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Resumo

Recentemente, o meio académico vem discutindo a teoria chamada de “cross-kingdom transfer”, em tradugao livre
“transferéncia cruzada entre reinos” no ambito nutricional. Esta tem ideia de que material genético bioativo tem o
potencial de ser transferido de plantas para animais via trato gastrointestinal. Ao alcancar o seu sitio de atuagdo, esta
molécula exdgena seria capaz de influenciar as condic@es fisiologicas de seu organismo receptor. Os microRNAs
(miR) sdo moléculas ndo codificantes, cotadas como sendo capazes de realizar esta a¢do. S&o responsaveis por
aderirem a moléculas de RNA mensageiros e impedir sua traducdo, desta forma regulando véarios mecanismos
celulares, inclusive o ciclo celular. Este artigo de revisao teve como objetivo montar um panorama das pesquisas neste
controverso campo. Conclui-se que, embora sejam necessarias mais pesquisas a respeito para que se possam
esclarecer questdes relativas ao tema, alguns estudos indicam que os alimentos sdo capazes de veicular a transferéncia
de miRNAs de um reino ou de uma espécie para outra.

Palavras-chave: Cross-kingdom transfer; MiRNA, Dieta baseada em plantas; XenomiRs.

Abstract

Recently, the academic world has been discussing the theory called “cross-kingdom transfer” in the nutritional scope.
It has the idea that bioactive genetic material has the potential to be transferred from plants to animals via the
gastrointestinal tract. Upon reaching its site of action, this exogenous molecule would be able to influence the
pathophysiological conditions of its recipient organism. MicroRNAs (miR) are molecules listed as capable of carrying
out this action. They are responsible for adhering to messenger RNA molecules and preventing their translation,
thereby regulating various cellular mechanisms, including cell cycle control. This review article aimed to provide an
overview of research in this controversial field. It is concluded that, although more research is needed in order to
clarify issues related to the theme, some studies indicate that food can serve to the transfer of miRNAs from one
kingdom or from one species to another.
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Resumen

Recientemente, el mundo académico ha estado discutiendo la teoria denominada “regulacion entre reinos”, en
traduccion libre “regulacion cruzada entre reinos” en el ambito nutricional. Tiene la idea de que el material genético
bioactivo tiene el potencial de ser transferido de plantas a animales a través del tracto gastrointestinal. Al llegar a su
sitio de accion, esta molécula exdgena podria influir en las condiciones fisiopatol6gicas de su organismo receptor. Los
microARN (miR) son moléculas enumeradas como capaces de llevar a cabo esta accién. Son los encargados de
adherirse a las moléculas de ARN mensajero y prevenir su traduccién, regulando asi varios mecanismos celulares,
incluido el control del ciclo celular. Este articulo de revision tuvo como objetivo proporcionar una descripcion general
de la investigacion en este controvertido campo. Se concluye que, si bien se necesitan mas investigaciones para
esclarecer cuestiones relacionadas con el tema, algunos estudios indican que los alimentos pueden transmitir la
transferencia de miARN de un reino o de una especie a otra.

Palabras clave: Transferencia entre reinos; MiARN; Dieta a base de plantas; XenomiRs.
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1. Introducéo

A recente teoria chamada de “cross-kingdom transfer” implica na ideia de que material genético bioativo, de origem
dietética, tem o potencial de ser transferido de plantas, algas e outros seres vivos para animais, via trato gastrointestinal. Ao
alcancar o seu sitio de atuagdo, esta molécula exdgena seria capaz de influenciar as condigdes fisioldgicas do organismo
receptor. Os miRNAs (miR) sdo cotados como sendo capazes de realizar esta agdo (Li, Xu, & Li, 2018). Os miR sdo moléculas
ndo codificantes, mas que modulam a sintese de diversas proteinas.

Sabe-se que os miR desempenham papéis fundamentais na regulacdo de mecanismos homeostaticos e outros
processos essenciais, como apoptose e ciclo celular (Friedman, Farh, Burge, & Bartel, 2009). Agem ligando-se a um RNA
mensageiro (RNAm) alvo, bloqueando sua traducédo ou levando a sua degradacdo (Peng & Croce, 2016).

No ano de 2012, foi publicado um estudo que identificou a presenca de miR de arroz em amostras de sangue humano,
dando inicio ao debate sobre a funcdo que estes miR exdgenos (xenomiRs) de origem dietética poderiam desempenhar no
organismo humano (Zhang et al., 2012). Até aquele momento, acreditava-se que todo material genético de matriz alimentar
fosse degradado ao longo do processo de digestdo, ndo havendo possibilidade de absor¢do de alguma molécula ativa, somente
de seus subprodutos (Witwer, 2012).

Neste artigo de revisdo, a partir de pesquisa bibliogréafica, iremos transcorrer sobre a teoria de regulagio cruzada entre

reinos e espécies e a possibilidade de miRs atuarem como moléculas efetoras.

2. Metodologia

Foi realizada uma revisdo de natureza bibliografica com abordagem qualitativa, realizada através da pesquisa de
artigos cientificos indexados nas bases de dados eletrénicos Pubmed, Web of Science, Scopus e Google Scholar. Os critérios
de inclusdo foram: artigos com disponibilidade na integra, que apresentavam coesdo com a tematica do estudo em tela, e que

relacionam exclusivamente a transferéncia de miRNA entre os reinos vegetal e animal.

3. Resultados e Discusséo

MicroRNAs (miRs) sdo moléculas de RNA nédo-codificantes de aproximadamente 23 nucleotideos de comprimento,
responsaveis por regular processos essenciais, como apoptose e ciclo celular. Atuam no processo de traducdo, ligando-se ao
RNA mensageiro (RNAm) alvo e impedindo a sintese de sua proteina correspondente quando seu encaixe é de baixa
complementariedade, ou levando a degradagdo do RNAm, quando o encaixe € de alta complementaridade (Peng & Croce,
2016).

