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RESUMO 

 
Jerez, MB. Efeitos da superexpressão da sequência mimética do mir-101a na 
regeneração muscular esquelética. 2022. 79 p. [Tese (Doutorado em Biologia de 
sistemas)] – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo. São Paulo, 2022. 
 

O tecido muscular esquelético é altamente especializado e uma das suas principais 

características é a plasticidade muscular, que abrange os processos de reparo 

tecidual (regeneração) e de regulação da massa (hipertrofia/atrofia). A regeneração 

muscular, tem sido apontada como moduladora e/ou modulada pela expressão de 

microRNAs específicos, de forma que a ablação de alguns destes microRNAs podem 

perturbar esse processo. Neste sentido, já foi demonstrado o envolvimento do 

microRNA 101a (miR-101a) no processo de diferenciação de células satélites no 

músculo esquelético, no entanto, ainda não está bem elucidado o papel do miR-101a 

durante outros processos plásticos, sendo este o objetivo deste trabalho. Foi 

investigada a função do miR-101a utilizando o método de superexpressão por 

eletroporação de sequência mimética (o que resultou no aumento da expressão ~4x 

acima do basal) no músculo tibial anterior de camundongos, e observamos o 

envolvimento do miR-101a no processo de regeneração muscular. Inicialmente, a 

superexpressão do miR-101a provocou um desarranjo na arquitetura tecidual com 

concomitante aumento de infiltrado inflamatório após 4 dias de eletroporação, 

indicando que esse microRNA possui funções durante o processo inicial de 

regeneração (fase inflamatória), uma vez que os animais eletroporados por 7 dias 

apresentam regeneração normal. Além disso, mostramos que a superexpressão do 

miR-101a é capaz de reprimir a expressão gênica de MuRF-1 (~92%), MuRF-2 (~65%) 

e MuRF-3 (~85%), mostrando que esse microRNA atua na regulação de MuRF`s. A 

superexpressão do miR-101a após 3 dias de lesão por Cardiotoxina (CTX) resultou 

em aumento da área de secção transversal (~2x), aumentando também a quantidade 

de células satélites (~58%); reduzindo a quantidade de macrófagos (~53%) e a 

expressão gênica de colágeno tipo I (em até 60%) e III (em até 90%). Esses resultados 

indicam um possível envolvimento do miR101a durante diferentes fases da 

regeneração muscular esquelética, regulando a fase inflamatória através da 

modulação de infiltrados inflamatório e regulando a expressão de genes atróficos, 



 
 

induzindo a proliferação de células satélites, além de efeitos anti-fibróticos durante a 

fase miogênica.  

 

Palavras-chave: Músculo esquelético. Regeneração. MicroRNA. miR-101a. Fibrose. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  



 
 

ABSTRACT 
 

Jerez, MB. Mir-101a mimetic sequence overexpression effects on skeletal muscle 
regeneration. 2022. 79 p. [Ph.D. Thesis (Doctor in Sciences)] – Instituto de Ciências 

Biomédicas, Universidade de São Paulo. São Paulo, 2022. 

 

Skeletal muscle tissue is highly specialized and one of its main characteristics is 

muscle plasticity, which encompasses the processes of tissue repair (regeneration) 

and mass regulation (hypertrophy/atrophy). Muscle regeneration has been identified 

as modulating and/or modulated by specific microRNAs expression, so the ablation of 

some of these microRNAs can disrupt this process. Regarding this, the involvement of 

microRNA 101a (miR-101a) of process satellite cells differentiation in skeletal muscle 

has already been demonstrated, however, the role of miR-101a during other plastic 

processes is still unknown, so that is this work goal. The function of miR-101a was 

investigated using mimetic sequence overexpression by electroporation method 

(resulting in an expression increase ~4x above baseline) in the mice tibialis anterior 

muscle, and we observed the miR-101a participation during the process of muscle 

regeneration. Initially, miR-101a overexpression triggered a disarrangement of the 

tissue architecture with a concomitant inflammatory infiltrate increase after 4 days of 

electroporation, showing that miR-101a acts during the initial regeneration process 

