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RESUMO

Esta pesquisa tem como objetivo analisar os principais microRNAs regulatdrios de
genes envolvidos na degeneracdo do disco intervertebral. O disco intervertebral € uma
estrutura complexa que estabiliza os corpos vertebrais, permitindo movimentos articulares,
absorcdo e dissipacdo de impactos mecénicos impostos a coluna vertebral. A degeneragdo do
disco intervertebral esté relacionada ao envelhecimento, mas tem etiologia multifatorial como
efeitos ambientais, traumas, habitos de vida, tabagismo, consumo de alcool e fatores
genéticos. Estudos recentes tém demonstrado a participacdo de alguns genes nesta patologia e
a relacdo de microRNAs na regulacdo destes genes. Trata-se de uma pesquisa do tipo
aplicada. Como técnica utilizou-se a pesquisa bibliografica para identificar os principais genes
relacionados a degeneracgéo do disco intervertebral no periodo de 1985 a 2015. Utilizou-se os
programas Target Scan e microRNA.org selecionou-se 0s microRNAS relacionados a
regulagéo dos genes identificados. Obteve-se as sequéncias dos mesmos no mirbase-Targets.
A identidade dos microRNAs e seus alvos foi verificada ap6s o alinhamento global realizado
no Clustal Omega. Foram selecionados microRNAs com identidade maior ou igual a 50% e
as regides alvos destes nos seus respectivos mRNAs foram verificadas nos gréaficos
disponibilizados pelo NCBI nucleotide. Sobressai-se do estudo que Os principais genes
identificados no referencial tedrico no periodo avaliado, envolvidos no processo degenerativo
do disco intervertebral foram: ACAN (AGRECAN), VDR (receptor da vitamina D), COL9A2
(colageno tipo IX alfa 2) e COL9A3 (colageno tipo 1X alfa 3), que codificam o colageno tipo
IX, IL1A (interleucina-1 alfa), IL1B (interleucina 1 beta) e MMP-3 (estromelisina-1) e os
principais microRNAs relacionados a regulacdo dos mesmaos, foi possivel identificar in silico
os microRNAS reguladores dos genes responsaveis pela degeneracédo do disco intervertebral e

serdo necessarios estudos laboratoriais para validagcdo dos mesmos.

Palavras-chave: Disco intervertebral. Degeneracdo. Fisioterapia. Diagnostico.



ABSTRACT

The intervertebral disc is a complex structure that stabilizes the vertebral bodies, allowing
joint movements, absorption and dissipation of mechanical impacts on the vertebral column.
Degeneration of the intervertebral disc is related to aging, but has multifactorial etiology such
as environmental events, traumas, life habits, smoking, alcohol consumption and genetic
factors. Recent studies have shown a participation of some genes in this pathology and a
relation of microRNAs in the regulation of these genes. The aim of the study was identified
by the major regulatory microRNAs involved in degeneration of the intervertebral disc. A
literature review was conducted to identify the main genes related to degeneration of the
intervertebral disc between 1985 and 2015. Using the programs Target Scan and
microRNA.org, the microRNAs related to the regulation of the identified genes were selected.
Were obtained the sequences in the mirbase-Targets. The identity of the microRNAs and their
targets was verified after the global alignment performed on Clustal Omega. MicroRNAs with
50% or greater identity were selected and the regions in our respective mMRNAs were verified
in the graphs provided by nucleotide NCBI. The main genes identified in literature in the
period evaluated was: ACAN (AGRECAN), VDR (vitamin D receptor), COL9A2 (type IX
alpha 2 collagen) and COL9A3 (type IX alpha 3 collagen), which encode type IX collagen;
IL1A (interleukin-1 alpha), IL1B (interleukin 1 beta) and MMP-3 (stromelysin-1). For ACAN
gene the microRNAs identified were: hsa-mir-92b (57.61%), hsa-mir-149 (59.55%), hsa-mir-
425 (55.81%), hsa-miR-339 -5p (52.17%) and hsa-miR-24-3p (54.55%); VDR: hsa-miR-
125b-5p (54.55%), hsa-miR-125a-5p (54.55%), hsa-mir-223 (56.07%); hSA-miR-493-3p
(59.09%), hsa-mir-874-3p (61.90%), hsa-mir-874 (53.25%), hsa-miR-491-5p ( 58.33); IL-1B:
hsa-miR-590-5p (50.00%), hsa-mir-185 (51.99%); and MMP3: hsa-mir-372 (50.75%). Has
not been identified microRNAs with identity equal or to greater than 50% for the COL9A3
and IL-1A genes. It has been observed that hsa-mir-92b and hsa-mir-149 aligned in the coding
region of the Aggrecan protein; hsa-miR-125a-5p and hsa-miR-125b-5p in the coding region
of the vitamin D receptor; hsa-mi-493-3p, hsa-mir-874-3p, hsa-mir-874, hsa-miR-491-5p in
the coding region of the alpha-2 (IX) collagen protein; and hsa-miR-590-5p and hsa-mir-185
in the IL-1B protein coding region. The microRNA identified for MMP3 did not line up in a
protein coding region. However, it was possible to identify in silico the microRNAS
regulators of the degeneration of the intervertebral disc and laboratory studies will be
necessary to validate them.
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1 INTRODUCAO

A degeneracéo do disco intervertebral (DI) tem sido atribuida a fatores como acumulo
de efeitos ambientais, primariamente agressdes e traumas, habitos de vida, tabagismo,
consumo de alcool, ocupacdo, aterosclerose, somadas as mudangas que ocorrem com 0
envelhecimento. Pesquisas recentes, no entanto, demonstram que esses efeitos influenciam
modestamente a degeneracgéo discal intervertebral, o que reforca a importancia da participacao
dos fatores genéticos nesse processo (VIDEMAN et al., 1998; BATTIE et al., 2004; YU et
al., 2013).

Os genes podem indicar suscetibilidade e predisposicdo a doengas ou podem atuar
como reguladores, modulando o tamanho e intensidade do processo patogénico e a resposta
do tratamento medicamentoso (MAIMONE, 2001).

Foram identificados alguns genes responsaveis pela codificacdo de moléculas
relacionada com as propriedades da matriz extracelular, podendo influenciar na degeneracéo
do DI (HADJIPAVLOU et al., 2008).

Os principais genes descritos na literatura envolvidos no processo degenerativo do DI
sdo: AGRECAN (ACAN) ((FROES et al., 2006), o gene receptor da vitamina D (VDR)
(JONES et al., 1998), colageno tipo IX alfa 2 (COL9A2) e colageno tipo IX alfa 3 (COL9A3),
que codificam o colageno tipo IX (BOYD et al., 2008; FROES et al., 2005; TILKERIDIS et
al., 2005; JILL et al., 2003), o gene Interleucina-1 alfa (IL1A) ( SOLOVIEVA et al., 2004),
Interleucina 1 beta (IL1B) ( DINARELLO, 1994) e o gene Estromelisina-1 (MMP-3)
(TAKAHASHI et al., 2001). As mais importantes associa¢des foram alcangadas no estudo de
mutacgdes do gene VDR (KALICHMAN et al., 2008; JONES et al., 1998; HADJIPAVLOU et
al., 2008).

Estudos recentes tém associado um novo fator que pode estar envolvido na
degeneracdo do DI, os microRNAs. Estes sdo uma classe de mRNAs ndo codificantes,
compostos por 21 a 25 nucleotideos, que podem se ligar a sequéncias especificas de RNAs
codificadores de proteinas (HE et al., 2004). Aproximadamente um terco de todos RNASs
mensageiros de mamiferos parecem estar sob regulacdo dos microRNAs sugerindo um papel
essencial na regulacéo da expressdo génica (XIN et al., 2013).

Os microRNAs atuam como reguladores enddgenos da expressdo do gene,
reprimindo a traducdo de proteinas e / ou induzindo a degradacdo de mRNA através de
emparelhamento de bases com regifes ndo traduzidas (3’UTR) dos seus mRNAs alvos

especificos (MIYAKY et al., 2010). Resultados de pesquisas recentes evidenciam a



participacdo dos microRNAS em muitos processos celulares, incluindo a proliferagéo celular,
apoptose, e a libertagédo de citoquinas (YU et al., 2013).

Trabalhos realizados tém mostrado a utilizacdo de microRNAs em diagndsticos
médicos, bem como no tratamento de patologias genéticas. Esta € uma possibilidade
terapéutica explicada pelo fato de que microRNAs podem afetar a expresséo de seus genes
alvo e interferir no desenvolvimento dessas doengas (SMYTH, 2003).

O estudo das terapias genéticas tém sido possivel com o auxilio da bioinformatica,
uma ferramenta aliada nos estudos dos genes e micro RNAs, possibilitando a identificacédo
dos mesmos (HE et al., 2004).

Torna-se claro que as mutagcdes em diversas classes de genes provocam alteracdes na
morfologia da matriz e na funcdo bioquimica do disco intervertebral e estudos que visem
melhor elucidacdo do controle génico na degeneracdo do DI tornam-se necessarios (URBAN
e ROBERTS, 2003).

Assim, a pergunta norteadora do estudo foi no sentido de investigar a existéncia de
microRNASs reguladores dos genes relacionados a degeneracdo do DI como ferramenta para
futuros estudos relacionados a terapias e melhora de prognosticos. Formulou-se como
hip6tese bésica orientadora da pesquisa que existem microRNAS responsaveis por regular,
inibir ou ativar determinados genes envolvidos na degeneracao do DI.

O objetivo geral é identificar os principais microRNAs regulatorios de genes envolvidos
na degeneracado do disco intervertebral.

Sao objetivos especificos: a) verificar na base tedrica especifica 0os genes mais
relevantes envolvidos na degeneracdo do disco intervertebral; b) analisar in silico, micro
RNAs que possuem interacdo com os genes relacionados a degeneracdo discal.

Justifica-se este estudo tendo em vista, que ha poucos estudos que abordam os genes
envolvidos na degeneracdo do disco intervertebral principalmente que abordam seus
microRNASs regulatorios.

Os resultados obtidos poderdo auxiliar no melhor entendimento dessa relagdo. A
identificacdo dos microRNAS responsaveis por atuar na degeneracéo do disco intervertebral,
possibilitara o direcionamento da selecdo dos microRNAS para estudos laboratoriais in vitro e
in vivo gerando ferramentas para estudos relacionados a medidas de prevencao, tratamento
gue assegurem um melhor controle da doenca e melhora na qualidade de vida do paciente.
Quanto a metodologia utilizada, trata-se de uma pesquisa do tipo aplicada. Teve-se como

técnica a documentacdo indireta, por meio da pesquisa bibliografica.



Para verificagdo dos principais genes relacionados a degeneracdo do DI foi realizado
uma revisao teorica através de consultas as bases bibliograficas Biblioteca Nacional de
Medicina dos Estados Unidos (PUBMED), Scientific Eletronic Library Online (SCIELO) e
Literatura Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude (LILACS).

Avaliou-se artigos cientificos publicados em revistas, em portugués e inglés, no periodo
de 1985 a 2015, utilizando como descritores: degeneracdo do disco intervertebral, fatores
genéticos da degeneracao discal e microRNAs envolvidos na degeneracao discal, de modo a
selecionar publicacdes com informacgdes sobre disco intervertebral e genes envolvidos na
degeneracéo do disco intervertebral.

Artigos que ndo apresentavam genes correlacionados a degeneracdo discal foram
descartados.

Apbs a selecdo dos principais genes relacionados a degeneracdo do DI, foi realizado
uma analise dos microRNAs relacionados a eles.

Para pesquisa dos microRNAs, foram utilizados o0s programas: TargetScan

(http://www.targetscan.org/) e microRNA.org/Miranda(http://
www.microrna.org/microrna/home.do).
A sequéncia dos microRNAs encontrados foram obtidas a partir do mirbase-Targets

(http://mirbase.org/).

Analise in silico da relacdo microRNAs e 0s genes selecionados, apos a identificacao
dos microRNAs relacionados a cada gene envolvido na degeneracdo do DI, foi realizado o
alinhamento  global entre eles, utilizando o programa Clustal Omega
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).

Em seguida, foram selecionados os microRNAs com identidade maior ou igual a 50% e
avaliou-se a regido de alinhamento ao gene alvo. Utilizando o NCBI nucleotideo
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) identificou-se as regides alvo dos microRNAs ao mRNA nos
respectivos graficos de cada gene.

Sabendo as regides de interacdo, foi avaliado na fundamentacéo tedrica a fungédo destas

regides para defini¢do da fungdo do microRNA no gene alvo.


http://www.targetscan.org/
http://mirbase.org/
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2 EMBASAMENTO TEORICO
2.1 Disco Intervertebral

O disco intervertebral é uma estrutura da coluna vertebral complexa e especializada,
estd presente entre os corpos vertebrais e tem funcbes de fornecer estabilidade, garantir
movimentos articulares a coluna, absorver e dissipar uniformemente as cargas mecanicas
(CASSAR-PULLICINO, 1998).

No disco intervertebral normal, deve haver um equilibrio entre a sintese e a
degradacdo de elementos da matriz extracelular (4gua, colageno, proteoglicanos e outros)
(BIBBY et al., 2001; ROUGHLEY et al., 2001). Esse equilibrio determina a integridade da
matriz do disco e também é pré-requisito para as adaptacOes e/ou alteracdes das propriedades

de matriz frente as mudancas das condigdes ambientais (BOOS et al., 2008).
2.1.2 Anatomia e composicédo bioquimica

A coluna vertebral é composta por 23 discos intervertebrais, representando cerca de
25% do seu comprimento total (GRABINER,1991). Segundo o mesmo autor cada disco
intervertebral pode ser dividido em trés regides interdependentes: placa terminal, anulo

fibroso e nacleo pulposo (Figura 1).

Figura 1 — Segmento da coluna vertebral e o disco
intervertebral

AF

Arthritis Research & Therapy

A figura representa um segmento da coluna
vertebral e o disco intervertebral. Mostra a organizacdo do
disco com o nucleo pulposo representado pelas siglas (NP)
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cercado por lamelas do anulo fibroso (AF) e separado dos
corpos vertebrais (VB) até o final da placa cartilaginosa
(CEP).

Fonte: Urban PG e Sally Roberts, p.122, 2003.

As placas terminais sdo responsaveis pela troca de fluidos dos discos intervertebrais
(WATKINS, 2001). Estdo localizadas na superficie superior e inferior dos discos
intervertebrais e sdo constituidas basicamente por cartilagens hialinas permeaveis do tipo
sinfises (GRABINER, 1991).

O éanulo fibroso é constituido por 20 anéis fibrocartilaginosos dispostos
concentricamente, que envolvem e limitam o nucleo pulposo (WHITING et al.,1998; BOOS
et al., 2008). As fibras de coladgeno do anulo fibroso estdo dispostas de modo que o disco
suporte diferentes tipos de cargas, na mesma direcdo e alternadas em cada anel adjacente
(WATKINS, 2001). As fibras do anulo fibroso tém a capacidade de se deformar elasticamente
aumentando até 1,04 vezes seu comprimento inicial (COX, 2002).

Subdivide-se o anulo fibroso duas porc@es: anulo fibroso externo e interno. O anulo
fibroso externo é constituido por lamelas concéntricas de colageno (predominantemente do
tipo 1) organizadas e orientadas em um angulo de aproximadamente 30° com relacdo ao eixo
longitudinal da coluna vertebral. A populacao celular do anulo fibroso interno é caracterizada
pela presenca de fibroblastos (PRESCHER, 1998).

No anulo fibroso interno possui uma alta concentragdo de proteoglicanos, contém
menor quantidade de colageno e um menor nivel de organizacdo de suas lamelas comparadas
ao anulo fibroso externo, € mais largo e fibrocartilaginoso constituido principalmente pelo
colageno tipo Il. As células mais abundantes mo anulo fibroso interno sdo os fibroblastos e
condrécitos (PRESCHER, 1998).

O nucleo pulposo esté centralizado no disco intervertebral, composto por uma matriz
amorfa de mucopolisacarideo, constituida de uma rede de coldgeno e uma grande
concentracédo de proteoglicanos (KAPANDJI, 2000).

A matriz do nucleo pulposo apresenta uma grande quantidade de agua, mais abundante
em um recem-nascido, aproximadamente 88%, e o0s proteoglicanos constituidos por
condroiditino-4-sulfato, condroiditino-6-sulfato, sulfato de queratina e acido hialurénico
(PRESCHER, 1998; KAPANDJI, 2000; ADAM et al, 1995). Acredita-se que o disco
intervertebral tem a capacidade de absorver até nove vezes o seu volume de fluido. Apresenta
pressdo osmotica negativa no ndcleo pulposo proporcionando ao disco a capacidade em
resistir as forcas de compressdo (KAPANDJI, 2000; WATKINS, 2001). Esta pressao
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osmética inerente ao nucleo pulposo exerce o importante papel de controlar o catabolismo e
anabolismo de elementos da matriz do disco intervertebral (HANDA et al., 1997).

Ha uma fina camada fibrosa que delimita o anulo fibroso interno do ndcleo pulposo
denominada zona de transicdo (PRESCHER, 1998). Conforme o mesmo autor o nucleo
pulposo apresenta predominantemente fibras de colageno tipo Il.

