncia de um aumento expressivo na concentragdo de VEs no plasma.

De fato, nossos resultados indicam que o potencial efeito antitumoral do TC esté fortemente
associado a mudancas no contetdo molecular das VESs, com destaque para a expressdo de miRNAs,
que foi o principal foco de nossa analise. Considerando o papel regulador dos miRNAs em vias
associadas ao desenvolvimento tumoral, testamos se uma sessdo de TC poderia modificar a
expressao desses miRNAs em VEs circulantes. Pela primeira vez, demonstramos que uma sessao

Unica de TC altera a expressdao de miRNAs em VEs no plasma de pacientes com cancer de mama
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antes do inicio de qualquer tratamento oncoldgico. O sequenciamento de RNAs pequenos revelou
um extenso conjunto de miRNAs com niveis de expressdo aumentados ou diminuidos apds a sesséo
de TC em relagcdo ao pré-exercicio. Além disso, foram identificados miRNAs que surgiram
exclusivamente no momento pdés-exercicio, sugerindo um perfil de expressdo distinto induzido
pelo exercicio fisico. Os dados evidenciam uma modulagéo significativa na expressdo dos miRNAs
associados as VEs, com variagdes expressivas tanto em miRNAs relacionados a supressao tumoral
(TSmiRs) quanto em miRNAs associados a progressédo tumoral (oncomiRs).

Uma das grandes limitacbes do nosso estudo foi a impossibilidade de comparacGes
estatisticas pelo uso de amostras em pool para cada momento experimental, proporcionando apenas
uma visdo geral das possiveis mudangas nos miRNAs associados as VES em resposta ao TC. Ao
realizar pools das amostras, ndo realizamos a analise formal de expresséo diferencial entre grupos,
focando em calcular o fold-change (FC) e o log2FC entre 0os momentos pré e pos-exercicio como
medida preliminar das variac6es de expressdo. Foram identificados 330 miRNAs no total, dos quais
212 estavam presentes em ambos 0S momentos, sugerindo uma expressao consistente dos miRNAS
em diferentes momentos. Adicionalmente, foram observados 88 miRNAs exclusivos para um dos
momentos, com 36 especificos do pré-exercicio e 52 do pds-exercicio, o que pode indicar perfis de

expressao caracteristicos do estado de repouso ou da resposta aguda ao exercicio.

Considerando como diferencialmente expressos os miRNAs com valores de -1,5 < log2FC <
1,5, os que mostraram maior regulacao positiva (up-regulated, com os maiores valores de log2
fold-change positivo) foram miR-543, miR-126-5p, miR-1228-5p, miR-664a-5p e let-7b-3p. A
anéalise desses mMiRNAs especificos revela papéis variados e complexos no cancer de mama, onde
alguns agem como supressores tumorais (TSmiRs) e outros promovem o crescimento tumoral
(oncomiRs). Por exemplo, o0 miR-543 atua principalmente como TSmiR, contribuindo para a
supressao de vias criticas de proliferacdo celular e diminuindo a invasdo das células tumorais. Sua
capacidade de regular genes oncogénicos, como o PVT1, reforca seu papel na restricdo da
progressao tumoral em células de cancer de mama (LU et al., 2021). J& 0 miR-126 também é
considerado um TSmiR, uma vez que regula negativamente o fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF), reduzindo a angiogénese e a proliferacdo celular no contexto tumoral. Niveis
baixos de miR-126 foram associados a um aumento na agressividade da doenca, sublinhando sua
importancia no controle da progressao do cancer de mama (SHINDE et al., 2023). Por outro lado,