(inflammatory phase), as the electroporated animals for 7 days showed normal 

regeneration. Furthermore, we saw the miR-101a overexpression can repress MuRF-

1 gene expression (~92%), MuRF-2 (~65%) and MuRF-3 (~85%), showing that miR-

101a acts in MuRF`s regulation. miR-101a overexpression after 3 days of cardiotoxin 

(CTX) injury resulted an increase in the cross-sectional area (~2x), also increasing the 

satellite cells (~58%); decreasing macrophages (~53 %) and the collagen type I (up to 

60%) and III (up to 90%) gene expressions. These results indicate a possible miR101a 

involvement during skeletal muscle different regeneration phases, regulating the 

inflammatory phase through inflammatory infiltrates modulation, regulating the atrophic 

genes expression, and inducing the satellite cells proliferation, besides anti-fibrotic 

effects during the myogenic phase. 

 
Keywords: Skeletal muscle. Regeneration. MicroRNA. miR-101a. fibrosis. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
1.1 O tecido muscular esquelético e seu reparo 
 
 

O tecido muscular esquelético compreende aproximadamente 40% a 60% de 

toda a massa corporal humana, por isso é considerado como o tecido mais abundante 

do corpo humano. Este tecido é constituído por células com formato cilíndrico, que 

são alongadas, multinucleadas e seu tamanho varia de 10 a 100 micrômetros de 

diâmetro, podendo chegar a vários centímetros de comprimento. Os núcleos dessas 

células são dispostos perifericamente, junto à membrana plasmática, a qual recebe o 

nome de sarcolema, e seu citoplasma é preenchido por filamentos proteicos dispostos 

longitudinalmente denominados miofibrilas, compostas basicamente por duas 

proteínas contráteis, Actina e Miosina, que são responsáveis pela constituição dos 

sarcômeros. Os sarcômeros são as unidades básicas de contração muscular 

esquelética que podem ser facilmente observados através da microscopia eletrônica, 

e evidenciam estrias transversais, que são denominadas de bandas claras ou bandas 

I (isotrópica) e bandas escuras ou bandas A (anisotrópica). No centro de cada banda 

A é possível observar uma banda um pouco mais clara, conhecida como banda H 

(proveniente da palavra Heller do idioma alemão, que significa “mais brilhante”), esta, 

por sua vez, é dividida ao meio por uma linha chamada de linha M (do alemão 

Mittelscheibe, que quer dizer “disco central”) A banda I possui uma linha escura 

centralizada, chamada de linha Z (também proveniente do alemão Zwischenscheibe, 

que quer dizer “disco intermediário”) (BERNE 2004; GANONG 2006). O Sarcômero é 

a região da miofibrila que se estende de uma linha Z a outra linha Z como podemos 

ver na Figura 1 (Castro-Ferreira, Fontes-Carvalho et al. 2011).	

O deslizamento dos filamentos de Actina e Miosina nos sarcômeros em série, 

permite que haja contração da fibra muscular, gerando a tensão necessária para a 

dinâmica de movimento do tecido. Essa capacidade de gerar tensão do músculo 

estriado esquelético o torna um tecido altamente especializado na produção de força 

e movimento, estando diretamente relacionado com muitas funções em nosso 

organismo, tais como fixação e mobilidade do esqueleto, retorno venoso, 

movimentação do globo ocular, termogênese e respiração.  É importante destacar que 

o tecido muscular esquelético é capaz de se modificar, adicionando ou removendo 
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unidades contráteis (sarcômeros), induzindo o ganho ou perda de força, que ocorrem 

nos processos adaptativos de hipertrofia e atrofia, respectivamente. Além disso, já é 

conhecido seu papel como regulador do metabolismo, por ser um dos principais 

tecidos responsáveis pelo armazenamento de glicogênio e consequentemente, 

fornecimento de aminoácidos para processos metabólicos (Lieber 2002; Junqueira 

2004). 

 

 
 
Figura 1- Esquema ilustrativo representando o sarcômero. 
Estão representadas as proteínas miofibrilares, a Actina e a Miosina; as divisões de bandas 
claras (I) e de bandas escuras (A), além de indicar as linhas M e Z. Adaptado de Castro-
Ferreira 2011 (Castro-Ferreira, Fontes-Carvalho et al. 2011). 
 