O mecanismo de nutricdo do disco intervertebral é realizado através das placas
terminais. Por ndo conter vascularizacdo o fornecimento de nutrientes para as células do disco
e remocdo de residuos metabolicos sdo realizados principalmente por difusdo ou para os leitos
capilares das vértebras adjacentes e pequenos capilares na parte mais externa do anel fibroso
(BOOS et al., 2008; SOBAJIMA et al., 2004). Contudo, com o aumento da idade este se torna
gradativamente avascularizado (MOORE et al., 1999).

Em estudo in vitro foram verificados indicativos de que a placa terminal é
vascularizada até os sete anos, o anulo fibroso até os 20 anos de idade, contudo em nenhuma
idade o nucleo pulposo apresentou suporte vascular (RUDERT et al., 1993). A hip6tese mais
provavel é que a nutricdo do disco intervertebral seja realizada através da difusdo
(HERRERO, 2012).

Através das placas terminais é realizada a difusdo dos solutos contendo glicose e
oxigénio ocorre e os sulfatos que constituem os glicosaminoglicanos, entram através dos anéis
fibrosos (WATKINS, 2001).

Quanto & inervacdo do disco intervertebral, acredita-se que este é desprovido de fibras
nervosas, fato este que se deve a grande pressdo exercida sobre o ndcleo pulposo e anulo
fibroso (McCATHY et al., 1991). Contudo, Cox (2002) sugere um duplo suprimento nervoso:
sendo a porc¢do anterior do disco inervada por fibras simpaticas e a por¢do posterior inervada

pelo nervo sinovertebral.

2.1.3 Propriedades mecanicas dos discos intervertebrais

A coluna vertebral estd constantemente submetida a forcas compressivas resultantes
da acdo da gravidade e cargas internas e externas (BROBERG, 1993). Estas forgas
compressivas sdo eficientemente distribuidas ao longo da coluna vertebral atraves de um
sistema biomecéanico, constituido pelo somatério das unidades funcionais (NORDIN et al.,
2001).

Essas cargas provocam um aumento uniforme na pressao interna no nucleo pulposo

(NACHEMSON, 1976), transformando parcialmente as forcas verticais em horizontais
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(KAPANDJI, 2000). Estas forgas horizontais causam uma rapida deformacéo radial do anulo
fibroso, principalmente em sua porcéo externa (ADAMS et al., 1995).

Conjuntamente, ocorre uma saida gradual de fluido contido no interior do nucleo
pulposo e no anulo fibroso (ADAMS et al.,1983) e uma entrada de eletrélitos (ex: sodio e
potéssio) para o interior dos discos intervertebrais, evitando assim uma perda excessiva de
fluido dos discos e aumentando a pressdo osmética negativa (COX, 2002).

Deste modo, o anulo fibroso interno e o0 nucleo pulposo se comportam como um
fluido pressurizado, enquanto que o anulo fibroso externo atua como uma camada eldstica,
fato que garante as caracteristicas viscoelasticas dos discos intervertebrais (ADAMS et al.,
1995).

Os discos intervertebrais deformam ao serem submetidos a forcas compressivas
(capacidade viscoelastica), causando uma diminuicdo no comprimento da coluna vertebral,
fator este que pode ser utilizado como indice de estresse sobre a coluna vertebral (EKLUND
et al., 1984; RODACKI et al., 2001).

Nesse sentido, estudos tém descrito que o tamanho das deformacdes dos discos
intervertebrais sdo proporcionais as cargas impostas sobre a coluna vertebral (TYRRELL et
al., 1985; REILLY et al.,1985).

Quando as cargas sobre a coluna vertebral sdo minimizadas, ocorre um imediato
retorno elastico dos tecidos deformados dos discos e ocorre um influxo gradativo de fluido
para o interior do ndcleo pulposo e anulo fibroso, ocasionando uma recuperacgdo na altura dos
discos (ADAMS et al.,1995; KAPANDJI, 2000).

2.1.4 Degeneracao do disco intervertebral

O DI tem atraido muitas investigacdes para desvendar seu mecanismo de degeneragdo
e melhorar a compreenséo da sua biologia molecular (BOSS et al., 2008).

A degeneracdo do DI é oriunda de alteracGes a nivel celular, bioquimico e estrutural
acarretando em diminui¢do no nimero de células e dos constituintes da matriz extracelular do
disco intervertebral (OLIVEIRA et al. 2013). E resultante da degradagdo, ao longo da vida,
combinada com a remodelacdo sincronizada do disco incluindo adaptacdo simultanea das
estruturas discais as mudancas de peso corporeo e cicatrizacdo das lesdes ocasionais, com
formag&o de tecido cicatricial (BATTIE et al. 2004).
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Com o aumento da idade o nucleo se torna mais fibrético, ou seja, menos semelhante
ao gel, mudando a sua morfologia e tornando-se mais desorganizado (Figura 2A e2B) (JILL et
al., 2003).

Figura 2A, 2B: A diferenga entre o disco interverbral normal (A) e disco
intervertebral degenerado (B).

Disco hnWehal Noxmnal Disco hﬂuve;(em i)eguuerado
Fonte: URBAN PG E SALLY ROBERTS, p.122, 2003.

Sabe-se que a quantidade de proteoglicanos diminui ao longo da vida, diminuindo a
pressdo osmotica do disco intervertebral ele perde a capacidade em se manter hidratado
levando a instabilidade progressiva e afetando a capacidade do disco de suportar cargas
mecanicas predispondo-se a lesdes (GOLDENBERG, 2012).

Estudos levaram a sistemas de classificacdo que permitem a avaliacdo dos estagios
de degeneracdo do DI (Figura 3). O sistema original de classificacdo foi refinada por
Thompson em 1990. Os cinco estagios descritos pelo sistema de classificacdo de Thompson
descrevem a degeneracdo do disco intervertebral relacionada a idade, de discos jovens
saudaveis até a fase mais avancada de degeneracdo (BAPTISTA et al., 2015; BOOS et al.,
2008).

Figura 3: Os cinco estagios da degeneracdo do disco intervertebral.
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Discos intervertebrais lombares fixados em formalina 4% e seccionados sagitalmente:
Observar os diferentes aspectos macroscopicos encontrados no processo de
envelhecimento e degeneracdo avaliados segundo a escala macroscépica de degeneracédo
de Thompson. Espécimes do acervo do laboratorio de Anatomia Humana da UFES. (A)
Thompson I: nucleo pulposo de aspecto gelatinoso e anulo fibroso com lamelas
organizadas; (B) Thompson II: nucleo pulposo com tecido fibroso esbranquicado e
material mucinoso entre as lamelas do anulo fibroso, notar pequena fissura no nucleo
pulposo; (C) Thompson IlI: Perda da distincdo anulo fibroso / ndcleo pulposo, defeitos
focais na PV, verificar a desidratacdo de Nucleo Pulposo e fissura longitudinal e vertical;
(D) Thompson IV: fissuras no nucleo pulposo e paralelas a placa vertebral, com presenca
de esclerose focal; (E) Thompson V: esclerose difusa e nddulos de Schmorl; (F) Thompson
5: esclerose total e achatamento do disco.

Fonte: BAPTISTA et al., p. 144-148, 2015.

Uma das principais caracteristicas do fenémeno degenerativo é desorganizacdo da
matriz extracelular. Estudos celulares tém demonstrado um aumento da producdo de
Metaloproteinases (MMP) nas células discais em processo de degeneracdo ativa (SILVA et
al., 2009).

Segundo Rannou et al. (2001), algumas células inflamatérias bem como macréfagos
invadem os discos e produzem citoguinases e proteases nos discos intervertebrais degenerados
ou herniados, podendo aumentar a severidade da degeneracdo do DI. Estas modificacdes
degenerativas advindas do processo de envelhecimento associadas com cargas mecanicas
podem ocasionar varios problemas na coluna vertebral tais como protusdo ou prolapso discal
(WATKINS, 2001).

Como consequéncia do processo de envelhecimento e degeneracdo ocorre a
diminuicao do espaco intervertebral (WATKINS, 2001) e aumento da concavidade dos corpos
vertebrais, devido processo de perda 6ssea (SHAO et al, 2002). A reducdo da altura dos
discos intervertebrais provoca um aumento das cargas em outras estruturas da coluna
vertebral que ndo sdo proprias para a sustentacdo e transmissdo de cargas favorecendo a
ocorréncia de osteoporose (WATKINS, 2001).

A degeneracdo do disco intervertebral € comumente associada a diversas patologias,
como lombalgia, estenose do canal vertebral e hérnia de disco (WATKINS, 2001).

Nos discos intervertebrais degenerados observa-se: ocorréncia de osteofitos, edema
do nucleo pulposo, achatamento discal, protrusédo discal com ruptura parcial ou total das fibras
do anel fibroso, osteoartrite, espondilélise, espondilolistese e nddulo de Schmorl, hérnia de
disco e estenose espinhal (WATKINS, 2001).

Quando a degeneracdo do nucleo pulposo é acompanhada da erosdo do anulo fibroso,

ocorre ruptura interna do disco com fissura radial do anulo fibroso, sendo assim ndcleo
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pulposo degenerado pode migrar-se para dentro do canal vertebral formando a hérnia discal
(HENNEMANN et al., 1994).

Goldenberg (2012) afirma que com o envelhecimento o ligamento tende a sofrer
processo de hipertrofia em direcdo ao interior do canal vertebral provocando um
confinamento das estruturas neurais levando a estenose espinhal (Figura 4). A estenose do
canal vertebral é resultante da diminuicdo do didmetro de canal no sentido anteroposterior,
transversal ou combinados, secundaria a perda da altura do disco, lesdo do anulo fibroso,

formacédo de ostedfitos e hipertrofia das facetas e do ligamento amarelo (GENEVAY;; 2010).

Figura 4: Estenose na regido lombar.

“F..“.T:ﬁ’ Canal |
BRI
S

Estenose

Fonte: GOLDENBERG, 2012.

2.1.4.1 Epidemiologia

As doencas que afetam o sistema musculo-esquelético acometem centenas de milhdes
de pessoas no mundo e estdo entre as causas mais comuns de invalidez e sofrimento cronico.
Sdo as principais responsaveis pela lideranca no niumero de incapacidade em pessoas com
menos de 45 anos (FROES et al., 2005).

Apesar da existéncia de inumeras causas de dor lombar, estd provada uma forte
associacdo com a degeneracdo do DI (SOBAJIMA et al., 2004; SILVA et al.,2009). Estima-
se que até 80% da populagdo venha a experimentar alguma forma de lombalgia ao longo da

sua vida, e que aproximadamente 10% destes individuos se tornem permanentemente
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incapacitados devido a dor lombar, o que representa um enorme fardo econémico nos
sistemas de saude (YU et al.,2013; SILVA et al.,2009).

2.1.4.2 Etiologia

A degeneracgdo do disco intervertebral tem sido atribuida a vérios fatores etiol6gicos
incluindo acumulo de efeitos ambientais (agressdes e traumas) habitos de vida (tabagismo,
consumo de dlcool, ocupacdo), aterosclerose, acrescidas das mudancgas inerentes ao
envelhecimento. Achados recentes, no entanto, demonstram que esses efeitos tém pouca
influéncia na degeneracdo discal, o que reforca a importancia da influéncia genética nesse
processo (VIDEMAN et al., 1998; BATTIE et al., 2004; XIN et al., 2013).

Estudos recentes demonstram que uma classe de mRNAs ndo codificantes (21 a 25
nucleotideos), chamados micoRNAS participam ativamente da regulacdo génica de diversas
patologias (He et al., 2004).

2.1.4.3 MicroRNAs

MicroRNAs (miRNAs) sdo um grupo recém descoberto de pequenos RNAS, nao
codificantes, que representam uma das areas mais estimulantes da ciéncia médica moderna
por modularem uma enorme e complexa rede regulatdéria da expressdo dos genes (
CARVALHO et all., 2012). Sdo pequenas moléculas de RNA com aproximadamente 22
nucleotideos incapazes de codificar proteinas e que apresentam fungdo na regulacdo pos-
transcricional da expressdo génica, seja pela degradacdo ou pelo bloqueio na traducdo de
RNAs mensageiros (MRNAS).

Surgiu em 1993, o primeiro relato sobre esse tipo de RNA, a partir da identificacdo de
uma pequena regido ndo-codificadora (lin-4), especifica do nematoda Caenorhabditis elegans,
gue atua na regulacdo negativa dos niveis da proteina Lin-14, caracteristica do
desenvolvimento larval dessa espécie (LEE et al., 1993). Acreditava-se que esse era um
mecanismo de regulacdo especifico do C. elegans. Entretanto, posteriormente, a descoberta do
let-7 - outro microRNA envolvido com o tempo de desenvolvimento do C. elegans, porém
conservado em uma grande variedade de organismos multicelulares - demonstrou que a
regulacdo da expressdo génica pelos miRNAs ndo é restrita aos nematoides, sendo um
mecanismo presente em muitos animais (PASQUINELLI et al., 2000; REINHART et al.,
2000).
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OS microRNAs estdo posicionados geralmente, em regides ndo codificadores
(intergénicas) do genoma e sdo transcritos pela DNA polimerase 11 como unidades mono ou
policistronicas independentes (TANZER, STADLER, 2004). Assim como 0s mRNAS, o0s
precursores de mMIiRNAs (pri-miRNAs) sofrem um processamento no qual recebem as
terminagdes cap 5’ e cauda poliA (BRACHT et al., 2004; CAI; RAGEDORN; CULLEN,
2004).

Os pre-miRNAs clivados sdo transportados ao citoplasma pelas enzimas Exporting-5
via um mecanismo dependente de Ran-GTP (YI et al., 2003; BOHSACK; CZAPLINSKI,
GORLICH, 2004; LUND et al., 2004). Uma vez no citoplasma, ocorre uma segunda
clivagem, resultando em fragmentos de RNA fita dupla com complementaridade imperfeita,
correspondendo ao miRNA e sua fita complementar (mMiRNA:miRNA*) (HUTVAGNER et
al., 2001; KETTING et al., 2001; GRISHOK et al., 2001). A responsavel por esta segunda
clivagem é a enzima Dicer, cuja estrutura contém dominios de helicase, um dominio PAZ,
dois dominios RNase-111 e um dominio de ligac&o a fita dupla (BERNSTEIN et al., 2001). O
dominio PAZ parece interagir com 0 RNA exatamente no local onde houve a clivagem pela
enzima Drosha (DOSTIE et al., 2003; LINGEL et al., 2003; SONG et al., 2003).

Apb6s os pri-miRNAs serem transcritos organizam-se em uma conformacao
caracteristica conhecida como grampo (harping). A conformacdo em grampo € reconhecida
pela endonuclease Drosha RNase-I11, ainda dentro do ndcleo celular. Esta enzima contém um
dominio de ligagdo a fita dupla (dsRNA - do ingés double — strand RNA), uma sequéncia
amino terminal e dois dominios RNase-111 (LEE et al., 2003; ZENG; CULLEN, 2003).

Somente uma das fitas geralmente, é selecionada para atuar como miRNA, enquanto a
fita complementar € degradada (FILIPOWICS et al., 2005; RANA, 2007). Contudo, as vezes
ambas geram miRNAs maduros (BUSHATI; COHEN, 2007; RANA, 2007). O miRNA
maduro é entdo incorporado a um complexo ribonucleioprotéico (miRNP), as vezes referido
como complexo de silenciamento génico induzido por miRNA (miRISC - do ingés miRNA-
induced gene silencing complex), responsavel pela repressdao da traducdo (SCHWARZ;
ZAMORES, 2002; TANG, 2005).

A melhor caracterizagdo da familia de proteinas deste complexo corresponde as
proteinas Argonautas. Em mamiferos, Ago2 é a principal componente do complexo miRISC
(LIU et al., 2004), mediando a transferéncia do miRNA maduro para dentro do complexo de
silenciamento (HAMMOND et al., 2001), o pareamento entre miRNA:RNAm (PILLAI,
2005) e atuando na clivagem do RNAm alvo (RUBY, JAN, BARTEL, 2007). O mecanismo

exato pelo qual o complexo Ago/ mirRNA reprime a traducdo ou promove a degradacdo do
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RNAm ainda ndo é totalmente conhecido, mas sabe-se que envolve o recrutamento de
proteinas adicionais, como por exemplo as GW182 (JACKSON; STANDART, 2007).

Estes pequenos RNAs podem se ligar ao RNA mensageiro de doencas genéticas e
afetar a expressao dos genes envolvidos no desenvolvimento dessas doencas. Deste modo,
estudos tém mostrado a utilizacdo de microRNAs em diagnésticos médicos, bem como no
tratamento de patologias genéticas (SMYTH, 2003).

Xin et al. (2013), relatam que ha microRNAs envolvidos na regulacéo da proliferacao
celular em varios estados patolégicos. Dado o fato de que a degeneracdo do DI é caracterizada
por proliferagdo anormal no ndcleo pulposo é provavel existam microRNAs reguladores
positivos na degeneracédo do DI.

Abouheif et al., 2010, demonstraram que o silenciamento de alguns microRNAs pode
reduzir eficazmente a apoptose induzida por IL-1p em condrdcitos de rato. Enquanto, Zhao et
al. (2013), relataram microRNAs reguladando negativamente a degeneracdo do ndcleo
pulposo do disco intervertebral. Bo zhao et al. (2013), também demonstraram que ha
microRNAs reguladores da osteoartrite, que apresenta alteracdes patoldgicas as
encontradas na DI.

O estudo da interacdo dos genes e microRNAS, tém sido possivel com o auxilio da
bioinformatica (HE et al, 2004; URBAN e ROBERTS, 2003).