0 miR-1228 geralmente exibe caracteristicas de oncomiR, pois sua superexpressao promove a
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resisténcia a apoptose e a sobrevivéncia celular, contribuindo para o avanco do cancer de mama e
de outros tipos de cancer. No entanto, apesar das evidéncias, é necessario interpretar os dados com
cautela, pois é fundamental esclarecer completamente seu papel especifico no cancer de mama (LU
et al., 2021). O miR-664 é interessante por sua ambiguidade funcional, j& que pode promover a
invasdo e proliferacdo celular em certos contextos, mas também demonstrou capacidades de inibir
a migragédo celular dependendo do ambiente tumoral, evidenciando uma funcéo dual que ainda
precisa ser detalhadamente investigada (SHINDE et al., 2023). Finalmente, a familia let-7,
conhecida pelo seu papel robusto como TSmIR, regula genes oncogénicos como MYC e RAS, que

sdo fundamentais para a divisdo e sobrevivéncia celular.

No cancer de mama, a baixa expressao do let-7 esta frequentemente associada a tumores mais
agressivos e de pior progndstico, mostrando que sua atividade é essencial para a supressao tumoral
em Varios estagios da progressdo do cancer (SHINDE et al., 2023). Ademais, evidéncias anteriores
demonstraram que o treinamento fisico induz um aumento na expressdo de membros da familia
let-7 em modelos de cancer de mama (ISANEJAD et al., 2016), corroborando com os achados do
presente estudo. Dessa forma, esses miRNAs, particularmente os da familia let-7, representam
alvos potenciais importantes para intervencgdes terapéuticas e oferecem perspectivas diferenciadas

sobre o papel regulatério dos miRNAs na biologia do cancer de mama.

Em contrapartida, quando analisamos os miRNAs mais regulados negativamente (down-
regulated), os de maior destaque foram miR-381-3p, miR-505-5p, miR-148a-5p, miR-379-5p e
miR-3175, e todos eles sdo considerados TSmiRs. O miR-381 é reportado como um importante
supressor tumoral no cancer de mama, especialmente no tipo triplo-negativo (ZENG et al., 2020).
Esse miRNA inibe a via PI3K/AKT/mTOR, reduzindo a proliferacdo celular e limitando a invasao
de células tumorais. A modulacdo negativa do IGF-1R e de outras proteinas relacionadas a
metastase, como NAMPT e ETS1, refor¢a seu potencial na contencédo da progressdo tumoral, sendo
um alvo promissor em estrategias anticancer (MIRICESCU et al., 2021). Como temos na amostra
apenas uma paciente com tumor triplo negativo, é plausivel sugerir que, de fato o exercicio fisico
pode modular apenas uma paciente com tumor triplo negativo, os resultados miR-381 também em
outros tipos de tumor de mama. De maneira geral, os resultados sugerem padrdes diferenciais de
expressdo de miRNAs relacionados ao exercicio fisico, indicando potenciais candidatos que podem

desempenhar papéis importantes nas respostas ao exercicio ou na biologia do cancer.
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Para entender os mecanismos bioquimicos e funcionais associados a esses mMiRNAS,
analisamos genes diferencialmente expressos em relacdo aos dados disponiveis no miRTarBase.
Esse banco de dados é amplamente utilizado na pesquisa de miRNAS, pois registra miRNAS e seus
mRNAs-alvo com interacfes comprovadas experimentalmente. Com base nessa analise,
construimos uma rede de interacdo miRNA-alvo que abrange 1.596 interacGes entre 0s miRNAS
diferencialmente regulados e seus respectivos mRNAs. Para reduzir a complexidade dessa rede,
aplicamos uma analise de modularidade e selecionamos mddulos contendo ao menos dois
miRNAs, identificando 21 regides de alta densidade de conexdes — as chamadas comunidades de
interacdo dos miRNAs. Em cada um dos 21 modulos identificados, nomeamos a comunidade com
base no miRNA com maior grau (ou seja, 0 numero de conexdes) dentro do respectivo modulo.
Em seguida, realizamos uma andlise quantitativa para caracterizar cada médulo, extraindo métricas
como o0 miRNA de maior grau em cada médulo, o nimero de nds (genes-alvo e miRNAS), o grau
médio dos miRNAs e o nimero total de miRNAs por modulo. Essas analises revelaram uma
diversidade substancial entre as comunidades, destacando-se alguns mddulos com caracteristicas

Unicas.