Durante o desenvolvimento embrionário, as células musculares estriadas 

esqueléticas são formadas a partir da fusão de mioblastos, que são células 

precursoras das fibras musculares esqueléticas. Estas células se alinham e fundem-

se para formação células multinucleadas, chamadas de miotubos, que serão 

maturadas somente quando seus núcleos forem direcionados à periferia da célula 

muscular, deixando o interior preenchido por proteínas contráteis, dando origem à 

célula muscular esquelética madura (Gartner and Hiatt 1990).  

O músculo esquelético possui grande capacidade de adaptar sua massa à 

demanda mecânica, além de se regenerar. O processo de regeneração do músculo 

esquelético é originado a partir da lesão (que pode ser de origem química, mecânica 

ou térmica, bem como por distrofias musculares e miopatias inflamatórias), e pode ser 

dividido em três fases: degeneração (necrose), inflamação/resposta imune e 

remodelamento (Figura 2). Na fase de degeneração ocorre lesão do sarcolema, com 

conseguinte proteólise intensa, seguida de necrose, de forma que é percebida a perda 

da continuidade das fibras musculares. Posteriormente, segue-se a fase 
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inflamatória/resposta imune com a presença de células do sistema imunológico, como 

os Macrófagos, responsáveis pela fagocitose e digestão das miofibras necrosadas e 

pela secreção de citocinas, capazes de ativar as células satélite. Após esse período, 

segue-se a fase de remodelamento, quando ocorre a reconstituição do conteúdo 

proteico. Alguns fatores de crescimento, como FGF (Fibroblast growth factor), 

HGF(Hepatocyte growth factor) e IGF-1(Insulin-like growth factor-1), podem promover 

a síntese proteica, a recuperação da massa muscular e restabelecer a arquitetura 

tecidual nesta fase de remodelamento (Schiaffino and Partridge 2008). 

 

 
 
Figura 2- Esquema ilustrando a regeneração de um seguimento de uma fibra necrosada 
em três etapas:  
1- Fase da degeneração (necrose), onde ocorre a lesão do sarcolema com proteólise intensa. 
2- Fase da inflamação/resposta imune, com presença de células do sistema imunológico, 
como os Macrófagos, responsáveis pela fagocitose e digestão das miofibras necrosadas. 
Nessa fase também há a secreção de citocinas, capazes de ativar as células satélites. 3- Fase 
de remodelamento, responsável pela reconstituição do conteúdo proteico, até a restauração 
completa do calibre da fibra.  Adaptado de Schiaffino, 2008 (Schiaffino 2008). 
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O processo de regeneração é quase inteiramente dependente de uma pequena 

população de células precursoras da miogênese, chamadas de células satélite, 

localizadas entre a lâmina basal e as fibras musculares (Figura 3). As células satélites 

são células multipotentes que permanecem quiescentes, ou seja, inativas até que 

sejam ativadas. Quando há um estímulo lesivo ao músculo, as células satélites são 

ativadas e se proliferam, desencadeando um importante processo inflamatório, que 

recruta progenitores fibro-adipogênicos (FAPs) e macrófagos inflamatórios, 

conhecidos como M1 (associados ao dano). Em seguida uma fração das células 

miogênicas se diferencia em mioblastos, concomitantemente ao momento em que a 

reação inflamatória é regulada pela ativação dos macrófagos anti-inflamatórios, 

conhecidos como M2 (associados à restauração). A partir da diferenciação em 

mioblastos, ocorre a fusão destes, formando fibras rudimentares conhecidas como 

miotubos, que também podem se fundir às fibras musculares pré-existentes, 

contribuindo com novos núcleos (Joe, Yi et al. 2010; Tedesco, Dellavalle et al. 2010). 

Parte das células satélites retornam à quiescência através da ação de células Peri-

endoteliais, como células musculares lisas, para manter a estabilidade de 

vasos/capilares (Christov, Chretien et al. 2007; Latroche, Gitiaux et al. 2015).  