Milhares de miRNAs diferentes ja foram identificados, tecido especificos ou nao,
muitos deles evolutivamente conservados. Acredita-se que o nimero de miRNAS presente no
genoma de vertebrados seja muito superior ao conhecido atualmente e que participem da
regulacao de 20 a 30% dos genes (LEWIS et al., 2005; REN et al., 2009; WIENHOLDS et al.,
2005). O envolvimento dos miRNAs no controle regulatorio da expressdo génica e a
associacédo a diferentes fungbes tornam evidente que os miRNAs podem alterar a progressao
de diversas doencas (Figura 5) (CARVALHO et al., 2012).
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Figura 5. Biogénese do microRNA e suas vias regulatorias: (1) degradacdo e (2) repressdo da

traducdo do RNAm alvo.

Fonte: Modificado de Olena e Patton, 2010.

2.1.5 Diagnostico e Tratamento

2.1.5.1 Diagnostico

Para diagndstico de degeneracdo do DI faz-se necessaria uma avaliacdo clinica
associada a exames de imagem para mais precisdo do nivel envolvido (ORTIZ et al, 2000;
GRACITELLI et al, 2006).

O diagndstico da discopatia é feito através de presenca de alteragcdes degenerativas do
disco intervertebral, enquanto no diagnostico de osteocondrose o processo degenerativo

envolve principalmente o organismo vertebral e as estruturas que limitam o disco
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intervertebral (estreitamento do disco, esclerose subcondral, oste6fitos e n6 Schmorl)
(WATKINS, 2001).

O diagnostico da hérnia de disco se da quando ha protrusdo de disco intervertebral
além das margens posteriores dos corpos vertebrais adjacentes (HERZOG, 1996).

As manifestacdes clinicas de dor, irradiadas ou ndo para 0 membro correspondente
(lombociatalgia), acompanhada de sinal de Lasegue positivo e/ou Lasegue contralateral,
paresia do membro afetado, comprometimento de reflexos e as alteracdes de sensibilidade sdo
variantes, mudando de caso para caso. Deve-se atentar ao fato de que toda esta evolucdo
poderd ocorrer de forma sintomatica ou assintomatica, individuos podem apresentar hérnia de
disco, mesmo que volumosa, sem ter tido nenhum episddio de dor (HENNEMANN e
SCHUMACHER, 1994).

Quanto aos exames de imagem a radiografia € um método limitado para diagnéstico
por ndo poder avaliar adequadamente o disco intervertebral, possibilita apenas visualizar a
diminuicdo do espaco discal intervertebral e as alteracGes degenerativas ¢sseas (Figura 6A e
6B). Ja a imagem de ressonancia magnética com contraste é considerada a técnica mais
sensivel para examinar o grau de degeneracdo do disco intervertebral bem como o seu grau de
hidratacdo. (Figuras 7A, 7B e 8) (MODIC et al., 1998).

Figura 6A e 6B: Radiografia de
coluna lombo-sacra em plano antero-
posterior (A) e perfil (B).

Setas amarelas inidicam a estenose
do canal vertebral em multiplos niveis
em paciente de 76 anos.

Fonte: NOVAES et al., 2009.



Figura 7Ae 7B: Ressonancia magnética de coluna

" - A 1S ~ \
Presenca de discopatia com instabilidade vertebral.
Seta amarela indica hérnia de disco no nivel de L5 -

S1, em um paciente de 32 anos.
Fonte: NOVAES et al., 20009.

Figura 8: Ressonancia magnética axial
- i -

-

» ‘ 1
Seta amarela indica a hérnia de disco
extrusa (com extravasamento do ndcleo

pulposo para o canal vertebral) em
paciente de 37 anos.

Fonte: NOVAES et al., 2009.

A discografia também pode ser realizada para avaliar o disco intervertebral. Consiste
em uma técnica onde é injetado um contraste por via percutanea para o interior do nucleo
pulposo apenas no disco comprometido. Esse dado nos permite avaliar o comprometimento

distal junto com a imagem anormal da degeneracdo distal, nas suas diferentes fases. A
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discografia apresenta resultado positivo quando a imagem da ruptura estad associada a dor
durante a injecdo do contraste (HENNEMANN e SCHUMACHER, 1994).

2.1.5.2 Tratamento

As estratégias de tratamento atualmente disponiveis se limitam em reduzir a dor, séo
conservadores e paliativos ndo reparando o disco degenerado, com o uso de drogas
(relaxantes musculares, injecdo de antiflamatdrios esteroidais, anestésicos locais), terapias de
manipulacdo, eletroterapia e se necessario intervencdo cirdrgica (SILVA et al. 2009; URBAN
e ROBERT, 2003).

Os exercicios aerobicos e de fortalecimento da musculatura paravertebral séo
comprovadamente eficazes (BRASIL et al., 2004).

O tratamento cirdrgico da hérnia de disco estd indicado nos casos com déficit
neurolégico grave, com ou sem dor; na lombociatalgia hiperalgica para os pacientes que ndo
melhoram apds 90 dias de adequado tratamento clinico; emergencialmente em casos de
sindrome da cauda equina (quando ocorre alteracdo de controle de esfincter, disfuncéo sexual
e paresia dos membros inferiores); nos casos de espondilolise, com espondilolistese, e
espondilolistese degenerativa, com dor lombar que ndo melhora com tratamento clinico,
lombociatalgia e claudicacdo neurogénica devido a estreitamento do canal e que néo
responderam ao protocolo de tratamento conservador (BRASIL et al., 2004).

Como forma de intervengdo cirdrgica a artroplastia € um dos recursos utilizados.
Trata-se de um procedimento cirdrgico realizado em uma articulacdo, para lhe restituir, na
medida do possivel, a mobilidade e a funcdo. Na artroplastia do disco intervertebral, os
principais objetivos sdo diminuir a dor na coluna a nivel do disco, restaurar a altura do disco
protegendo assim o0s elementos neurais e preservar 0 movimento de modo a prevenir
artropatias ou outras doencas associadas a essa (GAMRADT et al. 2005).

Segundo Vadapalli et al. (2006), a artrodese também pode ser realizada. Consiste em
fundir duas ou mais vértebras com insercéo de parafusos para garantir restricdo no movimento
do processo articular vertebral. Ap6s a cirurgia o paciente necessita de um repouso relativo
para que ocorra a fusdo completa da articulacdo que normalmente necesita de trés meses. Na
maioria dos casos ndo é necessario remoc¢ao dos parafusos.

Pacientes que apresentam sintomas dolorosos associados a degeneracdo articular
facetaria e/ou a presenca de estenose espinhal sdo bons candidatos a artrodese lombar
(VADAPALLI et al., 2006).
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Os fatores para um bom progndstico ainda ndo estdo bem identificados. Acredita-se
que um alto indice de massa corporal estd associado a mal prognostico e, normalmente, 0s
pacientes submetidos ao procedimento cirdrgico apresentaram melhores resultados
(ZYLBERSZTEJN et al., 2012).

A degeneracdo do DI ainda é irreversivel sem tratamento eficaz disponivel. Apesar
disto, recentes avangos na compreensao dos processos de reparacao tecidual, terapia genética
e biologia das células tronco levaram a identificacdo de novas estratégias terapéuticas que se
baseiam na engenharia tecidual objetivando a reparacdo, reversdo e regeneracdo do DI
degenerado e que possivelmente poderéo ser usadas como forma de tratamento (SILVA et al.
2009).

Segundo o mesmo autor ja foram descritas quatro estratégias potencias: fornecimento
direto intradiscal de um fator ativo protetor (onde prende-se reprogramar as células discais
remanescentes para aumentarem a producdo de proteoglicanos, a fim de recuperar as
propriedades biomecanicas interdiscais normais), terapia genética direta modificando a
expressao celular nas células do disco intervertebral, implantacdo autologa de células discais
previamente removidas, cultivadas, processadas e modificadas in vitro e implantacdo de
células estaminais. Todas estas técnicas tém como objetivo aumentar o fornecimento ao disco
de fatores biologicos ativos a fim de favorecer a regeneracao discal ou pelo menos suspender

0 processo degenerativo.
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3.1. Genes selecionados na literatura
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Verificou-se que os principais genes descritos na literatura relacionados & degeneragdo
do DI séo: ACAN, VDR,COL9A2 e COL9A3, IL-1A, IL-1B e MMP3 (Quadro 1).

Quadrol. Principais Genes relacionados a degeneracdo do DI descritos na literatura.

Gene (SIGLA)

Gene (Nome)

Funcéo

Autores

ACAN

Agrecan

Reter agua no disco
intervertebral, manté-
lo hidratado.

FROES et al., 2006

VDR

Vitamina D (1,25
dihidroxi
D3)

vitamina

Densidade 6ssea

JONES et al., 1998

COL9A2

Colégeno tipo IX

Suporte mecanico

dos tecidos

FROES et al.,2005

COL9A3

Colageno tipo IX

Suporte mecanico

dos tecidos

FROES et al.,2005

IL-12

Interleucina-1Alfa

Induz atividades de
enzimas que
destroem
proteoglicanos,

abaulamento discal

SOLOVIEVA et al.,
2004

IL-1B

Interleucina-1Beta

Atua na regulacdo da
resposta imune e
inflamatoria e induz

a apoptose celular

DINARELLO, 1994

MMP3

Estromelisina-1

Codifica uma enzima
potente na
degradacéo dos
componentes da

matriz do DI

TAKAHASHI et al.,
2001; LIANG et al.,
2013
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Fonte: FROES et al., 2006; JONES et al., 1998; FROES et al.,2005; SOLOVIEVA et al.,
2004; DINARELLO, 1994; TAKAHASHI et al., 2001; LIANG et al., 2013.

3.2. MicroRNAs regulatorios dos genes selecionados

Apo0s selecionar os principais genes relacionados a degeneracdo do DI, foi possivel

identificar os microRNAs regulatorios (Quadro 2).

Quadro 2. MicroRNAs regulatérios encontrados utilizando os programas TargetScan e

MicroRNA.org/Miranda.

GENE Pré-microRNA

MicroRNA maduro

ACAN

miR-24-3p miR-374b miR-
374a miR-299-3p miR-363
miR-32 miR-367 miR-92a-1
miR-92a-2 miR-92b miR-25
miR-24-1 miR-24-2 miR-506
miR-124-1 miR-124-2 miR-
124-3 miR-181-c miR-181-d
miR-181a-2 miR-181a-
1miR-181b-1  miR-181b-2
miR-339-5p miR149 miR-
873 miR-494 miR-425

VDR

miR-4319 miR-125b-5p
miR-125a-5p  miR-330-5p
miR-326 miR-302e miR-372
miR-520a-3p miR-520d-3p
miR-520e miR-302a miR-
302b miR-302c miR-302d
miR-520b miR-520c-3p
miR-373 miR-374a miR-
374b miR-10b miR-485-5p
miR-10a miR-214 miR-544a
miR-544b miR-223 miR-136
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miR-145 miR-129-5p

COL9A2

miR-760 miR-493-3p miR-
874-3p miR-876-5p miR-
3167 miR-665 miR-873
miR-200b miR-200c miR-
429 miR-143 miR-18a miR-
18b miR-874 miR491-5p
miR-194-1 miR-194-2 miR-
133a-1 miR-133a-2 miR-
133b

COL9A3

mir-4500 mir-4458

miR-98-5p miR-30a miR-
30b miR-30c-2 miR-30c-1
miR-30d miR-30e miR-185
miR-362-3p mMiR329-1 miR-
329-2 miR-129-5p

IL-12

miR-24-3p miR-374a miR-
590-3p miR-543 miR-203a
miR-203b miR-365a miR-
365b miR-181a-1 miR-181a-
2 miR-181c miR-24-1 miR-
24-2  miR-374b miR-30b
miR-30c-2 miR-30c-1 miR-
30d miR-30a miR-30e miR-
653 miR-181b-1 miR-181b-2
miR-181d miR-494 miR-149
miR-448 miR-874 miR-141
miR-200a miR-150 miR-136
miR-340 miR-505 miR410
miR-194-1 miR-194-2 miR-
132 miR-212 miR-205 miR-
140-5p miR-125a-3p

IL-1B

miR-495 miR-21 miR-590-
5p0 miR-299-3p miR-144
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miR-185 miR-326 miR-330-
5p miR-212 miR-132 miR-
488 miR-149 miR-204 miR-
211 miR-328 miR-340

MMP3

mir-365a mir-365b mir-16-1
mir-16-2

miR-365b-3p miR-365a-3p
miR-519d miR-106a miR-
106b miR-17 miR-20a miR-
20b miR-93 miR-874 miR-
31 miR-18a miR-18b miR-
497 miR-15a miR-15b miR-
195 miR-424 miR-134 miR-
302e miR-520a-3p miR-
520d-3p miR-520e miR-373
miR-520b miR-250c-3p
miR-302a miR-302b miR-
302c miR-302d miR-372

Fonte: http://www.targetscan.org/vert 71/ http://www.microrna.org/microrna/home.do, 2017

A posicdo de alinhamento dos microRNAs (Tabela 1) com identidade igual ou maior a

50% de identidade (Figura 1) aos genes alvos (Quadro 2) foi verificada e avaliada utilizando a

ferramenta de graficos do NCBI.

Utilizando a matriz obtida no alinhamento do Clustal (Anexos 1 a 7) realizou-se a

selecdo dos microRNAs com identidade igual ou superior & 50% para cada gene (Tabelas 1 e

2).
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Tabela 1. Matriz utilizada para sele¢cdo dos microRNAs com identidade maior, ou igual a
50% no alinhamento global.

26: BCO36445.1 32.82 30.84 31.40 28.97 31.78 32.71 38.54
35.80 35.85 24.29 27.14 45.95 43.22 42.86 32.00 25.00
57.61 59.55 40.00 40.285 32.35 55.81 42.31 45.45 52.17

100.00 39.73 54.55 41.18
hitp: i ebl ac ult/Tools/servicesrest/clustalo/result/clustalo-120170904-02 1334-001 54708347 3-0y/pim

31: JO3256.1 32.05 30.77 34.72 30.88 35.82 34.33 27.78
29.85 40,00 36.05 36.36 40,91 36.36 26.37 22.73 32.05
27.27 30.56 26.39 35.29 42.05 40.91 40.91 54.55 54.55

56.07 44,04 42.55 38.10 45.45 100.00 45.45
hitp:fwwrwr. b ac ule/Tools/services/rest/clustalo/result/clustalo-120170904-02 2224-0306-4465 693 3-pg/pim

10: NM 00185Z.3 41.18 44,12 45.68 49.06 36.47 37.37 39.19
46.49 59.05% 100.00 61.5%0 93.25 24.62 11.11 27.42 46.15 37.74
28.81 36.76 37.14 58.33

hitp M. ebi ac ul/Tools/services/rest/clustalofresult/clustalo-120170904-03 024 7-0389-5703 286-ov/p Lm

5: MM 001853.3 40. 28 30.00 30.95 40.91 100.00 40.91 39.47

26.09 28.57 30.77 259.89 29.58 25.00 33.02 35.38 13.33
hitp: . ebl ac ult/Tools/services/rest/clustalo/result/clustalo-120170904-03 1814-0394-2 050635 6-pg/pim

421 M28983.1 34.51 21.95 22.73 33.33 30.59 26.32 30.88
30.59 29.07 26.74 15.18 29.85 37.89 32.32 37.70 34.57
27.54 29.09 31.82 30.00 38.32 34.94 34.09 35.00 40,00
32.63 36.36 40.00 39.47 31.75 40. 62 30.59 34.57 32.31

32.93 33.73 30.77 34.57 37.50 37.50 37.84 100.00 33.33
hitp Mfwwrwr. ebi ac ul/Tools/services/rest/clustalo/result/clustalo-120170904-033352-0384-7 212011 6-oy/pim

16: NM 00035376.2 45.19 43.66 40.00 38.37 36.84 359.29 47.89
37.61 44,95 31.71 40.48 31.58 51.%240 37.50 40,91 100,040
50.00

hitp:fwrwrar.eb1 ac ult/Tools/servicesrest/clustalo/result/clustalo-I20170904-033807-0620-4 893 171 8-pg/pim

3: MM 0024z2z2.4 45.21 50.75 100,040 42.31 45.45 45.45 40.51
25.33 26.97 33.33 37.14 27.50 26.76 34.83 24.19 25.81
26.15 22.95 25.00 24.68 37.27 33.85 36.07 35.00 36.67
32.86 25.35 28.77 33.33 32.20 37.74 36.71 31.82 22.73
34.18 22.73

hitp:ffwrwrar.eb 1 ac ult/Tools/servicesrest/clustalo/result/clustalo-I20170904-034212-0564-7487 398-oy/pim

Legenda: Z26:ACAN, 31:VDR, 10:COL%AZ, 5:COLSA3, 4Z2:1L-14A, l1le:IL-1B, 3:MMP3
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Tabela 2. Analise dos microRNAs com identidade igual ou superior & 50% identificados no

alinhamento global

GENE MicroRNAs Posi¢do do alinhamento
identidade > 50%
ACAN hsa-mir-92b 57.61 357
hsa-mir-149 59.55 487
hsa-mir-425 55.81 80
hsa-miR-339-5p 52.17 282
hsa-miR-24-3p 54.55 14
VDR hsa-miR-125b-5p 54.55 348
hsa-miR-125a-5p 54.55 346
hsa-mir-223 56.07 1897
COL9A2 hsa-miR-493-3p 59.09 93
hsa-mir-874-3p 61.90 192
hsa-mir-874 53.25 192
hsa-miR-491-5p 58.33 501
COL9A3 - -
IL-12 - -
IL-1B hsa-miR-590-5p 50.00 503
hsa-mir-185 51.99 172
MMP3 hsa-mir-372 50.75 15

Observou-se que a proteina Aggrecan € localizada na posi¢do 346-2,511 (Figura 9) e

que os microRNAs hsa-mir-92b e hsa-mir-149 alinham-se na regido codificante da proteina

contribuindo provavelmente na regulacdo da traducdo da mesma.