Especificamente, 0 miR-34a-5p apresentou 0 maior grau na rede, com 132 conexdes,
sugerindo um papel central em potenciais vias de regulacdo em céancer, corroborado pela literatura
(HERMEKING, 2010; JANSSON; LUND, 2012). Este miRNA é amplamente conhecido por suas
propriedades antitumorais. Ele regula genes como MYC e BCL2, promovendo a apoptose e
limitando a proliferagéo celular. Sua down-regulacéo tem sido associada ao aumento da progressao
tumoral e da resisténcia a apoptose (HERMEKING, 2010). Assim, sua reducdo pode sinalizar uma
perda de controle sobre mecanismos reguladores importantes, o que favorece a sobrevivéncia das
células tumorais. Por outro lado, 0 modulo do miR-1-3p destacou-se pelo maior nimero de nos,
sugerindo uma ampla gama de alvos regulatérios (HAN et al., 2014). Além disso, cinco
comunidades mostraram o nimero maximo de miRNAs por modulo (seis), sendo que 0 miR-146a-
5p, conhecido por seu papel na inflamacdo e no cancer (TAGANOV et al., 2006), apresentou o
maior numero de conexdes entre todas essas comunidades. Um achado curioso foi 0 médulo do
miR-19a-3p, que exibiu um grau médio por MiRNA superior ao grau maximo de outras
comunidades, o que pode estar relacionado ao alto nimero de nds associado a esse miRNA e sua
potencial relevancia na rede de interacdo em cancer de mama (OLIVE; JIANG; HE, 2010). A

presenca de miRNAs com altos niveis de conexdo ou localizados em maodulos de alta densidade
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sugere uma provavel associacdo desses miRNAs com processos bioldgicos relevantes para a

progressao do cancer de mama.

Da mesma forma, os miRNAs miR-152-3p e miR-224-5p regulam o oncogene KRAS, um
componente essencial de varias vias de sinalizacao relacionadas a proliferacao celular, incluindo a
via MAPK/ERK. A down-regulacdo desses miRNAs permite maior ativagdo de KRAS,
potencializando a progressao tumoral (WANG; LUO, 2015). Além disso, 0 miR-224-5p também
estd envolvido na regulacdo do gene GSK3B, um modulador da sobrevivéncia celular e da
inflamacdo tumoral. Sua reducéo pode criar um ambiente mais permissivo ao crescimento tumoral.
Outro miRNA notével é o miR-29b-3p, conhecido por seu papel na regulacdo da metilacdo do
DNA e na promocdo de apoptose em células tumorais. A down-regulacdo deste miRNA est4
associada ao aumento da invasdo e da sobrevivéncia tumoral em cancer de mama (YAN et al.,
2015). No mesmo contexto, o miR-1-3p, que regula genes envolvidos na proliferacdo celular, como
FOXO03, também apresenta redugéo, o que pode favorecer o crescimento tumoral (HUDSON et al.,
2012). Por fim, 0 miR-200b-3p, um regulador da transi¢do epitélio-mesenquimal (EMT), apresenta
down-regulacdo, sugerindo maior potencial para invasdo e metastase tumoral (MONGROO;
RUSTGI, 2010). Esses achados apontam para um possivel papel do TC na regulacdo de miRNAs
que podem influenciar processos tumorais via modulagdo das VEs, refletindo uma resposta
molecular que pode ser relevante para o controle da progressao tumoral em pacientes com cancer

de mama.