Em estado de repouso e durante a fase proliferativa, as células satélites 

expressam a proteína Pax7, que é um fator de transcrição considerado um marcador 

de células satélites. A atividade destas células miogênicas é, em sua maior parte, 

regulada por proteínas denominadas de MRFs (Myogenic Regulators Factors), que 

compreendem Myf5, MRF4, MyoD e MyoG, e que são fundamentais para o processo 

de diferenciação. Durante a fase de proliferação, as células satélites aumentam a 

expressão de MyoD (proteína de determinação miogênica) e após a fase de 

proliferativa, as células satélites saem do ciclo celular e regulam negativamente a 

expressão de Pax7 e MyoD enquanto aumentam a expressão de MyoG, fator de 

transcrição específico do tecido muscular (Schiaffino 2008; Chal and Pourquie 2017). 
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Figura 3- Esquema ilustrando a miogênese adulta durante a regeneração do músculo 
esquelético.  
As células satélites são ativadas a se proliferam, onde a reação inflamatória se inicia e 
acontece o recrutamento de células FAPs e macrófagos inflamatórios (associados ao dano). 
Em seguidas há a diferenciação das células satélites em mioblastos, momento em que a 
reação inflamatória é cessada através da ativação dos macrófagos anti-inflamatórios 
(associados à restauração). A partir dessa diferenciação, ocorre a fusão dos mioblastos em 
miotubos para a formação e/ou reparo de uma nova fibra. Parte das células satélites retornam 
à quiescência através da ação de células Peri-endoteliais, como células musculares lisas e 
Pericitos, para manter a estabilidade de vasos/capilares.  Adaptado de Le Moal, 2017 (Le 
Moal, Pialoux et al. 2017). 
 

1.2 Matriz extracelular e fibrose do músculo esquelético 
 

A Matriz extra celular (MEC) muscular é formada por um conjunto de 

macromoléculas que fornecem auxílio estrutural e bioquímico para as células 

circundantes (Jarvelainen, Sainio et al. 2009). Composta por três componentes 

principais: proteína, glicosaminoglicanos e glicoconjugados, essas estruturas unidas 

formam uma rede dinâmica que sofre remodelação contínua. Sua estrutura possui 

duas camadas principais: a lâmina basal e a matriz intersticial. A lâmina basal está em 

contato direto com o sarcolema e é composta principalmente por proteoglicanos do 

colágeno tipo IV e laminina. A matriz intersticial envolve a lâmina basal e é composta 

principalmente de colágeno I, III e V e fibronectina (Cornelison 2008). Além da MEC 

fornecer suporte mecânico, organização e orientação direcional para nervos, vasos e 

células musculares, ela também é essencial para a organização muscular, formando 
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o endomísio (tecido conectivo que envolve cada miofibra individualmente), o perimísio 

(que envolve grupos de miofibras formando os fascículos) e o epimísio (que envolve 

o conjunto de fascículos) (Mahdy 2019), conforme mostra a Figura 4. 

 

 
 
Figura 4- Esquema ilustrando o arranjo da Matriz extracelular (MEC) no músculo 
esquelético em seus três níveis:  
Endomísio envolvendo cada miofibra individual, o Perimísio que envolve grupos de miofibras 
para formar fascículos e o Epimísio que recobre cada músculo. Adaptado de Mahdy, 2019 
(Mahdy 2019).  

 

O restabelecimento da MEC frente a um estímulo lesivo é um evento essencial 

para a regeneração muscular. Alterações dessa matriz como resultado de lesão, 

principalmente na quantidade ou na composição de colágeno, são refletidas como 

alterações na rigidez muscular, ou seja, a fibrose muscular (Lieber and Ward 2013). 