Figura 9. Andlise da regido codificante da proteina Aggrecan.
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Fonte: https://www.ncbi.nIm.nih.gov/nuccore/BC036445.1?report=graph.
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O receptor de vitamina D é codificado na regido 116-1,399 (Figura 10), os
microRNAs o hsa-miR-125a-5p e hsa-miR-125b-5p alinha na regido codificante da proteina

contribuindo provavelmente na regulacdo da traducdo da mesma.

__Figura 10. Regido codificante do receptor da vitamina D.
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Fonte: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/J03258.1?report=graph

A proteina colagen alpha-2(1X) chain precursor é codificado na regido 71-2,140
(Figura 11) e todos os microRNAs listados na Tabela 2 alinham na regido codificante da

proteina contribuindo provavelmente na regulacao da tradugdo da mesma.

Figura 11. Regido codificante da proteina colagem alpha-2(1X) chain precursor

1
4] 200 1400 500 500 K 1,200 1,400 1,500 1,800 |ZK 2,200
- - | Find: w

NM_001852.3: 1..2.8K (2.8Kbp) ~ | Find: L= = IO 10/ 2| NP_001843.1

1 [ |4 | @ [ [t K |1,280 |t.400 CDS: NP 0018431
Title: collagen alpha-2(1%) chain precursor

Genez - Exon || Location: 71..2,140
B c:on Bl exon BB econ BB exon Bl exon IER exon [l exon HEBM  exon [£engéh]

exon Il exon I exon B exon EOM exon exon exon exon LA Span: 2,070

exon [l exon [l exon BB exon IEB exon BB exon IER Ex0on exon B[ Produck: 689
axon [l exon B2 exon [l

Genes

! pownload: NF_001843.1

HF

Links & Tools
din... Triple-helical regi.

Yiew CCDS: CCD3450.1
Triple-he. . SR Collagen
Monhelical region 4. Caollagen Collagen

BLAST Genomic: MM 001852.53 (71..2,140%
BLAST Prokein: HP 001843.1
BLINK Results: NP 0016431
FASTA Yiew: M 0018523 (71.,2,140), MP 001843.1
GenBank Wiew: MM 001852.3 (71..2 1403, WP 001843.1
Graphical Wiew: NP 0018431

Fonte: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001852.3?report=graph

Collagen

Honhelical ¥
5T3 Markers



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001852.3?report=graph

32

A proteina interleukin-1 beta proprotein é codificado na regido 88-897 (Figura 12) e o
hsa-miR-590-5p e hsa-mir-185 alinham-se na regido codificante da proteina contribuindo
provavelmente na regulacdo da traducéo da mesma.

Figura 12. Regido codificante da proteina interleukin-1 beta proprotein
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Fonte: https://www.ncbi.nIm.nih.gov/nuccore/NM_000576.2?report=graph

A proteina stromelysin-1 preproprotein é codificado na regido 144-1,577(Figura 13) e
ndo foi identificado nenhum hsa-mir na regido codificante da proteina contribuindo

provavelmente ndo age na regulacdo da traducdo da mesma.

Figura 13. Regido codificante da proteina stromelysin-1 preproprotein
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4. DISCUSSAO

Neste estudo observou-se que os principais genes descritos na literatura relacionados a
degeneracédo do DI sdo: ACAN, VDR, COL9A2, COL9A3, IL-1A, IL-15 e MMP3.

Kalichaman et al. (2008); Jones et al. (1998) e Hadjipavlou et al. (2008), relataram que
as associacGes mais importantes a DI estdo relacionadas a mutacGes do gene VDR. Em que
determinados alelos para o polimorfismo Taql do gene e Fok 1 VDR tém sido implicados na
degeneracdo discal em varios estudos.

Boyd et al. (2008); Froes et al. (2005); Tilkeridis et al. (2005) e Jill et al. (2003),
também relacionaram os genes COL9A2 e COL9A3, codificantes do colégeno tipo IX a
degeneracdo discal, assim como MMP-3 por Takahashi et al. (2001) e o gene agrecan por
Froes et al. (2006).

O gene ACAN codifica a proteina agrecan e encontra-se presente no cromossomo
15026.1 (NCBI — National Center for Biothecnology Information). A proteina codificada é
composta por dois tipos de elementos estruturais, um nucleo central expandindo de trés
dominios globulares, flanqueadores. Considerado o maior gene estrutural da cartilagem e
encontrado somente nesse tecido, em altos niveis (FROES et al., 2005).

O agrecan é um proteoglicano de alto peso molecular, presentes em maior quantidade
no nucleo pulposo. Sdo moléculas formadas por uma proteina central ligados a cadeias
laterais com os glicosaminoglicanos (GAG), tais como a condroitina e sulfato de queratan; Os
proteoglicanos ligam-se a outras proteinas e ao hialuronato, formando grandes agregados
hidrofilicos capazes de reter agua no disco intervertebral, absorvendo a maior parte das forcas
compressivas gque se exercem sobre a coluna vertebral assegurando resisténcia a compressao
do disco durante os movimentos (FROES et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2013).

Froes et al. (2006), explica 0 mecanismo pelo qual o gene ACAN esta relacionado ao
aparecimento precoce da degeneracdo do disco intervertebral, uma vez que o ndcleo da
proteina agrecan estd modificado com cadeias glicosaminoglicanos, incluindo o sulfato de
gueratan e de condroitina. Essas cadeias tém natureza polieletrolitica atribuindo ao agrecan
uma alta pressdo osmética. Sendo assim o encurtamento dessas cadeias diminui a capacidade
do disco em conter a 4gua antecipando o processo degenerativo.

O receptor da vitamina D (VDR) media a acdo da vitamina D e estd presente no
cromossomo 12g13.11 (NCBI — National Center for Biothecnology Information). A forma
hormonal da vitamina D (1,25 dihidroxi vitamina D3) é fundamental para o processo de
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mineralizacdo do 0sso, absor¢do de calcio no intestino, controle de célcio, homeostase de
fésfaro e regulacdo do horménio paratiredideo (FROES et al., 2005).

O gene VDR contém muitos polimorfismos intrangénicos associados com a densidade
Ossea e a formacdo de ostedfitos (FROES et al., 2005). A variacdo alélica do gene VDR foi
associada com a gravidade de ostedfitos e presenca de estreitamento no disco, mas ndo com a
gravidade do estreitamento (JONES et al., 1998).

Os poliformismos Taq | e Fok | do gene receptor da vitamina D tém sido associados a
degeneracdo do disco intervertebral. Tagl aumenta em 30% a decadéncia do RNA
mensageiro que sinaliza a eficiéncia da vitamina D, a prevaléncia do t-alelo de Taq I,
portanto, aumenta o risco de degeneracao discal (HADJIPAVLOU et al., 2008).

Os genes COL9A2 e COL9A3 codificam para uma das cadeias polipeptidicas do
colageno IX, expresso no disco intervertebral. Estdo localizados no cromossomo 1p33-p32 e
no cromossomo 20g13.3, respectivamente (NCBI). O colageno tipo IX é encontrado nas
placas vertebrais terminais e no nucleo e anel fibroso do nucleo. Este tipo de colageno é
responsavel pelo suporte mecénico dos tecidos, agindo como ponte entre as moléculas
(FROES et al., 2005). VariacGes na sequéncia da cadeia [alfa]-2 do colageno IX, identificadas
como alelo Trp2 e alelo Trp3 foram associados com a heranga autossomica dominante da
doenga lombar do disco intervertebral. Estes alelos, Trp2 e Trp3 alelos resultam na
substituicdo por triptofano dos aminoacidos no colageno tipo 1X. Pacientes que apresentam
estas variantes de colégeno tipo 1X tém maior propensdo de desenvolver doencas no disco
intervertebral (FROES et al., 2005; HADJIPAVLOU et al., 2008; HIGASHINO et al., 2006).
O gene triptofano possivelmente produz uma instavel tripla hélice que eleva a
suscetibilidade de lesdo mecanica discal (TILKERIDIS et al., 2000).

As citocinas inflamatérias tém sido reconhecidas no processo discogénico, em
particular a interleucina-1, por induzir a atividade de enzimas que destroem os proteoglicanos
e estar envolvido no processo da dor (SOLOVIEVA et al., 2004).

A interleucina-1 (IL-15) encontra-se no cromossomo 2g14 (NCBI — National Center
for Biothecnology Information). Atua na regulacdo da resposta imune e inflamatoria e induzir
a apoptose celular. Dessa forma, estas tém como funcdo: aumento da temperatura corporal,
aumento da expressdo de fatores de adesdo das celulas endoteliais, permitir migracéo
leucocitaria e regulacdo da hematopoiese (DINARELLO, 1994). Acredita-se estar envolvido
na patogénese da degeneracdo do disco por aumentar a producdo de enzimas de degradagéo
da matriz extracelular e inibindo sua sintese (CERVIN et al., 2004).
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Estudos apontam que os alelos (IL-1aT889 e IL-15T3954) pertencentes aos genes que
codificam a (IL-15), estdo associados com abaulamento discal, o que sugere que o fator
genético pode provocar alteracdes na funcdo de mediadores pro-inflamatérios influenciando
na degeneracao do disco (SOLOVIEVA et al., 2004).

MMP-3 (estromelisina-1) codifica uma enzima potente na degradagédo dos
componentes da matriz do DI, tais como proteoglicanos, fibronectina, gelatinas, e colagéno.
Localiza-se no cromossoma 11 - NC_000011.10 (NCBI — National Center for Biothecnology
Information). Também afeta indiretamente a degradacdo do matriz extracelular por activacédo
de outros MMPs. A sua produgdo € induzida por citocinas pro-inflamatorias, como factor de
necrose tumoral (TNF-a). A degradacdo da matriz do disco é um importante passo na sua
degeneracdo (TAKAHASHI et al., 2001; LIANG et all., 2013).

Um polimorfismo comum na regido do promotor do gene MMP-3 humano tem sido
identificadas em que um alelo tem uma série de seis adenosinas (6A) e as outras cinco (5A).
Este polimorfismo pode esta envolvido na regulacdo da MMP-3 do gene expressdo com o
alelo 5A tendo o dobro da atividade promotorar o alelo 62 Os efeitos cumulativos resultantes
de diferencas na expressdo da MMP-3 na comparacdo dos genotipos podem resultar em
degeneracéo do disco intervertebral (TAKAHASHI et all., 2001).

Estudos recentes tém associado um novo fator que pode estar envolvido na
degeneracdo do DI, afetando a expressdo génica, os microRNAs. Estes sdo uma classe de
MRNAs ndo codificantes, compostos por 21 a 25 nucleotideos, que podem se ligar a
sequéncias especificas de RNAs codificadores de proteinas (HE et al., 2004).
Aproximadamente um terco de todos RNAs mensageiros de mamiferos parecem estar sob
regulacdo dos microRNAs sugerindo um papel essencial na regulacdo da expressao génica
(YU etal., 2013).

Neste estudo verificou-se os principais microRNAs para os genes alvos (Quadro 2),
assim como a posicdo do alinhamento e possivel interagdo com regifes importantes na
traducdo das proteinas relacionadas a DI. Segundo Miyaky et al. (2010), os microRNAS
atuam como reguladores enddgenos da expressdo do gene, reprimindo a traducdo de proteinas
e / ou induzindo a degradacdo de mRNA através de emparelhamento de bases com regifes
ndo traduzidas (3’UTR) dos seus mRNAs alvos especificos. E Yu et al. (2013), relataram a
participacdo dos microRNAS em muitos processos celulares, incluindo a proliferacao celular,
apoptose, e a libertagéo de citoquinas.

A matriz obtida dos alinhamentos realizados (Tabela 1) proporcionaou uma melhor

analise de identidade entre os microRNAs e seus alvos, possibilitando uma selecdo dos
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microRNAs como maior interacdo em regides do mRNA com informagdes génicas para
codificacéo das proteinas relacionadas a DI (Tabela 2).

Observou-se que 0os microRNAs ( hsa-miR-92b, hsa-miR-149, hsa-miR-425, hsa-miR-
339-5p e hsa-miR- 24-3p), regulam a expressdo do gene ACAN. Segundo FROES et al
(2005), este gene estd associado ao aparecimento precoce da degeneracdo do disco
intervertebral, uma vez que o nucleo da proteina agrecan estd modificado com cadeias
glicosaminoglicanos, incluindo o sulfato de queratan e condroitina.

Sendo assim o encurtamento dessas cadeias diminui a capacidade do disco em conter
agua antecipando o processo degenerativo. Segundo WZB et al. (2013), 0 miR-92b promove a
proliferacdo de células e ZHUANG et al. (2016) regula positivamente o tecido promovendo a
proliferacdo celular o que vai aumentar a expressdo da proteina acan diminuindo o proceso de
degeneracéo do disco intervertebral.

YING et al. (2012), relatam que o miR-149 regula negativamente, inibindo a
proliferacdo celular, o que diminuiria a expressao do gene aumentando assim o processo de
degeneracdo do disco intervertebral. O miR-425, segundo LEVA et al. (2013), reduziu a
expressao e proliferacdo, alterando a tumorigénese e a metastase aumentando a expressdo de
marcadores epiteliais em células agressivas de céncer de mama e fornece evidéncias
convincentes para a regulacdo transcricional para seus determinantes biologicos especificos
do contexto nos canceres de mama.

ZHOU, et al (2013), demonstraram que o miR-339-5p desempenha um papel na
inibicdo do crescimento e metéstase celular, com o0 aumento da sua expressao funciona como
um supressor de tumores. Segundo XU et al (2012), o0 miR-24-3p pode regular a proliferacdo
celular em diferentes tpos de células, como glioma e atua como supressor de tumor
hepatocelular, inibindo a proliferagdo de células de carcinoma hepatocelular ( CHEN et al
,2016).

Os microRNAs hsa-miR-125a-5p, hsa-miR-125b-5p e hsa-miR-223, regulam a
expressao do gene VDR, receptor da vitamina D, fundamental para o processo de
mineralizacdo do 0sso e absor¢do de calcio no intestino. Segundo SEBASTIANI et al.
(2017), o aumento do miR125a-5p resulta em uma expressdo reduzida das células, o que pode
resultar na diminuicdo da expressdao do gene VDR, com isto o aparecimento de osteéfitos
contribuindo assim para aprogressao da DDI. A expressdo do miR-125b-5p, de acordo com
NINOMIYA, et al. (2016), esta relacionada & etiologia da infec¢do cronica por hepatite b,
podendo baixar a expressdo do gene; e desempenha papel importante em regulacdo de células

cancerosas, podendo servir como um importante regulador positivo.
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O miR-223 é desregulado em muitas inflamacg6es, podendo influenciar a producéo de
IL1B. E sobreexpressa nas células T sinoviais e periféricas de pacientes com artrite
reumatoide, osteoartrite. O silenciamento pode suprimir a artride induzida por colageno. Os
niveis mais altos de miR-223 resultam em aumento da inflamacdo (HANEKLAUS et al,
2013). Mostrando que também ha uma regulacdo entre os genes relacionados.

O gene COL9A2 tem sua expressdo regulada pelos microRNAs hsa-miR-493-3p, hsa-
miR- 874-3p, hsa-miR-874 e hsa-miR-491-5p, e contem informacdes para a codificacdo de
colageno responsavel pelo suporte mecanico dos tecidos, agindo como ponte entre as
moléculas (FROES et al., 2005). Segundo MAHESH et al (2016), o excesso do miR-493-3p
resultou em resisténcia das células cancerosas aos medicamentos com microtubulos e reducédo
da sobrevida de pacientes com tumores agressivos de mama e ovario, sugerindo sua
importancia no diagnostico e na eficacia do tratamento da quimioterapia. Sendo assim, 0
aumento do miR-493-3p aumenta a expressdo do gene COL9A2 diminuindo a suscetibilidade
de lesdo mecénica discal.

KUSHWAHA et al (2016), relatam que durante a gravidez e lactacdo ocorre uma
transferéncia de cacio da mée para o filho e que no periodo de desmame ocorre aumento da
expressdo do miR- 874-3p, periodo este, que ocorre uma recuperacdo da perda 0ssea,
induzindo a mineralizacdo dos osteoblastos. Podendo se tornar um alvo terapéutico para
condicdes de perda Ossea. Segundo WANG et al (2013), foi regulada positivamente,
indicando que a diminui¢cdo de miR-874 resulta em uma reducdo na necrose miocérdica,
diminuicdo nas células positivas de miosina necrética. A expressdo forcada de miR-491-5p
inibe significativamente a proliferacdo e a formacdo de coldnias e promove a apoptose em
células do cancer gastrico atuando como anti-oncogéne ( SUN, et al., 2017).