Para investigar o potencial dos miRNAs em modular vias bioldgicas por meio da regulacao
de mRNAs-alvo, conduzimos uma anélise de enriquecimento com base nos bancos de dados KEGG
e Reactome, que sdo amplamente utilizados para compreender as vias de sinalizacéo celular e suas
relacGes com a progressao tumoral e a resposta imunoldgica. A analise revelou 912 vias moduladas
pelos mRNAs-alvo, e, consequentemente, suscetiveis & modulagdo pelos mMIRNAs
diferencialmente regulados em nosso estudo. Essa ampla identificacdo de vias potenciais sublinha
a complexidade do papel dos miRNAs na regulacdo molecular de processos envolvidos no cancer.
Dado o volume de dados, utilizamos uma abordagem de mapa de enriquecimento para condensar
e estruturar as informagdes em uma Unica rede de termos enriquecidos. A andlise de redes permite
estabelecer conexdes entre vias relevantes, com destaque para as que exibiram os menores p-valor,
indicando significancia estatistica elevada. Esse tipo de analise pode fornecer insights mais

profundos sobre a organizacdo estrutural e funcional das vias moduladas. Trabalhos recentes tém
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demonstrado a eficacia da andlise de redes para simplificar a interpretacdo de grandes conjuntos de
dados em biologia de sistemas, sendo um método particularmente Util para estudar a interacao entre
miRNAS e processos celulares complexos (SZKLARCZYK et al., 2023; YU; WANG; HE, 2015).

Dentro dessa rede, destacaram-se trés mddulos principais associados a sinalizacdo mediada
por EGFR (receptor do fator de crescimento epidérmico), FGFR (receptor do fator de crescimento
de fibroblastos) e ao cancer, incluindo especificamente o cancer de mama. Esses resultados estéo
em linha com estudos que identificam a sinalizacdo EGFR e FGFR como vias criticas na progressao
do cancer de mama e outras neoplasias (TURNER; GROSE, 2010; WIEDUWILT; MOASSER,
2008), sugerindo que os miRNAs regulados em nosso estudo possam exercer efeitos relevantes
nessas vias. Além disso, os termos de menor p-valor incluiram vias ligadas a transducéo de sinal,
a transcricdo génica e ao sistema imune, sugerindo que os miRNAs estudados podem influenciar
processos biolégicos amplamente relacionados ao crescimento e a imuno modulacdo tumoral.
Trabalhos anteriores destacam a importancia da sinalizagdo de citocinas e da resposta imune em
canceres, com miRNAs desempenhando papel fundamental na regulacdo da resposta inflamatéria
(COLOMBO; RAPOSO; THERY, 2014; RAISCH; DARFEUILLE-MICHAUD; NGUYEN,
2013).

Para explorar como o exercicio fisico pode influenciar a resposta imune no contexto do
cancer de mama, examinamos especificamente 0s genes associados as vias "Cytokine Signaling in
Immune System™ e "Breast Cancer”. A distribuicdo ampla desses genes na rede sugere que a
modulacdo exercida pelos miRNAs é altamente complexa e difusa, atuando em diversos médulos
da rede, o que reforca a importancia de uma andlise segmentada para entender como 0s miRNAs
interagem com vias especificas de inflamacdo e oncogénese (AOIl; SAKUMA, 2014;
RUPAIMOOLE; SLACK, 2017). Por fim, a necessidade de uma analise de grafos focada nos
efeitos de miRNAs sobre o cancer e o sistema imune é evidente, dado o papel multifacetado que
essas moléculas desempenham na biologia tumoral. Estudos futuros devem aprofundar essas
interacdes em contextos especificos, como cancer de mama e inflamacao, com o intuito de elucidar

mecanismos que possam ser explorados em intervencdes terapéuticas e de exercicio fisico.

Entre os miRNAs up-regulados, 0 miR-19a-3p, parte do cluster do miR-17-92, esta associado
a regulacdo de processos inflamatérios e de proliferacdo celular. Em particular, ele regula o fator

de necrose tumoral (TNF), um mediador inflamatorio crucial no microambiente tumoral. Embora
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0 TNF possa promover a inflamagdo tumoral em certos contextos, a regulacéo exercida pelo miR-
19a-3p pode também induzir apoptose celular e limitar o crescimento tumoral, especialmente em
situacOes de estresse celular, como as induzidas pelo exercicio fisico (CHAKRABORTY et al.,
2020). Isso sugere que o miR-19a-3p pode atuar como um mediador adaptativo com efeitos

potencialmente antitumorais.