Os prejuízos na modulação da composição da  MEC nos músculos lesionados 

promovem importantes manifestações clínicas, como comprometimento da força e da 

contratilidade muscular, aumento da infiltração de células inflamatórias e até mesmo 

a ruptura da lâmina basal (Gillies and Lieber 2011). 
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A fibrose é caracterizada pela formação deletéria ou anormal de tecido 

cicatricial durante a regeneração muscular. Diversas moléculas têm sido relatadas por 

exercerem papel crucial no aumento da fibrose, seja diretamente ou indiretamente, 

modulando vias relacionadas à  deposição de fibrose intersticial, como TGF-β1 

(transforming growth factor beta 1), CTGF (connective tissue growth factor) e 

microRNAs (Li, Foster et al. 2004; Lipson, Wong et al. 2012; Cheng, Dang et al. 2017; 

Stilhano, Samoto et al. 2017; Kinashi, Ito et al. 2018; Ramazani, Knops et al. 2018; 

Zhou, Shiok et al. 2018). O TGF-β1 é uma citocina multifuncional, que estimula os 

fibroblastos a produzirem proteínas da MEC (Delaney, Kasprzycka et al. 2017; Kim 

and Lee 2017). Sendo descrito como um importante fator pró-fibrótico, devido à sua 

capacidade de fosforilação de Smad2/3 (Lieber and Ward 2013), que ativa Smad4 e 

forma um complexo proteico responsável por ativar fatores de transcrição de genes-

alvo, como a fibronectina e CTGF (Cisternas, Vio et al. 2014).  

 

1.3 microRNAs durante a regulação da musculatura esquelética 
 

Os microRNAs (miRNAs) são uma classe de pequenos RNAs não codificadores 

de proteínas, que possuem aproximadamente 22 nucleotídeos e estão envolvidos em 

vários processos da biologia celular do tecido muscular (Chen, Callis et al. 2009; Guller 

and Russell 2010). Dentre suas funções, pode-se destacar a repressão da expressão 

de genes alvo à nível pós-transcricional, através da complementaridade de bases na 

região 3´UTR (Untranslated Region) de mRNAs alvo, em plantas e animais (Zhao and 

Srivastava 2007) e são transcritos nas regiões conhecidas como íntrons ou regiões 

intergênicas (Berezikov, Chung et al. 2007).  

A biogênese do microRNA é iniciada quando um longo transcrito primário é 

produzido no núcleo celular pela RNA Polimerase II, chamado de pri-miRNA. Esse 

transcrito possui uma estrutura em formato de grampo com 7-metilguanosina na sua 

porção 5’ e é poliadenilado na sua porção 3’. O processamento desse pri-miRNA pode 

ocorrer simultaneamente à transcrição. Este pequeno transcrito logo é processado por 

uma enzima nuclear, Ribonuclease III denominada Drosha, formando assim, os pré-

miRNAs, podendo ocorrer simultaneamente à trasncrição. Para que haja a maturação 

desses pré-miRNAS, é necessário seu transporte para o citoplasma através das 

Exportin-5 e Ran-GTP (Lund, Guttinger et al. 2004; Pereira 2015). No citoplasma, a 

RNAse DICER os cliva em fragmentos de aproximadamente 22-23 nucleotídeos de 
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miRNA dupla fita. Essa dupla fita de RNA é então separada por uma helicase, sendo 

que uma das fitas é complexada pela RISC (RNA-induced silencing complex), uma 

ribonucleoproteína. Por fim, o complexo RNA-RISC se liga ao mRNA alvo, induzindo 

sua degradação ou impedindo sua tradução (Bartel 2004; Zhao and Srivastava 2007).  

Ainda não está descrito claramente o papel do conjunto de miRNAs envolvidos 

na regulação muscular esquelética, porém, existem alguns miRNAs que são 

apresentados como específicos do músculo esqueléticos, chamados de MyomiRs 

(Siracusa, Koulmann et al. 2018). A literatura já demostrou que o aumento da 

expressão do miR-1 foi capaz de induzir a atrofia muscular, através da regulação 

indireta dos atrogenes (Kukreti, Amuthavalli et al. 2013), além de  diminuir a expressão 

de IGF-1 e IGF1-R, reduzindo então a massa muscular cardíaca em um modelo de 

acromegalia (Elia L 2009). Alguns miRNAs descritos como reguladores positivos da 

massa muscular esquelética são o miR-133a, que está associado à hipertrofia 

muscular esquelética (McCarthy and Esser 2007) e o miR-128a, pela demostração de 

que seu antagonista induziu a hipertrofia muscular em camundongos, já que esse 

miRNA têm como alvo IRS1 (Motohashi, Alexander et al. 2013). Quanto aos 

microRNAs capazes de proteger o trofismo celular em processos de atrofia muscular 

esquelética, já foi descrito que o miR-23a pode regular a expressão de atrogin-1 e 