Os microRNAS hsa-miR-590-5p e hsa-mir-185, regulam a expresséo do gene IL-1B;
CERVIN et al (2014), demontraram que o gene IL-1B esta envolvida na patogénese da
degeneracdo do disco por aumentar a producdo de enzimas de degradacdo da matriz
extracelular.Atua na regulacdo da resposta imune e inflamatdria e induz a apoptose celular
(DINARELLO,1994). De acdordo com QINYXIN, et al (2016), o miR-590-5p inibe a
angiogénese e a metastase celular , destacando seu potencial como alvo para terapias. O mir-
185 pode inibir virus, como o da hepatite C viral e outros atraves da regulacdo de vias
imunometabodlicas (RAGUNATH et al., 2015). Os dois microRNAs regulam o gene IL-1B
diminuindo sua expressdo, com isso, diminui o processo inflamatério que causa dor, a

apoptose celular e 0 abaulamento discal, retardando assim a DDI.
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O microRNA hsa-mir-372, regula a expressdo do gene MMP3 (estromelisina-1) que
tem informacGes para a codificacdo de uma enzima potente na degradacdo dos componentes
da matriz do DI, (TAKAHASHI et al., 2001; LIANG et all., 2013). Segundo WU, et al
(2015), o mir-372 expresso em niveis mais baixos em linhagens de cancer de célo de utero
(HCC) e estava relacionado a metastase tumorais e prognoéstico ruim, ao controlar
negativamente seu gene alvo ATAD2 (ATPase family AAA domain-containing protein 2).
Contudo, o hsa-mir-372 nédo alinha na regido codificante da proteina estromelisina-1 e sdo

necessarios mais estudos para verificar se relamente ha interacdo do mesmo no MMP3.
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5 CONCLUSAO

Verificou-se que os principais genes envolvidos no processo degenerativo do disco
intervertebral sdo: ACAN (AGRECAN), VDR (receptor da vitamina D), COL9A2 (colageno
tipo IX alfa 2) e COL9A3 (colageno tipo 1X alfa 3), que codificam o colageno tipo 1X, IL1A
(interleucina-1 alfa), IL1B (interleucina 1 beta) e MMP-3 (estromelisina-1).

Também identificou-se os principais microRNAs relacionados a regulacdo dos
mesmos: ACAN - hsa-mir-92b e hsa-mir-149; VDR - hsa-miR-125a-5p e hsa-miR-125b-5p;
COL9A2 - hsa-miR-493-3p, hsa-mir-874-3p, hsa-mir-874, hsa-miR-491-5p; e IL1B - hsa-
miR-590-5p e hsa-mir-185. N&o houve identificacdo de microRNAs para a regido codificante
da proteina MMP3.

Portanto, foi possivel identificar in silico os microRNAS reguladores dos genes
responsaveis pela degeneragdo do disco intervertebral e serdo necessarios estudos
laboratoriais para validacdo dos mesmaos.
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Anexo 1. Matriz do alinhamento global do gene ACAN e seus respectivos
Omega
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/services/rest/clustalo/result/clustalo-120170915-163912-

microRNAS

realizado

no

programa

Clustaw

0915-59176030-es/pim) .

#
#
#
#
#

1: hsa-mir-181d
47.54 48.33 48.33
nan -nan -nan
32.82 -nan -nan

2: hsa-mir-181b-1
42 .37 42 .37 41.38
nan -nan -nan
30.84 -nan -nan

3: hsa-mir-181b-2
46.55 44 .83 50.88
nan -nan -nan
31.40 -nan -nan

4: hsa-mir-181c
37.70 33.33 33.33
nan -nan -nan
28.97 -nan -nan

5: hsa-mir-18la-2
41.38 40.35 43.86
nan -nan -nan
31.78 -nan -nan

6: hsa-mir-18la-1
41.94 45.90 42 .62
nan -nan -nan
32.71 -nan -nan

7: hsa-mir-124-3
100.00 87.95 83.33
nan -nan -nan
38.54 -nan -nan

8: hsa-mir-124-1
87.95 100.00 89.16
nan -nan -nan
35.80 -nan -nan

9: hsa-mir-124-2
83.33 89.16 100.00
nan -nan -nan
35.85 -nan -nan

10: hsa-mir-374b
20.00 20.00 20.00
28.57 -nan -nan
nan 24.29 -nan

11: hsa-mir-374a
50.00 50.00 50.00
34.00 -nan -nan
nan 27.14 -nan

100.00
60.00
-nan
-nan
71.00
60.00
-nan
-nan
59.77
60.00
-nan
-nan
48.48
60.00
-nan
-nan
49.49
60.00
-nan
-nan
54.00
60.00
-nan
-nan
47.54
20.00
-nan
-nan
48.33
20.00
-nan
-nan
48.33
20.00
-nan
-nan
60.00
100.00
-nan
-nan
50.00
76.06
-nan
-nan

71.00 59.77
50.00 36.07
34.21 -nan
100.00 72.73
50.00 34.48
44 .74 -nan
72.73 100.00
50.00 45.61
50.00 -nan
52.00 59.09
50.00 36.07
41.38 -nan
53.85 66.27
50.00 43.86
38.46 -nan
56.12 57.30
50.00 45.16
46.15 -nan
42 .37 46.55
50.00 42.62
30.00 33.33
42 .37 44 .83
50.00 42.86
30.00 28.57
41.38 50.88
50.00 40.68
31.58 28.00
60.00 60.00
76.06 50.00
-nan -nan
-nan
50.00 50.00
100.00 57.14
-nan -nan
-nan

Percent Identity Matrix - created by Clustal2.1l

48.48 49.49
-nan 45.45
-nan 44 .44
52.00 53.85
-nan 36.36
-nan 40.74
59.09 66.27
-nan 36.36
-nan 44,44
100.00 68.04
-nan 40.00
-nan 40.74
68.04 100.00
-nan 36.36
-nan 52.00
62.62 73.68
-nan 36.36
-nan 51.85
37.70 41.38
-nan 33.33
-nan 38.71
33.33 40.35
-nan 33.33
-nan 38.71
33.33 43.86
-nan 33.33
-nan 40.00
60.00 60.00
-nan 37.50
-nan -nan
50.00 50.00
-nan 50.00
-nan -nan

54.00
-nan
-nan

56.12
-nan
-nan

57.30
-nan
-nan

62.62
-nan
-nan

73.68
-nan
-nan

100.00
-nan
-nan

41.94
-nan
-nan

45.90
-nan
-nan

42.62
-nan
-nan

60.00
25.53
-nan

50.00
27.08
-nan

—nan

—nan

—nan

—nan

—nan

—nan

—nan

—nan

—nan
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12:

42.62
nan
45.95

13:

nan
-nan
43.22

14:

33.33
20.00
nan

15:

nan
33.33
32.00

16:

nan
0.00
25.00

17:

nan
100.00
57.61

18:

nan
-nan
59.55

19:

nan
-nan
40.00

20:

30.00
nan
40.28

21:

33.33
nan
32.35

22

nan
-nan
55.81

23:

38.71
nan
42.31

24:

nan
-nan
45.45

25:

nan
-nan
52.17

26:

38.54
25.00
52.17

hsa-mir-873
42.86 40.68
-nan -nan
-nan -nan
hsa-mir-506
-nan -nan
-nan 46.67
41.18 -nan
hsa-mir-32
33.33 33.33
-nan -nan
42 .86 -nan
hsa-mir-92a-1
-nan -nan
-nan -nan
-nan -nan
hsa-mir-92a-2
-nan -nan
-nan -nan
-nan -nan
hsa-mir-92b
-nan -nan
-nan -nan
-nan -nan
hsa-mir-149
-nan -nan
100.00 -nan
-nan -nan
hsa-mir-25
-nan -nan
-nan 100.00
-nan -nan
hsa-mir-363
30.00 31.58
-nan -nan
-nan -nan
hsa-mir-367
28.57 28.00
-nan -nan
-nan -nan
hsa-mir-425
-nan -nan
-nan -nan
-nan -nan
hsa-mir-494
38.71 40.00
-nan -nan
-nan -nan
hsa-miR-299-3p
-nan -nan
-nan -nan
-nan -nan
hsa-miR-339-5p
-nan -nan
-nan -nan
-nan -nan
BC036445.1
35.80 35.85
57.61 59.55
100.00 39.73

36.07
50.00
-nan
-nan
-nan
-nan
-nan
46.15
45.45
37.50
-nan
-nan
-nan
25.53
-nan
-nan
-nan
28.57
-nan
-nan
-nan
-nan
-nan
-nan
-nan
-nan
-nan
-nan
-nan
-nan
-nan
-nan
34.21
-nan
-nan
-nan
-nan
-nan
-nan
-nan
-nan
-nan
-nan
-nan
44 .44
-nan
-nan
-nan
-nan
-nan
-nan
-nan
-nan
-nan
-nan
-nan
32.82
24.29
40.00
54.55

1

34.48
57.14
70.59

—nan
—nan
—nan

36.36
50.00
-nan
-nan
-nan
27.08
-nan

-nan
34.00
-nan

—nan
—nan
—nan

—nan
—nan
—nan

—nan
—nan
—nan

44 .74

-nan
00.00
-nan
-nan
-nan 1

-nan
-nan
-nan

40.74
-nan
39.13

—nan
—nan
—nan

—nan
—nan
—nan

30.84
27.14
40.28
41.18

45.01
100.00
-nan

-nan
-nan 1
-nan

36.36
31.58
-nan

—nan
—nan
—nan

—nan
—nan
—nan

—nan
—nan
—nan

—nan
—nan
—nan

—nan
—nan
—nan

50.00
70.59
-nan

-nan
-nan
00.00

-nan
-nan
100.00

44 .44
50.00
-nan 1
-nan
-nan
-nan

—nan
—nan
—nan

31.40
45.95
32.35

36.07
-nan
-nan

-nan
00.00
-nan

40.00
57.14
-nan

—nan
—nan
—nan

—nan
—nan
—nan

—nan
—nan
—nan

—nan
—nan
—nan

-nan
46.67
-nan

41.38
-nan
-nan

—nan
—nan
—nan

-nan
-nan
100.00

40.74

-nan
00.00 1

-nan
-nan
-nan

—nan
—nan
—nan

28.97
43.22
55.81

43.86
31.58
50.00

-nan
57.14
-nan

36.36
100.00
-nan

-nan
00 1
-nan

20.

-nan
20.00
-nan

—nan
—nan
—nan

—nan
—nan
—nan

—nan
—nan
—nan

38.46
-nan
39.13
-nan
-nan
-nan

—nan
—nan
—nan

52.00
-nan
00.00

-nan
-nan
100.00

—nan
—nan
—nan

31.78
42.86
42.31

45.16
-nan
-nan

—nan
—nan
—nan

36.36
20.00
-nan

-nan
00.00
-nan

-nan
69.86 1
-nan

-nan
33.33
-nan

—nan
—nan
—nan

—nan
—nan
—nan

46.15
-nan
-nan

—nan
—nan
—nan

—nan
—nan
—nan

51.85
-nan
-nan

—nan
—nan
—nan

-nan
-nan
100.00

32.71
32.00
45.45

51

—nan

—nan

69.

00.

—nan

—nan

—nan

—nan

—nan

—nan

—nan

—nan



hsa-mir-24-2

hsa-miR-24-3p

hsa-mir-24-1

52

-nan -nan -nan -nan -nan -nan -
-nan -nan -nan 41.18 -nan -nan -nan
-nan -nan -nan -nan -nan -nan
77.61
-nan -nan -nan -nan -nan -nan -
-nan -nan -nan -nan -nan -nan -nan
-nan -nan -nan -nan -nan -nan
100.00
-nan -nan -nan -nan -nan -nan -
-nan -nan -nan 46.15 -nan -nan -nan
-nan -nan -nan -nan -nan -nan

100.00
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Anexo 2. Matriz do alinhamento global do gene VDR e seus respectivos microRNAs
realizado no programa Clustaw Omega
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/services/rest/clustalo/result/clustalo-120170915-165212-
0577-37685915-0y/pim).

#
#
# Percent Identity Matrix - created by Clustal2.l
#
#

1: hsa-mir-136 100.00 51.72 45.0601 39.29 44 .64 43.64
45.83 46.43 42 .86 50.77 33.33 33.33 33.33 -nan -nan -
nan -nan -nan -nan 27.27 40.00 60.00 60.00 -nan -nan
47.62 -nan 29.63 25.00 33.33 32.05 -nan

2: hsa-mir-372 51.72 100.00 51.56 46.88 51.56 53.97
54.84 65.08 57.89 56.006 50.00 45.45 50.00 -nan -nan -
nan -nan -nan -nan -nan -nan -nan -nan -nan -nan
33.33 -nan 25.00 -nan 25.00 30.77 -nan

3: hsa-mir-302b 45.61 51.56 100.00 71.64 73.13 78.79
65.62 57.14 69.64 59.72 59.09 54 .55 59.09 -nan -nan -
nan -nan -nan -nan -nan -nan -nan -nan -nan -nan
41.067 -nan 42 .86 -nan 60.00 34.72 -nan

4: hsa-mir-302a 39.29 46.88 71.64 100.00 72.06 75.00
61.29 49.23 56.90 50.00 63.64 54 .55 63.64 -nan -nan -
nan -nan -nan -nan -nan -nan -nan -nan -nan -nan
30.77 -nan 40.00 -nan 50.00 30.88 -nan

5: hsa-mir-302c 44 .64 51.56 73.13 72.06 100.00 82.09
67.74 53.12 61.40 56.72 59.09 54 .55 54 .55 -nan -nan -
nan -nan -nan -nan -nan -nan -nan -nan -nan -nan
52.00 -nan 35.00 -nan 25.00 35.82 -nan

6: hsa-mir-302d 43.64 53.97 78.79 75.00 82.09 100.00
66.67 54.69 62.07 58.21 59.09 54 .55 54 .55 -nan -nan -
nan -nan -nan -nan -nan -nan -nan -nan -nan -nan
42.31 -nan 36.84 -nan 33.33 34.33 -nan

7: hsa-mir-302e 45.83 54.84 65.62 61.29 67.74 66.67
100.00 67.86 50.00 56.41 59.09 54.55 54.55 -nan -nan -
nan -nan 50.00 37.50 18.18 40.00 40.00 40.00 -nan -nan
0.00 -nan 24 .00 25.00 11.11 27.78 -nan

8: hsa-mir-373 46.43 65.08 57.14 49.23 53.12 54.69
67.86 100.00 67.24 67.16 68.18 59.09 68.18 -nan -nan -
nan -nan -nan -nan -nan -nan -nan -nan -nan -nan
40.74 -nan 25.00 -nan 0.00 29.85 -nan

9: hsa-mir-520Db 42.86 57.89 69.64 56.90 61.40 62.07
50.00 67.24 100.00 88.52 100.00 80.95 80.95 -nan -nan -
nan -nan -nan -nan -nan -nan -nan -nan -nan -nan
42 .86 -nan 46.67 -nan -nan 40.00 -nan

10: hsa-mir-520e 50.77 56.06 59.72 50.00 56.72 58.21
56.41 67.16 88.52 100.00 95.45 81.82 81.82 -nan -nan -
nan -nan -nan -nan 0.00 50.00 50.00 50.00 -nan -nan
46.43 -nan 32.00 50.00 33.33 36.05 -nan

11: hsa-miR-520c-3p 33.33 50.00 59.09 63.64 59.09 59.09
59.09 68.18 100.00 95.45 100.00 81.82 81.82 -nan -nan -
nan -nan -nan -nan -nan -nan -nan -nan -nan -nan
-nan -nan 43.75 -nan -nan 36.36 -nan

12: hsa-miR-520a-3p 33.33 45.45 54.55 54.55 54.55 54.55
54 .55 59.09 80.95 81.82 81.82 100.00 81.82 -nan -nan -
nan -nan -nan -nan -nan -nan -nan -nan -nan -nan

-nan -nan 37.50 -nan -nan 40.91 -nan


http://www.ebi.ac.uk/Tools/services/rest/clustalo/result/clustalo-I20170915-165212-0577-37685915-oy/pim
http://www.ebi.ac.uk/Tools/services/rest/clustalo/result/clustalo-I20170915-165212-0577-37685915-oy/pim

54.
nan

13:

55

—nan

14:

—nan

68.
46.

75
67

15:

—nan

68.
42.

18
86

16:

—nan

100
58.

.00
82

17:

—nan

100
57.

50.
nan

.00
14

18:

00

—nan

37.
nan

19:

50

—nan

18.
38.
57.

40.
53.
70.

40.
65.
68.

40.
63.
68.

20:

18
89
14

21:

00
33
00

22

00
00
18

23:

00
16
18

24

—nan

64.
95.