Outro miRNA up-regulado de destaque é o miR-146a-5p, amplamente reconhecido por seu
papel na modulacéo da inflamacéo e na resposta ao dano no DNA. Este miRNA interage com genes
como BRCA1 e BRCAZ2, fundamentais para a estabilidade gendmica. Estudos sugerem que a
regulacdo desses genes pelo miR-146a-5p pode reduzir a instabilidade genémica, uma
caracteristica importante no desenvolvimento tumoral do cancer de mama. Além disso, 0 miR-
146a-5p é conhecido por inibir a ativacdo descontrolada do fator nuclear kappa B (NF-xB), um
regulador inflamatério frequentemente hiperativado em tumores, contribuindo assim para um
ambiente tumoral menos permissivo (HAN et al., 2023; LIU et al., 2017). A evidéncia de que o
exercicio fisico pode aumentar a expressdo desse miRNA corrobora o papel do treinamento fisico

como modulador de vias antitumorais (TELLES et al., 2022).

O miR-204-5p também foi identificado como up-regulado neste estudo. Este miRNA esta
envolvido na regulacéo do gene BIRC2, uma proteina que desempenha um papel critico na ativacao
da via do NF-kB. A reduc¢do da ativagdo dessa via, promovida pela up-regulagdo do miR-204-5p,
pode resultar em maior apoptose celular e menor sobrevivéncia de células tumorais (WA et al.,
2019). O miR-204-5p regula negativamente genes que participam da via PISBK/AKT/mTOR, como
receptores de fatores de crescimento, PI3K e AKT, promovendo a inibigao dessa via, que é crucial
para a sobrevivéncia celular. A reducédo da atividade dessa via leva a diminuicao da fosforilacao de
proteinas antiapoptoticas, como Bcl-2, e ao aumento da atividade de proteinas pré-apoptoticas,
como Bax e Bak, resultando na permeabilizacdo da membrana mitocondrial e na liberagéo de
citocromo c. Isso ativa a cascata de caspases, promovendo a fragmentacdo do DNA e a morte
celular programada. Consequentemente, o aumento do miR-204-5p reduz a sobrevivéncia e
proliferacdo de células tumorais, favorecendo a apoptose e limitando o crescimento do tumor
(HONG et al., 2019). Este mecanismo antitumoral refor¢a a relevancia do miR-204-5p como alvo

potencial em estratégias terapéuticas que incluem intervencgdes baseadas em exercicio fisico.
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A relacéo entre exercicio fisico e miRNAs circulantes € bem documentada na literatura, com
evidéncias de que o exercicio pode modular a expressdao de miRNAs com efeitos antitumorais. Por
exemplo, o treinamento aerdbico esta associado a up-regulacdo do miR-146a-5p, outro miRNA
que se destacou em nossas analises, contribuindo para a reducdo da inflamacéao e para a melhora
do reparo de DNA (AFZAL et al., 2024). De maneira semelhante, estudos apontam que o exercicio
fisico pode impactar a expressdo de miRNAs, como 0 miR-146a-5p, conhecido por modular a
inflamacédo por meio da regulagdo de IRAK1 e TRAF6, inibindo a via do NF-kB (RUSSO et al.,
2018). Embora a relacdo direta com o exercicio ainda careca de estudos mais robustos, o papel
desse miRNA em respostas antitumorais e inflamatérias € amplamente reconhecido (LIAO;
ZHENG; SHAO, 2023). Essas interacdes demonstram o potencial do exercicio fisico como uma
intervencdo coadjuvante no tratamento do cancer de mama, com impactos diretos na modulacédo

epigenética.