MuRF1 (Wada S 2008; Wada S 2011; Hudson MB 2014) e o miR-27, que tem como 

alvo a miostatina, esta por sua vez, é um importante regulador da massa muscular 

(Huang, Chen et al. 2012). Ainda assim, estes miRNAs já descritos não são capazes 

de contemplar toda a complexidade da plasticidade muscular.  

O processo plástico da regeneração muscular tem sido mostrado  como 

regulador e/ou regulado por certos microRNAs já que alguns microRNAs são 

regulados durante o processo regenerativo e a ablação de outros podem perturbar a 

resolução desse processo (Goljanek-Whysall, Sweetman et al. 2012). Entretanto, a 

rede de microRNAs envolvida no controle da plasticidade muscular esquelética é 

provavelmente maior do que os microRNAs descritos. O miR-101a já foi descrito como 

envolvido no processo de diferenciação de células satélites no músculo esquelético 

de cabras (Li, Zhao et al. 2017), além de evidenciado na regeneração do miocárdio 

(Xiao, He et al. 2017).  

Recentemente foram descritos os principais microRNAs negativamente 

modulados durante a regeneração muscular e dentre os resultados o miR-101a se 

destaca (Chen, Melton et al. 2012). Nesse estudo, Chen e colaboradores mostram 
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que durante a regeneração, após lesão com Cardiotoxina, os níveis do miR-101a 

alcançam um pico de repressão em 4 dias após lesão muscular induzida por 

inoculação de Cardiotoxina (VALUE -13.58), e essa repressão é atenuada após 7 dias 

lesão (VALUE -9.30) sendo praticamente abolida após 21 dias (VALUE -3.38). Esses 

resultados sugeriram que o  mir-101a desenvolve um papel importante durante fase 

aguda da regeneração muscular (Chen, Melton et al. 2012). Estes dados estão 

armazenados no banco de dados GEO (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo, serie 

number: GSE37479).  Estudos in silico (Target Scan) desenvolvidos pelo nosso grupo 

de pesquisa, evidenciaram esse microRNA por ter como alvo predito MuRF-1, uma 

importante E3 ligase envolvida na resposta regenerativa do músculo esquelético e na 

miogênese (Moriscot A.S 2019). Apesar disto, ainda não está claro o papel do miR-

101a no músculo esquelético. 

Tendo em vista todas essas eminentes evidências de uma importante 

participação do miR-101a nos processos plásticos musculares, o presente trabalho 

teve como objetivo determinar os efeitos da superexpressão da sequência mimética 

do miR-101a na regulação da massa muscular esquelética e ao final, este 

demonstrou-se desempenhar funções importantes durante o processo de 

regeneração muscular esquelética.  
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6 CONCLUSÕES 
 

Podemos concluir que ao usar um modelo de superexpressão do miR-101a, 

a arquitetura tecidual do músculo esquelético é modificada em uma fase aguda 

(transitória) e que esse evento é marcado por um forte aumento de células 

inflamatórias. Podemos articular também que, a superexpressão do miR-101a pode 

induzir um efeito anti-fibrótico no músculo esquelético em processo de regeneração 

pós-lesão, com aumento de células satélites, diminuição de macrófagos e redução 

da expressão gênica de colágeno tipo I e III, além da redução da marcação de fibras 

colágenas.  

De modo geral, os resultados obtidos contribuem com conhecimento sobre a 

função do miR-101a durante a regeneração muscular esquelética e, tendo em vista 

que o efeito da superexpressão desse miR no músculo esquelético sobre a 

deposição de fibrose intersticial ainda é pouco estudado neste tecido, se fazem 

necessários novos estudos utilizando modelos de indução de fibrose, associados à 

modulação de expressão do miR-101a para melhor elucidar seu papel nesses 

mecanismos.  
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