71
45

25:

—nan

58.
100

0.0
nan
100

82
.00

26:

0

.00

27

—nan

nan

—nan

hsa-miR-520d-3p 33.33
68.18 80.95 81.82
-nan -nan -nan
-nan 31.25 -nan
hsa-mir-544a -nan
-nan -nan -nan
63.64 -nan -nan
-nan -nan -nan
hsa-miR-544a -nan
-nan -nan -nan
73.33 -nan -nan
-nan -nan -nan
hsa-mir-544Db -nan
-nan -nan -nan
100.00 -nan -nan
-nan -nan -nan
hsa-miR-544Db -nan
-nan -nan -nan
100.00 -nan -nan
-nan -nan -nan
hsa-mir-374a -nan
-nan -nan -nan
-nan 100.00 76.06
-nan -nan -nan
hsa-mir-374b -nan
-nan -nan -nan
-nan 76.06 100.00
-nan -nan -nan
hsa-mir-4319 27.27
-nan -nan 0.00
33.33 -nan -nan
-nan -nan -nan
hsa-mir-145 40.00
-nan -nan 50.00
41.067 -nan -nan
-nan 50.00 50.00
hsa-mir-10a 60.00
-nan -nan 50.00
62.50 -nan -nan
-nan 50.00 75.00
hsa-mir-10b 60.00
-nan -nan 50.00
60.00 -nan -nan
-nan 50.00 50.00
hsa-miR-125b-5p -nan
-nan -nan -nan
04.29 -nan -nan
-nan -nan -nan
hsa-miR-125a-5p -nan
-nan -nan -nan
57.14 -nan -nan
-nan -nan -nan
hsa-mir-223 47.62
40.74 42.86 46.43
-nan -nan -nan
-nan -nan -nan
hsa-mir-214 -nan
-nan -nan -nan
-nan -nan -nan
100.00 -nan -nan

50.00
81.82
-nan
-nan
-nan
-nan
33.33
-nan
-nan
-nan
50.00
-nan
-nan
-nan
38.89
-nan
-nan
-nan
33.33
-nan
-nan
-nan
-nan
-nan
-nan
-nan
-nan
-nan
-nan
-nan
100.00
-nan
-nan
-nan
53.12
100.00
-nan
-nan
47.44
0.00
-nan
-nan
44.87
100.00
-nan
-nan
52.38
-nan
-nan
-nan
57.14
-nan
33.33
-nan
-nan
-nan
-nan
-nan
-nan
-nan

5

59.09
81.82

—nan

36.36
-nan
-nan
36.36
-nan
-nan
-nan
20.00
-nan
-nan
-nan
53.33
-nan
-nan
-nan
41.067
-nan
-nan
-nan

—nan

30.56
-nan
-nan

-nan
26.39

-nan
-nan
53.12
-nan
-nan
-nan
100.00
0.00
-nan
-nan
55.84
0.00
-nan
-nan
56.96
0.00
-nan
-nan
70.00
-nan
-nan
-nan
70.00
-nan
41.67
-nan
-nan
56.07
-nan
-nan
0.00
44.04

5

54

63.64 54.55 54.55
100.00 -nan -nan -
-nan -nan -nan -nan

-nan
-nan -nan -nan
-nan 100.00 100.00
46.43 48.15 53.33
26.37 -nan
-nan -nan -nan
-nan 100.00 100.00
55.56 50.00 57.14
22.73 -nan
-nan -nan -nan
-nan 68.75 68.18
65.00 63.16 64.71
32.05 -nan
-nan -nan -nan
-nan 63.64 73.33
62.50 60.00 64.29
27.27 -nan
-nan -nan -nan
-nan -nan -nan -
-nan -nan -nan -nan
-nan
-nan -nan -nan
-nan -nan -nan -
-nan -nan -nan -nan
-nan
-nan -nan -nan
-nan 33.33 50.00
47 .44 44 .87 52.38
35.29 -nan
-nan -nan -nan
-nan 36.36 20.00
55.84 56.96 70.00
42.05 -nan
-nan -nan -nan
-nan 46.43 55.56
100.00 70.48 72.73
40.91 -nan
-nan -nan -nan
-nan 48.15 50.00
70.48 100.00 72.73
40.91 -nan
-nan -nan -nan
-nan 53.33 57.14
72.73 72.73 100.00
54 .55 -nan
-nan -nan -nan
-nan 46.67 42 .86
68.18 68.18 95.45
54.55 -nan
30.77 52.00 42.31
-nan -nan -nan -
-nan -nan -nan -nan
-nan
-nan -nan -nan
-nan -nan -nan -
0.00 50.00 -nan -nan
-nan



28:

24.00
nan
-nan

29:

25.00
nan
-nan

30:

11.11
nan
-nan

31:

27.78
32.05
54.55

32:

—nan
nan
—nan

hsa-mir-326

25.00 46.607
-nan -nan
-nan 100.00
hsa-miR-129-5p
-nan -nan
-nan -nan
-nan 50.00
hsa-miR-485-5p
0.00 -nan
-nan -nan
-nan 46.15
J03258.1
29.85 40.00
27.27 30.56
56.07 44,04
hsa-miR-330-5p
-nan -nan
-nan -nan
-nan -nan

29.63
32.00
-nan
50.00
25.00
50.00
-nan
100.00
33.33
33.33
-nan
33.33 1
32.05
36.05
26.39
42.55
-nan
-nan
-nan
69.23

25.00
43.75
-nan 5

46.15
-nan
-nan
-nan
33.33
25.00
-nan
-nan
00.00
30.77
36.36
35.29
38.10
-nan
-nan
-nan
-nan

10

42.86
37.50
0.00 7

42.55
-nan
-nan
0.00
38.10
60.00
-nan
0.00
45.45
34.72
40.91
42.05
45.45
-nan
-nan
-nan
45.45 1

40.00
31.25
5.00
-nan
-nan
-nan
0.00
69.23
50.00
-nan

0.00 0.

-nan
30.88
36.36
40.91
100.00
-nan
-nan
-nan
00.00

50.

100.

26.37
40.91
45.45

—nan
—nan

55

35.00
-nan
00

36.84
-nan -
-nan -nan

-nan
-nan
00

—nan
—nan -
—nan —nan

25.00
-nan
00

33.33
-nan -
-nan -nan
35.82 34.33

22.73
54.55
-nan -nan
-nan -
-nan -nan
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Anexo 3. Matriz do alinhamento global do gene COL9A2 e seus respectivos
microRNAs realizado
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/services/rest/clustalo/result/clustalo-120170915-165726-

no

programa

Clustaw

Omega

0872-56926104-0y/pim).

#
#
#
#
#

1: hsa-mir-18a
50.00 -nan -nan
46.34 38.89 25.71

2: hsa-mir-18Db
56.00 -nan -nan
53.66 47.22 34.29

3: hsa-mir-760
nan 44 .23 -nan 48
-nan -nan -nan

4: hsa-mir-143
nan 68.75 -nan 49,
100.00 40.00 -nan

5: hsa-mir-133a-1
100.00 73.75 -nan
nan -nan -nan 100

6: hsa-mir-133a-2
55.56 71.43 -nan
nan -nan -nan 50

7: hsa-mir-194-1
100.00 -nan -nan
47.83 43.24 36.96

8: hsa-mir-133Db
nan 100.00 -nan 46
-nan -nan -nan

9: hsa-miR-493-3p
nan -nan 100.00 59
-nan -nan -nan

10: NM 001852.3
39.19 46.49 59.09 1
46.15 37.74 28.81

11: hsa-miR-874-3p

nan 50.00 -nan ol
-nan -nan -nan

12: hsa-mir-874
nan 60.38 -nan 53
-nan -nan -nan

13: hsa-mir-3167
38.24 -nan -nan

44 .64 36.96 39.13
14: hsa-miR-876-5p
57.89 -nan -nan
57.89 60.00 47.06
15: hsa-mir-873
44 .44 -nan -nan
52.27 47.62 23.53
16: hsa-mir-200b
47.83 -nan -nan
100.00 73.85 46.03

100.00 88.73
41.18 -nan
41.30 39.13
88.73 100.00
44,12 -nan
45.65 43.48
-nan -nan
.68 -nan 1
-nan -nan
-nan -nan
06 -nan
66.67 -nan
-nan -nan
36.47 45.45
.00 -nan
-nan -nan
37.37 45.45
.00 -nan
50.00 56.00
39.19 -nan
72.22 40.91
-nan -nan
.49 50.00
-nan -nan
-nan -nan
.09 -nan
-nan -nan
41.18 44 .12
00.00 61.90
36.76 37.14
-nan -nan
.90 100.00 1
-nan -nan
-nan -nan
.25 100.00 1
-nan -nan
28.26 28.26
24 .62 -nan
46.48 46.94
25.00 37.50
11.11 -nan
56.25 44 .44
30.56 41.67
27.42 -nan
45.16 45.00
46.34 53.66
46.15 -nan
45.65 64.79

-nan
-nan
46.15

-nan
-nan
53.85

100.00

00.00

0.00
54.17

37.14
43.18
-nan
40.00
44.00
-nan
-nan
-nan
50.00
44 .23
60.38

—nan
—nan

48.68
53.25
58.33

-nan
00.00

100.00
00.00

-nan
-nan
45.45
-nan
-nan
0.00
-nan
-nan
35.71
-nan
-nan
52.94

Percent Identity Matrix - created by Clustal2.1l

-nan
28.26

-nan
28.26

0.00
-nan

100.00
-nan

37.50
-nan

50.00
40.00

-nan
38.24

68.75
-nan

—nan
—nan

49.06
24.62

—nan
—nan

54.17
-nan

-nan
100.00

-nan
54.55

-nan
55.71

70.00
44 .64

-nan
25.00

-nan
37.50

37.14
-nan

37.50
-nan

100.00
-nan

93.18
-nan

100.00
57.89

73.75
-nan

—nan
—nan

36.47
11.11

45.45
-nan

43.18
-nan

-nan
54.55

-nan
100.00

100.00
72.73

-nan
57.89

-nan
30.56

-nan
41.067

40.00
-nan

50.00
-nan

93.18
100.00

100.00
33.33

55.56
44 .44

71.43
-nan

—nan
—nan

37.37
27.42

45.45
-nan

44.00
-nan

40.00
55.71

-nan
72.73

33.33
100.00

-nan
52.27

—nan

70.00

—nan

—nan

—nan

—nan


http://www.ebi.ac.uk/Tools/services/rest/clustalo/result/clustalo-I20170915-165726-0872-56926104-oy/pim
http://www.ebi.ac.uk/Tools/services/rest/clustalo/result/clustalo-I20170915-165726-0872-56926104-oy/pim

43.
73.

36.
46.

72

40.
64.

50.
52.

17:

24
85

18:

96
03

19:
.22
45.

65

20:

91
79

21:

00
94

hsa-mir-200c 38.89
-nan -nan 37.74
100.00 46.67 47.06
hsa-mir-665 25.71
-nan -nan 28.81
46.67 100.00 50.00
hsa-mir-194-2 41.30
-nan -nan 36.76
47.06 50.00 100.00
hsa-mir-429 39.13
-nan -nan 37.14
64.29 50.79 65.31
hsa-miR-491-5p 46.15
-nan -nan 58.33
30.00 47.06 63.64

47.22
-nan
64.29
34.29
-nan
50.79
45.65
-nan
65.31
43.48
-nan
100.00
53.85
-nan
59.09

-nan
-nan
30.00
-nan
-nan
47.06
-nan
-nan
63.64
-nan
-nan
59.09
-nan
-nan

100.00

100.00
36.96

40.00
39.13

-nan
46.48

66.67
46.94

-nan
45.45

-nan
60.00

-nan
47.06

100.00
56.25

-nan
44 .44

-nan
0.00

-nan
47.62

-nan
23.53

50.00
45.16

-nan
45.00

-nan
35.71

57
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Anexo 4. Matriz do alinhamento global do gene COL9A3 e seus respectivos
microRNAs realizado no programa Clustaw Omega
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/services/rest/clustalo/result/clustalo-120170915-170247-
0370-45575380-es/pim).

Percent Identity Matrix - created by Clustal2.1l

H= HH =

1: hsa-mir-4458 100.00 38.89 38.89 -nan 40.28 27.27
55.32 36.36 40.00 40.35 41.82 41.07 38.60 32.69 34.29
27.27

2: hsa-mir-329-1 38.89 100.00 98.75 100.00 30.00 52.38
57.14 40.00 35.00 25.00 39.29 47.62 46.43 17.65 14.29
9.09

3: hsa-mir-329-2 38.89 98.75 100.00 100.00 30.95 52.38
57.14 40.00 35.00 25.00 39.29 47.62 46.43 17.65 14.29
9.09

4: hsa-miR-362-3p -nan 100.00 100.00 100.00 40.91 -nan -
nan -nan -nan -nan -nan -nan -nan -nan -nan -nan
5: NM 001853.3 40.28 30.00 30.95 40.91 100.00 40.91

39.47 26.09 28.57 30.77 29.89 29.58 25.00 33.02 35.38
13.33
6: hsa-miR-98-5p 27.27 52.38 52.38 -nan 40.91 100.00
63.64 62.50 50.00 50.00 50.00 56.25 56.25 26.67 25.00
42 .86
7: hsa-mir-4500 55.32 57.14 57.14 -nan 39.47 63.64
100.00 50.00 46.67 47.83 52.38 52.27 50.00 43.14 32.00
42.86
8: hsa-mir-30d 36.36 40.00 40.00 -nan 26.09 62.50
50.00 100.00 80.00 77.14 66.18 58.57 60.87 40.30 27.03
27.27
9: hsa-mir-30a 40.00 35.00 35.00 -nan 28.57 50.00
46.67 80.00 100.00 84.51 66.18 60.00 66.67 41.18 39.47
27.27
10: hsa-mir-30e 40.35 25.00 25.00 -nan 30.77 50.00
47.83 77.14 84.51 100.00 59.09 58.33 55.06 48.75 45.83
36.36
11: hsa-mir-30Db 41.82 39.29 39.29 -nan 29.89 50.00
52.38 66.18 66.18 59.09 100.00 70.00 73.56 48.68 41.30
27.27
12: hsa-mir-30c-2 41.07 47.62 47.62 -nan 29.58 56.25
52.27 58.57 60.00 58.33 70.00 100.00 78.87 44 .12 34.21
45.45
13: hsa-mir-30c-1 38.60 46.43 46.43 -nan 25.00 56.25
50.00 60.87 66.67 55.06 73.56 78.87 100.00 41.56 33.33
45.45
14: hsa-mir-202 32.69 17.65 17.65 -nan 33.02 26.67
43.14 40.30 41.18 48.75 48.68 44,12 41.56 100.00 59.57
30.00
15: hsa-mir-185 34.29 14.29 14.29 -nan 35.38 25.00
32.00 27.03 39.47 45.83 41.30 34.21 33.33 59.57 100.00
52.38
16: hsa-miR-129-5p 27.27 9.09 9.09 -nan 13.33 42.86
42 .86 27.27 27.27 36.36 27.27 45.45 45.45 30.00 52.38
100.00


http://www.ebi.ac.uk/Tools/services/rest/clustalo/result/clustalo-I20170915-170247-0370-45575380-es/pim
http://www.ebi.ac.uk/Tools/services/rest/clustalo/result/clustalo-I20170915-170247-0370-45575380-es/pim
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Anexo 5. Matriz do alinhamento global do gene IL1A e seus respectivos microRNAs
realizado no programa Clustaw Omega
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/services/rest/clustalo/result/clustalo-120170915-170807-
0546-77503468-oy/pim).

#
#
# Percent Identity Matrix - created by Clustal2.l
#
#

1: hsa-mir-181d 100.00 71.00 59.77 33.85 35.63 34.21
42.11 51.06 53.68 56.67 40.00 32.73 41.33 31.58 42.11
34.33 29.85 37.74 33.33 28.00 36.11 29.03 34.38 23.33
35.14 47 .37 -nan 38.71 31.03 28.57 32.14 24 .32 16.22
6.90 19.44 -nan -nan -nan -nan -nan 12.90 34,51
nan

2: hsa-mir-181b-1 71.00 100.00 72.73 32.88 32.22 36.67
51.67 49.41 52.69 56.63 54 .55 25.00 36.99 30.99 33.33
36.92 34.00 27.66 13.33 20.83 30.00 23.33 21.21 28.57
31.25 29.41 -nan 30.30 30.65 40.91 36.36 38.71 32.26
26.09 32.26 -nan -nan -nan -nan -nan lo.67 21.95
nan

3: hsa-mir-181b-2 59.77 72.73 100.00 34.48 35.71 32.76
45.00 62.50 69.01 63.01 54 .55 34.04 34.78 33.33 39.58
42.86 43.48 32.56 26.67 27.27 31.82 13.64 28.00 30.77
20.00 20.00 -nan 38.60 35.85 25.00 37.50 29.41 23.53
11.11 23.53 -nan -nan -nan -nan -nan 13.064 22.73
nan

4: hsa-mir-365a 33.85 32.88 34.48 100.00 83.72 53.85
53.85 51.52 43.06 51.56 50.00 37.50 40.98 31.48 38.64
31.03 26.32 25.00 40.00 24.44 31.43 34.29 34.15 33.33
32.43 7.14 -nan 32.73 37.25 42.86 50.00 44 .44 38.89
33.33 33.33 -nan -nan -nan -nan -nan 28.57 33.33
nan

5: hsa-mir-365b 35.63 32.22 35.71 83.72 100.00 54.90
56.86 48.48 46.15 50.00 50.00 29.51 42.86 30.43 47.27
27.78 34.62 22.45 40.00 27.27 39.02 41.18 41 .46 34.38
36.84 14.29 -nan 31.82 40.98 23.08 30.77 22.86 31.43
29.63 26.47 -nan -nan -nan -nan -nan 36.59 30.59
nan

6: hsa-mir-194-1 34.21 36.67 32.76 53.85 54.90 100.00
65.28 36.51 39.29 44,26 40.91 41.18 45.10 29.63 37.93
18.75 40.00 42.31 35.71 33.33 35.71 28.57 12.50 21.43
15.38 25.00 -nan 29.03 29.63 33.33 33.33 26.67 53.33
28.57 60.00 -nan -nan -nan -nan -nan 0.00 26.32
nan