Nossos resultados indicam um papel crucial dos miRNAs na modulagdo da resposta
inflamatoria, com potenciais implicacGes para o desenvolvimento e progressao do cancer de mama.
A identificacdo de miRNAs up-regulados e down-regulados em associacdo com citocinas
inflamatdrias e vias de sinalizacdo relacionadas sugere uma complexa rede de interagdes que pode
influenciar o microambiente tumoral e a resposta do hospedeiro. O miR-19a-3p, miR-146a-5p e
miR-204-5p aparecem como miRNAs up-regulados com potencial relevancia na inflamagéo e no
cancer de mama. O miR-19a-3p tem papel relevante na regulacdo da inflamagdo no contexto do
cancer de mama, com interacdes ligadas a citocinas como TNF e IL-10. A associa¢do com o TNF
destaca seu envolvimento em vias pré-inflamatdrias, enquanto sua relacdo com a IL-10 reflete
potencial na modulacdo anti-inflamatdria. Esse mecanismo sugere que o miR-19a-3p atua como
um mediador dinamico, equilibrando a inflamacdo de acordo com o microambiente tumoral.
Estudos apontam que o miR-19a-3p regula a proliferagédo e a apoptose por influenciar vias
moleculares dependentes do subtipo tumoral. Por exemplo, em céncer de mama triplo-negativo,
promove proliferacdo e metéstase ao regular genes associados ao TNF e a inflamagdo, como
demonstrado por Wang et al. (2020) (WANG et al., 2020). Em contraste, no subtipo luminal A,
pode estimular apoptose e inibir a proliferagdo, provavelmente pela interagdo com IL-10 e genes
anti-inflamatorios, conforme revisado por Petri et al. (2020) (PETRI; KLINGE, 2020). Assim, é

crucial investigar como o0 miR-19a-3p coordena essas respostas por meio de sua interacdo com
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citocinas, contribuindo para o desenvolvimento ou supressao tumoral, dependendo do contexto

molecular. Estudos futuros do nosso grupo, incluirdo a analise de pacientes individuais.

O miR-146a-5p destaca-se como um regulador central da inflamacéo, associado a IL-6,
STAT-1 e CD40. Estudo classico de Taganov et al. (2006) demonstrou que o miR-146a-5p €
induzido por lipopolissacarideos (LPS) em mondcitos humanos e atua como um regulador negativo
da via NF-«B, crucial na resposta inflamatéria (TAGANQV et al., 2006). No cancer de mama, ele
apresenta fungdes ambiguas, com evidéncias tanto de supressdo tumoral quanto de promoc¢éo de
metéstase (ELSARRAJ et al., 2012; PANOUTSOPOULOU et al., 2023).

Entre os miRNAs down-regulados, miR-34a-5p, miR-1-3p, miR-379-5p, miR-199a-5p e let-
7¢c-5p estdo associados a diversas vias inflamatdrias. O miR-34a-5p tem ligacgdo indireta & 1L-32,
uma citocina pro-inflamatéria, e estudos como o de Li et al. (2021) sugerem que ele inibe a
expressao de IL-11 em células de cancer de pulmao, indicando um potencial papel anti-inflamatorio
(LI et al., 2021). Ja o let-7c-5p é conhecido por modular genes como IL-6 e IL-10, inibindo
respostas inflamatoérias em modelos experimentais (ILIOPOULOS; HIRSCH; STRUHL, 2009).

Os dados deste estudo também apontam para miRNASs que interagem com vias inflamatorias
pouco exploradas. Por exemplo, 0 miR-205-5p foi relacionado a IL-32 e a proteina quinase SRC,
enquanto o miR-7-5p interage com isoformas de PIK3 e RELA, subunidade do NF-kB. Embora
faltem estudos diretos conectando 0 miR-205-5p a IL-32, Tsai et al. (2014) mostraram que a IL-32
promove proliferacdo e invasdo em cancer gastrico via NF-kB (TSAI et al., 2014). Da mesma
forma, Fang et al. 2012 evidenciaram que o0 miR-7-5p inibe a via PI3K/AKT em células de cancer
gastrico (FANG et al., 2012). Estes achados indicam que os efeitos desses miRNAs dependem do

contexto tumoral e inflamatorio.

Outro ponto relevante foi a analise da interacdo entre miRNAS e quimiocinas, destacando o
miR-146a-5p como regulador de CCL5 e CXCR4. A CCL5 é uma quimiocina pré-inflamatoria que
atrai células imunes para locais de inflamac&o, enquanto o0 CXCR4 regula a migragéo tumoral. O
impacto da regulacdo do miR-146a-5p sobre essas moléculas pode ser relevante na progressao do

cancer de mama, mas faltam estudos conclusivos que explorem essa relacdo de forma direta.

Por outro lado, miRNAs como 0 miR-223-3p, miR-1-3p e miR-34a-5p foram associados a
interacOes potenciais com quimiocinas, como CXCL2, CCL3 e CCL22, mas carecem de evidéncias

mais robustas na literatura. Embora o miR-223-3p seja conhecido por regular a inflamacao em
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células imunes, sua influéncia em quimiocinas especificas ainda ndo esta esclarecida. O mesmo
ocorre com 0 miR-1-3p e 0 miR-34a-5p, cujas interagdes com quimiocinas relevantes no contexto

do cancer de mama precisam ser exploradas mais profundamente.

Os resultados deste estudo reforcam o papel crucial dos miRNAs na regulacdo de
quimiocinas e da inflamagdo, com potenciais implicacbes na progressdo tumoral. Contudo, as
lacunas na literatura evidenciam a necessidade de mais pesquisas para estabelecer ligagdes robustas
entre miRNAs, citocinas e quimiocinas. Explorar essas interacfes pode revelar novos mecanismos
moleculares e abrir caminho para estratégias terapéuticas mais eficazes no combate ao cancer de

mama.

Os resultados apresentados sugerem um papel essencial dos miRNAs na regulacdo da
inflamacdo no cancer de mama, destacando sua interacdo com citocinas e vias de sinalizacdo
inflamatdrias. Contudo, os resultados devem ser interpretados com cautela devido as limitac6es
metodoldgicas, como o uso de analises por pool de amostras em vez de avaliagdes individuais, o
que pode mascarar variabilidades biolégicas importantes. Além disso, o efeito de uma Unica sessdo
de exercicio fisico pode nédo ser suficiente para capturar mudancas consistentes nos miRNAS e suas
interacdes com citocinas. Apesar disso, 0s pontos fortes do estudo incluem métodos robustos para
caracterizacdo das vesiculas extracelulares e a ado¢do de um protocolo de treino voltado para a
melhora da saude geral em mulheres com cancer, alinhado a intervengdes clinicas vidveis. Estudos
futuros devem abordar essas limitagc6es e explorar mais profundamente os mecanismos moleculares
que conectam mMIRNAs, inflamacdo e progressdo do céncer de mama, bem como unir e
correlacionar com as variaveis clinicas das pacientes, visando elucidar o potencial terapéutico do

exercicio fisico.
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6. CONCLUSAO