7: hsa-mir-194-2 42.11 51.67 45.00 53.85 56.86 65.28
100.00 51.56 51.79 59.02 54 .55 30.00 44 .00 48.08 46.67
28.21 31.71 28.57 35.71 27.59 50.00 25.00 41.67 50.00
41.67 0.00 -nan 45.71 44,12 33.33 50.00 20.00 46.607
28.57 53.33 -nan -nan -nan -nan -nan 14.29 30.88
nan

8: hsa-mir-181c 51.06 49.41 62.50 51.52 48.48 36.51
51.56 100.00 67.01 66.35 50.00 22.92 36.07 32.14 40.00
36.54 36.59 25.58 26.67 25.58 26.92 11.54 27.59 25.93
19.35 12.50 -nan 34.62 41.67 21.43 28.57 29.41 17.65
33.33 17.65 -nan -nan -nan -nan -nan 18.52 30.59

nan


http://www.ebi.ac.uk/Tools/services/rest/clustalo/result/clustalo-I20170915-170807-0546-77503468-oy/pim
http://www.ebi.ac.uk/Tools/services/rest/clustalo/result/clustalo-I20170915-170807-0546-77503468-oy/pim

9:

51.79
39.29
25.00
38.46
nan

10:

59.02
44.00
21.88
33.33
nan

11:

54.55
44 .44
nan

22.22

12:

30.00
47.37
24.32
35.71
nan

13:

44.00
52.38
39.47
25.00
nan

14:

48.08
38.46
30.30
28.00
nan

15:

46.67
45.95
37.14
20.00
nan

16:

28.21
100.00
21.62
20.69
nan

17:

31.71
48.48
23.81
31.58
nan

18:

28.57
53.62
23.33
10.00
nan

19:

35.71

hsa-mir-18la-2
67.01 100.00
32.56 29.79
17.65 -nan
28.57 -nan

hsa-mir-18la-1
66.35 72.63
34.15 32.56
23.53 -nan
21.43 -nan

hsa-miR-140-5p
50.00 54 .55
36.36 25.00
-nan -nan
-nan -nan
hsa-mir-136
22.92 26.00
42.22 40.74
25.00 -nan
53.85 -nan

hsa-mir-205

36.07 35.00
37.04 45.10
28.57 -nan
66.67 -nan

hsa-mir-212

32.14 25.86
46.27 54.69
16.67 -nan
31.25 -nan

hsa-mir-874

40.00 47.73
40.00 47.69
18.18 -nan
33.33 -nan

hsa-mir-653
36.54 39.29
48.48 53.62
18.18 -nan
27.78 -nan

hsa-mir-505

36.59 32.56
100.00 49.18
28.57 -nan
26.92 -nan

hsa-mir-24-2
25.58 29.79
49,18 100.00
27.27 -nan
9.52 -nan

hsa-miR-24-3p
26.67 26.67

53.68
72.63
26.67
39.29

-nan

56.67
100.00
26.67
42.00
-nan

40.00
68.18
33.33

44 .44 5
-nan

32.73
31.25
58.33
44.00

-nan

41.33
41.94
73.33
39.39

-nan

31.58
25.93
54.55
33.87

-nan

42.11
43.90
56.25
35.00

-nan

34.33
44.00
54.55
34.67
-nan

29.85
34.15
59.09
31.91

-nan

37.74
32.56
100.00
32.65
-nan

33.33
26.67

52.69
54.55
27.66
42.31

-nan

56.63
68.18
30.23
50.00

-nan

54.55
100.00
25.00
0.00 1
-nan
25.00
-nan
41.67
28.89
-nan

36.99
0.00
46.15
44.26
-nan

30.99
37.50
44.07
30.51

-nan

33.33
33.33
51.67
28.07

-nan

36.92
44 .44
57.81
36.11
-nan

34.00
36.36
54.39
22.73

-nan

27.66
25.00
77.61
21.74

-nan

13.33
33.33

69.01
26.00
30.00
32.00

-nan

63.01
31.25
20.83
36.36

-nan

54.55
-nan
-nan

6.67 33.

-nan

34.04
100.00
42 .22
28.57

-nan

34.78
54.84 1
40.00

0.00
-nan

33.33
38.46
37.78
24.00

-nan

39.58
42.31
37.84
15.79

-nan

42.86
47.37
30.95
10.71
-nan

43.48
42.22
32.00
26.32

-nan

32.56
40.74
23.53
10.00

-nan

26.67
58.33

43.06 46.15 39.29
35.00 25.86 47.73
16.67 33.33 28.57
44 .00 32.14 25.00

-nan 26.67 29.07

51.56 50.00 44 .26
41.94 25.93 43.90
12.50 33.33 25.00
45.45 28.57 21.43

-nan 24.00 28.74

50.00 50.00 40.91

0.00 37.50 33.33
-nan -nan -nan
33 11.11 22.22

-nan 18.18 -nan

37.50 29.51 41.18
54.84 38.46 42.31
35.90 30.56 33.33
42.86 28.57 35.71

-nan 35.90 29.85

40.98 42 .86 45.10
00.00 51.81 45.10
42.22 37.93 53.33

0.00 41.67 58.33
-nan 37.14 37.89

31.48 30.43 29.63
51.81 100.00 49.21
34.21 43.33 28.57
32.00 24 .24 33.33

-nan 50.00 32.32

38.64 47.27 37.93
45.10 49.21 100.00
33.33 38.24 31.03
31.58 25.00 28.57

-nan 33.33 37.70
31.03 27.78 18.75
52.38 38.46 45.95
26.47 35.71 29.03
17.86 16.22 27.03
-nan 26.19 34,57

26.32 34.62 40.00
37.04 46.27 40.00
15.79 29.17 12.50
21.05 11.11 29.63

-nan 28.57 27.54

25.00 22.45 42 .31
45.10 54.69 47.69
14.81 29.03 16.00
10.00 22.73 9.09

-nan 23.08 29.09

40.00 40.00 35.71

73.33 54 .55 56.25

28.

60

57



54.55
33.33
0.00
nan

20:

27.59
57.81
14.29
7.14
nan

21:

50.
30.
38.
50.
nan

00
95
57
00

22

25.
26.
40.
42.
nan

00
47
32
86

23:

41.067
35.71
62.22
18.18
nan

24

50.00
29.03
61.43
nan

25:

41.67
21.62
100.00
25.00
nan

26:

0.00
18.18
47.54
nan

27:

-nan
nan
63.64
nan

28:

45.
34.
45.
33.
nan

71
67
95
33

29:

44 .
36.
36.
39.
nan

12
11
36
13

59.09 100.00 100.00
33.33 -nan 55.56
0.00 -nan -nan
hsa-mir-24-1 28.00
25.58 27.66 30.23
54.39 77.61 100.00
36.36 -nan 29.17
17.65 -nan -nan
hsa-mir-203a 36.11
26.92 30.00 20.83
32.00 23.53 25.00
38.71 37.50 34.69
41.18 25.00 50.00
hsa-mir-203b 29.03
11.54 16.67 12.50
15.79 14.81 0.00
30.61 27.27 32.61
28.57 -nan -nan
hsa-mir-132 34.38
27.59 33.33 33.33
29.17 29.03 -nan
52.94 75.00 56.82
10.00 21.43 50.00
hsa-mir-150 23.33
25.93 28.57 25.00
12.50 16.00 50.00
40.74 68.75 48.84
-nan -nan -nan
hsa-mir-149 35.14
19.35 25.00 21.88
23.81 23.33 33.33
47.54 68.18 45,95
0.00 -nan -nan
hsa-mir-340 47 .37
12.50 17.65 23.53
28.57 27.27 33.33
100.00 63.64 37.50
-nan 42.86 66.67 5
hsa-miR-125a-3p -nan
-nan -nan -nan
-nan -nan -nan
100.00 -nan -nan
-nan -nan -nan
hsa-mir-141 38.71
34.62 39.29 42.00
31.91 32.65 55.56
37.50 -nan 100.00
37.50 -nan -nan
hsa-mir-200a 31.03
41.67 42 .31 50.00
22.73 21.74 44 .44
23.08 -nan 68.18
40.00 -nan -nan

100.00
44 .44
-nan

20.83
25.00
100.00
23.91
-nan

30.00
-nan
25.00
35.56
62.50

23.33
-nan
14.81
33.33
-nan

21.21
-nan
23.33
53.66
46.67

28.57
-nan
20.00
41.03

—nan

31.25
-nan
14.29
36.36
-nan

29.41
-nan
36.36
23.08

3.33
-nan
-nan

-nan 3

—nan

—nan

30.30
44 .44
29.17
68.18

—-nan

30.65
50.00
23.91

100.00

—nan

25.00
16.67
-nan

27.27
41.67
25.00

7.14
-nan

31.82
42 .22
100.00
38.89
-nan

13.64
35.90
70.93
28.57

-nan

28.00
30.56
51.22
18.18

-nan

30.77
33.33
42.11

-nan

—nan

20.00
24.32
38.57

0.00

-nan

20.00

25.00

38.71
-nan

—nan

-nan
-nan

7.50 2
-nan

—nan

38.60
44.00
34.69
34.78

-nan

35.85
28.89
35.56
45.45

-nan

0.00
0.00
-nan

24.44
46.15
14.81

7.14
-nan

31.43
40.00
70.93
55.56

-nan

34.29
42.22
100.00
42.86
-nan

34.15
37.93
55.17
18.18

-nan

33.33
53.33
41.67

-nan
-nan 3

32.43
39.47
40.32

0.00

-nan

7.14
28.57
30.61
-nan
-nan 1
-nan
-nan
7.27 7
-nan
-nan 3
32.73
39.39
32.61
43.48
-nan

37.25
44.26
33.33
50.00

-nan

-nan
0.00
-nan

27.27
44.07
23.33
17.65

45.00

39.02
37.78
51.22
44 .44
37.78

41.18
.21
.17
.86
.41

34
55
42
29

41.46
43.33
100.00
18.18
31.25

34.38
28.57
56.25

-nan
3.33 3

36.84
30.30
62.22

0.00
29.63

14.29
16.67
52.94
-nan
1.11 3
-nan
-nan
5.00 6
-nan
6.36
31.82
33.87
56.82
34.38
55.10

40.98
30.51
53.66
30.00
60.00

50.00
0.00
31.82

33.33
51.67
20.00
17.65

30.00

35.71
37.84
42.11
29.41
38.32

28.57
33.33
41.067
42.86
34.94

12.50
38.24
56.25
18.18
34.09

21.43
31.03
100.00
-nan
5.00
15.38
37.14
61.43
25.00
40.00

25.00
18.18
40.74
-nan
2.63
-nan
-nan
8.75
-nan
-nan
29.03
35.00
48.84
34.38
40.00

29.63
28.07
41.03
36.67
39.47

61

—nan

—nan

68.18
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30: hsa-mir-30d 28.57 40.91 25.00 42.86 23.08 33.33
33.33 21.43 32.00 36.36 16.67 28.57 0.00 24 .00 15.79
10.71 26.32 10.00 16.67 7.14 38.89 28.57 18.18 -nan
0.00 -nan -nan 34.78 45.45 100.00 80.00 77.14 66.18
58.57 60.87 -nan -nan -nan -nan -nan 48.89 31.75 -
nan

31: hsa-mir-30a 32.14 36.36 37.50 50.00 30.77 33.33
50.00 28.57 44 .00 45.45 33.33 42 .86 0.00 32.00 31.58
17.86 21.05 10.00 0.00 7.14 55.56 42 .86 18.18 -nan
0.00 -nan -nan 43.48 50.00 80.00 100.00 84.51 66.18
60.00 66.67 -nan -nan -nan -nan -nan 60.00 40.62 -
nan

32: hsa-mir-30e 24 .32 38.71 29.41 44 .44 22.86 26.67
20.00 29.41 32.14 28.57 11.11 28.57 41.67 24 .24 25.00
16.22 11.11 22.73 0.00 17.65 44 .44 42.86 18.18 -nan
0.00 -nan -nan 34.38 30.00 77.14 84.51 100.00 59.09
58.33 55.06 -nan -nan -nan -nan -nan 50.00 30.59 -
nan

33: hsa-mir-30Db 16.22 32.26 23.53 38.89 31.43 53.33
46.67 17.65 25.00 21.43 22.22 35.71 58.33 33.33 28.57
27.03 29.63 9.09 0.00 17.65 29.41 42.86 18.18 -nan
25.00 -nan -nan 34.38 36.67 66.18 66.18 59.09 100.00
70.00 73.56 -nan -nan -nan -nan -nan 52.17 34.57 -
nan

34: hsa-mir-30c-2 6.90 26.09 11.11 33.33 29.63 28.57
28.57 33.33 38.46 33.33 28.57 35.71 25.00 28.00 20.00
20.69 31.58 10.00 0.00 7.14 50.00 42.86 18.18 -nan
25.00 -nan -nan 33.33 39.13 58.57 60.00 58.33 70.00
100.00 78.87 -nan -nan -nan -nan -nan 60.87 32.31 -
nan

35: hsa-mir-30c-1 19.44 32.26 23.53 33.33 26.47 60.00
53.33 17.65 28.57 21.43 22.22 53.85 66.67 31.25 33.33
27.78 26.92 9.52 0.00 17.65 41.18 28.57 10.00 -nan
0.00 -nan -nan 37.50 40.00 60.87 66.67 55.06 73.56
78.87 100.00 -nan -nan -nan -nan -nan 59.57 32.93 -
nan

36: hsa-mir-410 -nan -nan -nan -nan -nan -nan
-nan -nan -nan -nan -nan -nan -nan -nan -nan -
nan -nan -nan -nan -nan 25.00 -nan 21.43 -nan -nan
42 .86 -nan -nan -nan -nan -nan -nan -nan -nan -
nan 100.00 64.94 69.62 54 .55 63.64 -nan 33.75 -nan

37: hsa-mir-543 -nan -nan -nan -nan -nan -nan
-nan -nan -nan -nan -nan -nan -nan -nan -nan -
nan -nan -nan -nan -nan 50.00 -nan 50.00 -nan -nan
66.67 -nan -nan -nan -nan -nan -nan -nan -nan -
nan 64.94 100.00 79.49 58.33 66.67 -nan 30.77 -nan

38: hsa-mir-494 -nan -nan -nan -nan -nan -nan
-nan -nan -nan -nan -nan -nan -nan -nan -nan -
nan -nan -nan -nan -nan 62.50 -nan 46.67 -nan -nan
53.33 -nan -nan -nan -nan -nan -nan -nan -nan -
nan 69.62 79.49 100.00 58.33 58.33 -nan 34.57 -nan

39: hsa-mir-374a -nan -nan -nan -nan -nan -nan
-nan -nan -nan -nan -nan -nan -nan -nan -nan -
nan -nan -nan -nan -nan -nan -nan -nan -nan -nan
-nan -nan -nan -nan -nan -nan -nan -nan -nan -
nan 54 .55 58.33 58.33 100.00 76.06 -nan 37.50 -nan

40: hsa-mir-374b -nan -nan -nan -nan -nan -nan
-nan -nan -nan -nan -nan -nan -nan -nan -nan -
nan -nan -nan -nan -nan -nan -nan -nan -nan -nan
-nan -nan -nan -nan -nan -nan -nan -nan -nan -

nan 63.64 66.67 58.33 76.06 100.00 -nan 37.50 -nan



41:

14.29
26.19
29.63
60.87
nan

42

30.
34.
40.
32.
33.

88
57
00
31
33

43:

—nan
nan
—nan
nan

hsa-mir-448 1
18.52 26.67 24.
28.57 23.08 -n
11.11 -nan 55.
59.57 -nan -n
M28983.1 3
30.59 29.07 28
27.54 29.09 31.
32.63 36.36 40.
32.93 33.75 30.
hsa-miR-590-3p

-nan -nan -na
-nan -nan -nan
-nan -nan -na
-nan -nan -nan

2.90
00 -
an 45
10 60
an -
4.51
.74 18.
82 30.
00 39.
77 34.
-nan
n -n
-na
n -n
-na

16.67
nan 35
.00 37
.00 48
nan -
21.95
18 29.
00 38.
47 31.
57 37.
-nan
an -n
n -na
an -n
n -na

13.64 28.57
.90 37.14
.78 29.41
.89 60.00

nan -nan
22.73 33.33
85 37.89
32 34.94
75 40.62
50 37.50
-nan -nan
an -nan

n -nan

an -nan

n -nan 3

63

36.59 0.00
50.00 33.33
31.25 33.33
50.00 52.17

100.00 37.84 -

30.59 26.32
32.32 37.70
34.09 35.00
30.59 34.57
37.84 100.00

-nan -nan
-nan -nan -
-nan -nan -nan
-nan -nan -

3.33 100.00
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Anexo 6. Matriz do alinhamento global do gene IL1B e seus respectivos microRNAs

realizado

no

programa
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/services/rest/clustalo/result/clustalo-120170915-171712-

Clustaw

Omega

0188-33654147-0y/pim).

- created by Clustal2.l

46.

—nan

58.

—nan

58.

—nan

60.

—nan

63.

—nan

100.

—nan

67

45.

54

43.

73

40.

00

38.

64

36.

00

39.

—nan
—nan

100.

—nan

00

37.

—nan

—nan

44,

—nan

55.56

63.

31.

64

—nan

—nan

60.00

26.

—nan

50.

—nan

31.

92

51.

00

37.

—nan

00.00

40.

#
#
# Percent Identity Matrix
#
#
1: hsa-mir-212 100.00 53.45
nan 100.00 -nan -nan 60.00
-nan
2: hsa-mir-328 53.45 100.00
nan 33.33 -nan -nan -nan
-nan
3: hsa-mir-132 51.16 52.63
nan 66.67 -nan -nan 50.00
-nan
4: hsa-mir-326 39.71 57.89
nan 33.33 -nan -nan 66.67
-nan
5: hsa-miR-330-5p 31.25 -nan
nan -nan -nan -nan -nan
-nan
6: hsa-mir-149 46.67 58.54
nan 100.00 -nan -nan 63.64
-nan
7: hsa-mir-21 -nan -nan
100.00 -nan -nan -nan 35.56
47.89 -nan
8: hsa-mir-204 100.00 33.33
nan 100.00 66.34 -nan -nan 1
-nan
9: hsa-mir-211 -nan -nan
nan 66.34 100.00 100.00 -nan 1
-nan
10: hsa-mir-488 -nan -nan
nan -nan 100.00 100.00 -nan
-nan
11: hsa-mir-144 60.00 -nan
35.56 -nan -nan -nan 100.00
40.48 -nan
12: hsa-mir-340 -nan -nan
nan 100.00 100.00 40.74 -nan 1
50.00
13: hsa-mir-185 34.09 44,19
nan 45.00 47.06 -nan -nan
-nan
14: hsa-mir-495 35.29 33.33
nan -nan -nan -nan -nan
-nan
15: hsa-miR-299-3p -nan -nan
nan -nan -nan 55.56 -nan
-nan
16: NM 000576.2 45.19 43.66
47.89 37.61 44,95 31.71 40.48
100.00 50.00

51.16 39.71 31.25
-nan 34.09 35.29
52.63 57.89 -nan
-nan 44,19 33.33
100.00 51.43 52.94
-nan 27.91 27.27
51.43 100.00 76.92
-nan 36.84 30.30
52.94 76.92 100.00
-nan -nan -nan
58.73 60.00 63.64
-nan 26.92 50.00
-nan -nan -nan
-nan -nan -nan
66.67 33.33 -nan
00.00 45.00 -nan
-nan -nan -nan
00.00 47.06 -nan
-nan -nan -nan
40.74 -nan -nan
50.00 66.67 -nan
-nan -nan -nan
-nan -nan -nan
00.00 -nan -nan
27.91 36.84 -nan
-nan 100.00 80.00
27.27 30.30 -nan
-nan 80.00 100.00
-nan -nan -nan
60.00 -nan -nan 1
40.00 38.37 36.84
31.58 51.90 37.50

39.29
40.91


http://www.ebi.ac.uk/Tools/services/rest/clustalo/result/clustalo-I20170915-171712-0188-33654147-oy/pim
http://www.ebi.ac.uk/Tools/services/rest/clustalo/result/clustalo-I20170915-171712-0188-33654147-oy/pim

17:

nan
100.00

hsa-miR-590-5p
-nan -nan

—nan
—nan

—nan
—nan

-nan
50.00

—nan
—nan

—nan
—nan

—nan
—nan

65

50.00
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Anexo 7. Matriz do alinhamento global do gene MMP3 e seus respectivos
microRNAs realizado no programa Clustaw Omega
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/services/rest/clustalo/result/clustalo-120170915-172327-
0634-42358084-0y/pim).

#
#
#
#
#

1: hsa-mir-134
50.00 20.00 20.00
25.00 30.00 40.00
40.00 33.33 60.00
nan 20.00 -nan

2: hsa-mir-372
36.36 33.33 26.67
25.00 25.00 35.00
60.00 25.00 36.36
nan 0.00 -nan

3: NM 002422.4
40.51 25.33 26.97
25.81 26.15 22.95
36.67 32.86 25.35
22.73 34.18 22.73

4: hsa-mir-365b
83.72 49.18 49.18
35.38 38.10 38.10
42.11 34.43 40.48
18.75 36.54 25.00

5: hsa-miR-365b-3p
100.00 37.50 18.75
38.89 55.56 50.00
15.38 33.33 33.33
0.00 23.08 0.00

6: hsa-miR-365a-3p
100.00 37.50 18.75
38.89 55.56 50.00
15.38 33.33 33.33
0.00 23.08 0.00

7: hsa-mir-365a
100.00 41.18 44 .23
37.74 43.14 43.14
40.00 36.00 42.86
12.50 33.96 18.75

8: hsa-mir-15a
41.18 100.00 66.27
44 .23 53.85 50.00
35.71 44 .64 33.33
36.36 42 .37 40.91

9: hsa-mir-15b
44 .23 66.27 100.00
41.51 37.74 41.51
45.0601 40.35 37.21
40.91 30.77 40.91

10: hsa-mir-31
45.45 42.86 36.73
48.21 50.88 54.55
42.22 56.90 47.22
66.67 40.48 77.78

100.00
50.00
40.00
30.00

-nan
33
00
57

33.
35.
28.

45.21
33.33
28.00
28.77

50.00
42.11
35.29
34.38

-nan
44 .44
38.89
30.77

-nan
44 .44
38.89
30.77

50.00
45.45
41.07
34.55

20.00
42.86
42.62
52.73

20.00
36.73
37.10
50.00

50.00
100.00
50.00
54.72

-nan
00
00
00

20.
30.
20.

100.00
27.27
30.00
66.67

50.75
37.14
24.68
33.33

35.48
35.29
38.57
29.63

-nan
25.00
50.00
23.08

-nan
25.00
50.00
23.08

36.36
31.03
44.83
31.11

33.33
38.18
49.21
39.66

26.67
29.51
40.00
32.76

33.33
40.54
54.10
34.78

45.21
25.00
-nan
50.00

50.75
25.00
44 .44

0.00

100.00
27.50
37.27
32.20

42.31
43.40
33.33
46.94

45.45
50.00
45.45
10.00

45.45
50.00
45.45
10.00

40.51
52.94
39.02
42.00

25.33
53.70
48.39
41.51

26.97
53.33
47.22
40.74

33.33
50.00
48.84
39.53

Percent Identity Matrix - created by Clustal2.1l

50.00
25.00
40.00
20.00

35.48
25.00
36.36

0.00

42.31
26.76
33.85
37.74

100.00
44 .23
42.86
43.14

100.00

46.67
23.08
15.38

100.00

46.67
23.08
15.38

83.72
48.00
45.83
38.46

49.18
55.10
38.60
46.81

49.18
53.70
43.10
39.58

42.11
51.11
43.48
41.03

-nan
33.33
60.00
50.00

-nan
33.33
50.00

45.45
34.83
36.07
36.71

100.00
31.15
33.33
41.18

100.00
22.22
7.69
7.69

100.00
22.22
7.69
7.69

100.00

32.76
34.00
36.54

37.50
43.08
31.58
46.55

18.75
35.71
39.66
37.50

44 .44
50.88
40.00
43.90

-nan

25.00

50.00
-nan

-nan

20.00

40.00
-nan

45.45
24.19
35.00
31.82

100.00
36.92
44 .64
37.50

100.00

33.33
15.38

0.00

100.00

33.33
15.38

0.00

100.00

39.62
38.78
31.25

37.50
46.15
37.50
36.36

18.75
41.51
38.60
40.91

44 .44
48.21
47.73
66.67



31.
34.
42.
52.

52.
42.
37.
36.

48.
50.
46.
38.

32.
46.
35.
40.

39.
88.
30.
16.

37.

11:

03
48
86
63

12:

94
86
74
36

13:

00
00
15
10

14:

76
43
00
91

15:

62
73
61
67

16:

74

100.00

32.
16.

43.
60.
36.
50.

43.
61.
28.
50.

41.
58.
38.
33.

44
68.
35.
.25
21:

31

39.
.22
43.
45.

42

45.
33.
8.
54.

65
67

17:

14
00
00
00

18:

14
19
00
00

19:

07
46
18
33

20:

83
18
09

02

48
45

22

83
33
79
55

hsa-mir-874

38.18 29.51
56.25 60.00
51.11 58.54
55.17 52.63
hsa-mir-16-1

53.70 53.33
52.94 48.98
40.00 35.42
37.50 40.91
hsa-mir-16-2

55.10 53.70
52.00 50.00
40.43 39.53
38.33 42 .86
hsa-mir-424

43.08 35.71
49.12 49.09
49.23 34.09
35.06 45.45
hsa-mir-18a

46.15 41.51
64.62 62.69
56.60 43.75
31.82 16.67
hsa-mir-18b

44 .23 41.51

60.00 61.19

56.60 37.50
34.09 16.67
hsa-mir-20a
53.85 37.74
100.00 77.61
66.07 50.00
29.79 50.00
hsa-mir-20b
50.00 41.51
77.61 100.00
64.81 50.00
26.67 50.00
hsa-mir-106a
42.62 37.10
68.57 65.67
61.29 53.19
35.71 40.00
hsa-mir-17
49.21 40.00
67.61 69.12
60.94 52.08
31.03 31.25
hsa-mir-497
48.39 47.22
58.00 63.04
47.27 46.67
42.19 45.45
hsa-mir-302b
38.60 43.10
43.14 40.82
42 .37 62.50
63.49 63.64

20.00
40.54
48.78
65.91

25.00
50.00
36.36
43.14

25.00
51.11
33.33
43.14

33.33
50.88
45.31
47.62

25.00
48.21
55.38
60.00

25.00
48.21
58.46
54.55

30.00
50.88
68.57
70.69

40.00
54.55
65.67
69.64

40.00
50.00
100.00
64.18

30.00
54.10
70.37
60.87

-nan
48.84
48.33
55.17

40.00
43.48
44 .64
48.39

27.27

100.00

37.21
49.06

25.00
51.79
45.61
36.07

25.00
48.98
48.21
28.81

33.33
47.54
43.08
34.29

20.00
44.83
66.67
34.78

25.00
34.48
68.18
36.96

25.00
56.25
67.61
42.31

35.00
60.00
69.12
35.42

35.00
48.78
70.37
39.34

30.00
37.21

100.00

35.48

44 .44
63.46
51.61
43.48

36.36
46.94
37.93
43.75

37.14
51.79
63.46
37.78

27.50

100.00

54.39
34.62

26.76
73.75
57.69
35.29

34.83
41.89
48.57
30.77

24.19
44.90
44 .44
39.02

25.81
42.86
42.22
39.02

26.15
52.94
58.00
45.45

22.95
48.98
63.04
42.86

28.00
36.36
48.33
38.00

24.68
45.61
51.61
42.31

37.27
54.39

100.00

40.91

33.85
39.29
43.14
61.67

35.29
48.98
46.94
55.26

43.40
73.75
39.29
32.08

44 .23

100.00

49.09
33.96

31.15
43.48
32.31
32.20

36.92
47.92
35.42
32.56

35.38
50.00
33.33
34.88

38.10
52.00
43.14
37.78

38.10
50.00
40.82
36.36

35.29
33.33
44 .64
40.00

38.57
48.21
37.93
32.69

33.33
57.69
43.14
44.74

42.86
49.09

100.00

73.68

25.00
47.54
34.88
60.34

50.00
41.89
35.85
38.10

46.67
43.48
40.38
40.068

22.22

100.00

27.87
35.06

33.33
46.43
24.49
39.53

38.89
46.43
24.49
41.86

55.56
49.12
40.00
39.13

50.00
49.09
34.00
38.64

38.89
45.31
41.82
47.27

50.00
43.08
35.09
40.35

45.45
48.57
38.30
48.44

23.08
32.31
71.64
68.25

25.00
44.83
37.21
57.89

50.00
44.90
37.74
36.36

46.67
47.92
42.31
38.10

22.22
46.43
36.67
45.45

33.33

100.00

33.33
16.67

38.89
88.73
33.33
16.67

55.56
64.62
40.82
50.00

50.00
62.69
34.69
50.00

38.89
55.38
42.59
40.00

50.00
66.67
39.29
31.25

45.45
44 .44
39.13
50.00

23.08
35.42
73.13
63.64

67



23:

34.
24.
75.
59.

00
49
00
09

24

38.
33.
82.
59.

78
33
09
09

25:

40.00
32.65
100.00
68.18

26:

36.
56.
35.
40.

00
60
19
00

27

42.86
37.50
67.57
50.00

28:

34.
54.
41.
52.

55
55
67
63

29:

31.11
36.96
42.37
59.09

30:

42.00
39.02
58.93
68.18

31:

38.
34.
69.
80.

46
88
64
95

32:

36.
41.
69.
81.

54
86
49
82

33:

31.25
16.67
77,27
81.82

34:

12.
16.67
68.18
100.00

50

hsa-mir-302a
31.58 39.66
40.00 34.00
38.18 59.406
51.67 63.64
hsa-mir-302c
37.50 38.60
40.82 34.69
35.19 64.86
54.24 68.18
hsa-mir-302d
35.71 45.01
36.00 28.00
35.19 67.57
62.71 77.27
hsa-mir-93
44 .64 40.35
66.07 64.81
100.00 47.92
41.94 46.67
hsa-mir-302e
33.33 37.21
50.00 50.00
47.92 100.00
53.19 61.11
hsa-mir-106Db
52.73 50.00
70.69 69.64
66.67 52.83
42.03 42.11
hsa-mir-195
39.66 32.76
42.31 35.42
45.90 47.27
50.70 50.00
hsa-mir-373
41.51 40.74
45.45 42.86
43.10 43.59
64.71 59.09
hsa-mir-520b
46.81 39.58
37.78 36.36
35.29 54.29
78.69 80.95
hsa-mir-520e
46.55 37.50
39.13 38.64
42.62 63.83
75.86 81.82
hsa-miR-520c-3p
36.36 40.91
50.00 50.00
40.00 72.22
86.36 81.82
hsa-miR-520d-3p
36.36 40.91
50.00 50.00
40.00 50.00
77.27 81.82

60.00
40.00
41.82
38.33

50.00
47.73
42.59
44.07

40.00
42 .22
38.18

41.067

33.33
56.90
61.29
66.67

60.00
47.22
53.19
52.83

30.00
54.72
64.18

100.00

20.00
34.78
39.34
48.53

50.00
39.53
38.00
50.82

20.00
41.03
40.00
41.38

50.00
43.90
47.27
48.53

-nan
67
00
37

66.
40.
47.

-nan
67
33
63

66.
33.
52.

50.00
34.88
35.09
35.00

40.00
37.21
39.29
38.98

60.00
42.86
35.09

42.37

25.00
51.11
60.94
45.90

36.36
58.54
52.08
47.27

28.57
65.91
60.87
48.53

66.67
49.06
35.48

100.00

0.00
78
31
93

37.
42.
37.

0.00
26
69
72

55.
32.
54.

0.00
34
35
70

60.
40.
50.

-nan
57.89
31.25
50.00

-nan
52.63
31.25
59.09

36.07
35.85
38.30
56.14

35.00
37.74
39.13
60.71

36.67
37.74
43.48

58.93

32.86
40.00
47.27
43.10

25.35
35.42
46.67
43.59

28.77
43.14
55.17
50.82

33.33
36.07
43.48
37.93

32.20
34.62
40.91

100.00

37.74
32.08
44.74
68.97

36.71
38.10
48.44
70.15

31.82
36.36
50.00
68.18

22.73
36.36
45.45
68.18

33.33
40.38
71.64
58.93

44 .64
42.31
73.13
67.27

42.11
46.15
78.79

69.64

34.43
40.43
42 .37
35.29

40.48
39.53
62.50
54.29

34.38
43.14
48.39
41.38

29.63
28.81
43.75
54.72

46.94
35.29
61.67
68.97

43.14
33.96
73.68

100.00

41.18
40.68
68.25
88.52

37.50
38.10
63.64

100.00

18.75
38.10
54 .55
80.95

100.

7.69
27.87

100.00

58.33

15.38
36.67
72.06
64.41

15.38
35.00
75.00

69.49

33.33
49.23
38.18
42.62

33.33
34.09
59.46
63.83

30.77
47.62
38.33
48.53

23.08
34.29
35.00
50.70

10.00
30.77
56.14
70.15

15.38
32.20
58.93
88.52

7.69
06
33
00

35.
58.

0.00
45
64
45

45.
63.
95.

0.00
91
09
82

40.
59.
81.

100.

100.

7.69
24.49
72.06
63.64

15.38
33.33

100.00

68.18

15.38
30.61
82.09

77.27

33.33
56.60
35.19
40.00

33.33
43.75
64.86
12.22

30.77
60.00
44.07
47.37

23.08
34.78
38.98
50.00

10.00
39.02
60.71
68.18

15.38
32.56
67.27
00

7.69
53
41
45

39.
64.
95.

0.00
67
18
00

16.
68.

0.00
67
09
82

16.
59.
81.

68



33.
34.
62.
.27

77

18.
16.
.27
81.

77

35:
96
09
71

36:
75
67

82

hsa-mir-519d
42 .37 30.77
29.79 26.67
41.94 53.19
100.00 86.36
hsa-miR-520a-3p
40.91 40.91
50.00 50.00
46.67 61.11
86.36 100.00

20.00

40.
35.
42.

7.
40.
42.

48
71
03

—nan

78
00
11

55.
31.
50.

52.
.25
50.

31

0.00
17
03
70

-nan
63

00

34.18
37.50
42.19
64.71

22.73
40.91
45.45
59.09

36.54
38.33
63.49
78.69

25.00
42.86
63.64
80.95

23.08

35.
51.
75.

45.
63.
81.

06
67
86

0.00
45
64
82

23.08

31.
54.
86.

16
68.
81.

82
24
36

0.00

.67

18
82

69
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