Os achados deste estudo indicam que uma Unica sessdo de treinamento combinado, realizada
antes do inicio do tratamento oncologico, pode ter um papel importante na regulacdo de vias
inflamatdrias e de cancer de mama, por meio de modificacdes em miRNAs associados a vesiculas
extracelulares. Esses resultados destacam o potencial das intervencdes de exercicio fisico como
estratégia para melhorar a salde das pacientes e possivelmente retardar a progressao do tumor em
casos de cancer de mama. No entanto, ha uma necessidade urgente de ensaios clinicos com
amostras mais amplas e acompanhamento em longo prazo para aprofundar a compreenséo sobre
os efeitos do treinamento combinado e explorar seu valor terapéutico. Além disso, é importante
considerar o efeito de maltiplas sessdes de treinamento em pacientes com cancer de mama, dado
que uma intervencao prolongada poderia resultar em modificagdes sustentaveis e cumulativas nos
niveis de miRNAs, promovendo maior impacto antitumoral. Estudos futuros de prova de conceito
devem se concentrar em identificar a acdo antitumoral de miRNAs especificos no contexto do
cancer de mama, assim como em investigacdes que definam com preciséo o tecido de origem dos
miRNAs em VEs produzidos em resposta ao exercicio. Esses estudos poderdo oferecer um
panorama mais claro dos mecanismos responsaveis pela modulacdo mediada pelo exercicio e

contribuir para otimizar intervengdes terapéuticas baseadas em treinamento fisico.
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Abstract

Background High-intensity imerval training (HIIT) performed before, during, and after cancer treatment can atkenuate the
adverse effects imduced by anti-cancer drags. A clear presentation and ratsonale of charcteristics of HIIT variables is vital
1o provfuce the expected HIT adaptations in cancer patiemts. However, there are concerns regarding the HIIT proqocols used
im the capcer lierture.

Objectives The aims were 1o {1} identify the characteristics af HIT and the formats that have been prescribed, (2) analyze
which anchors have been utilized to prescribe effort amd pause intensity, (3} examine characteristics of the physical tests
used for HIIT prescription, and (4) semtify potential adverse events related 1o HIIT intervention.

Methads This scoping review followed the Prefermed Beporting Items for Systematic Eeviews and Meta- Analyses extension
far Scoping Reviews (PRISMA-ScR) guidelines, incloding PubMed, Scopus, aml Web of Science databases.

Results A total of 51 studies were retrieved, and the fllowing results were found: (1) Only 25 studies reported all four
essenbial variables for HIIT prescription |effort inlensity (effort duration - pause intensity (pause duration )], O these studies.
23 used active pause and emploved the following prescription (on average): [B4% (116 %) 3%% (118 5)] when percentage of
miaximial acrabic power (MAF) [maximalipeak caygen uptake (VO NMAP] was used: [124% (161 55 55% {142 s3]
whien percentage of anaerohic threshold (AT) was osed: [R3% (230 5): 62% (163 )] when maximal beart rate percentage
[FHR ) was used. From these 23 studies. 12 used VO (MAP (one of the most recommended wariables for HITT
prescription). Seven stsdies adopted the HIIT-leng format. and in the remaining fAve studies, the format was unclear. (1)
Twenty-four shudees used fracbons of Y0, 0. or mechanical variables like MAP as anchors for prescribing effort inten
sity, twa sudies used AT, 20 studies used fractions of HE __ fheart rate reserve. two studies wsed rate of perceived exertion
[RFPE}, while one used BPE and 5V0,__ concomitantly, and two studies utilized RPEMSEHR | concomitantly. Twe shadees
utilized passve resting, 12 studies used TV0, o SMAP for prescribing pause intensity, four studies used AT, seven shud
ies used SHR, .. one study used SHE, SV 0L, and teo studies used absolute loads. (1) Ten stsdies did not report the
characteristics of the physical tesis emploved. two studies used submaximal tests, and 39 stodies utilieed graded exercise
tests. (4) Ten studies did not report if there were sdverse events associated with the exercise program, while 34 stodies did
not report amy adverse evenls.

Condlusions Only 505 of the stodies provided all the necessary variables for accurate HIIT prescription, raising concerns
about the replicability, comprehension, and effective applcation of HIIT in cancer patients. Most of the studies that reported
all variables appeared 1o have employed the HIIT-leng format. Only a few studies wsed more individualized anchars (e.g.,
AT} o prescribe HIIT-long format for cancer pabients, which is considered a very helerogenemes population.

Link para acesso: https://link.springer.com/article/10.1007/s40279-024-02145-7
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