O primeiro estudo que identificou miR de origem dietética em amostras de sangue de voluntérios chineses (Zhang et
al., 2012) causou grande controvérsia, ndo s6 por afirmar que o organismo humano era capaz de absorver material genético
ativo, mas por descrever seu impacto na expressao de genes em mamiferos. Os experimentos indicaram que o0 miR168a, de
origem vegetal, foi capaz de aumentar a expressdo de receptor de lipoproteina no figado de camundongos.

Entendia-se que DNA e RNAs ndo seriam capazes de exercer nenhuma acdo depois de passarem pelo processo de
digestdo (Witwer, 2012), contrariamente ao proposto por Zhang e colaboradores (Zhang et al., 2012).

Desde entdo, muitos trabalhos foram publicados a respeito, corroborando com a teoria de transferéncia e regulacéo
cruzada, ou negando sua possibilidade. Na Tabela 1, pode-se ver uma sintese dos principais estudos publicados até 0 momento
que investigaram a possibilidade transferéncia de miRNAs de plantas para animais. Alguns destes estudos investigaram
também a capacidade de regulacdo exercida por estes miRNAs no organismo receptor. Pesquisas sugerem que quantidades
significativas deste material genético poderiam continuar ativas, mesmo depois de coccdo (Phillip, Ferro, & Tate, 2015) e

digestdo (Zhang et al., 2012), protegidas por camadas lipidicas e proteinas carreadoras da acéo de &cidos e enzimas digestivas.
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Tabela 1. Alguns estudos sobre a transferéncia de miRNA entre plantas e animais e principais resultados encontrados.

Fonte vegetal Organismo Método e Resultados encontrados Referéncia
estudado

Estudos que detectaram transferéncia de miRNA

Arroz (Oriza sativa) Homem e Os autores identificaram miRs exdgenos, de plantas, no soro humano e em diversos tecidos de camundongos.  Zhang et al 2012
camundongo O miR168, abundante em arroz, foi um dos xenomiR encontrados com maior abundéncia no soro de
individuos chineses. Além de ser transferido para o plasma humano, os autores mostraram que estes miR eram
capazes de regular a expressdo de RNAm e funges biolégicas em camundongos.

Plantas diversas, ndo Foram analisados 12 bancos de dados brutos de small RNA (sRNA) de exossomas de leite humano e de porco.  Lukasik et al 2014
especificadas Foram identificados 35 miRs de plantas nos exossomas humanos e 17 miRNAs nos exossomas de porco. Por

meio de ferramentas de bioinformatica, as anélises de predigdo sugerem que as moléculas acima mencionadas

podem interagir com RNAmM que codificam vérios fatores de transcricdo, receptores de proteinas,

transportadores e proteinas relacionadas ao sistema imunoldgico, assim potencialmente influenciando o

organismo humano. Tomados em conjunto, as analises indicam a ocorréncia abundante de miRs de plantas em

exossomos de leite materno de mamiferos.

Ervas medicinais: Camundongo  Camundongos foram alimentados por sete dias com dietas suplementadas com ervas. O soro e a urina foram Yang et al 2015
madressilva, camomila, analisados ap6s o periodo de intervengdo, tendo sido detectada a presencga abundante do miR2911 em soro dos

acécia do Japdo, lavanda, animais suplementados com todas as ervas, exceto lavanda. Entdo, os animais receberam o miR2911 sintético

malva azul, ginseng, por gavagem e foi identificado seu aumento no soro dos animais.

hibisco, salgueiro

Plantas ndo Homem e O estudo identificou a presenca de miRs de plantas no corddo umbilical e no liquido amniético humano, Li et al 2015
especificadas, e camundongo indicando a ocorréncia de transferéncia de miR de origem exdgena da mae para o feto. Considerando a
madressilva (Lonicera presenca abundante do miR2911 na erva medicinal madressilva, camundongos receberam 0,5 mL de uma
japonica) decoccdo de madressilva e o plasma materno e fetal foram coletados 3h ap6s a gavagem. Os resultados

revelaram que os niveis do miR2911 aumentaram no plasma materno, na placenta e no feto, sugerindo que o
miR2911 possa ser transferido eficientemente da placenta para o figado fetal. Os dados sugerem que miRNAs
da dieta possam passar ndo apenas pelo trato gastrointestinal, mas também pela placenta.

Milho (Zea mays) Porco Os animais foram alimentados por sete dias com milho fresco. As analises de tecidos e soro revelaram a Luo et al 2017
presenca de miRNAs derivados do milho. Além disso, experimentos in vivo e in vitro revelaram que miRNAs
da dieta com milho eram capazes de atravessar o trato gastrointestinal e entrar na corrente sanguinea suina. Os
resultados indicaram que 0os miRNAs derivados do milho podem ainda regular a expresséo de genes suinos.
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Estudos que nédo detectaram transferéncia de miRNA

Arroz (Oriza sativa)

Arroz (Oriza sativa)

Azeite — oliveira (Olea
europaea)

Milho (Zea mays)

Frutas (abacate, banana,
laranja, maca e meldo) e
polem

Bebida industrializada a
base de soja com frutas
(néo especificadas)

Homem,
porco,
camundongo e
insetos

Camundongo

Homem

Camundongo

Homem,
camundongo e
abelha

Macaco

Os autores buscaram por sequéncias de miRNAs de plantas em bancos de dados publicos de SRNA de varios
tecidos de mamiferos. As analises revelaram que miRNAs de plantas estavam presentes nos conjuntos de
dados de sRNAs de animais, mas sugerem que estes miRNAs podem se originar no processo de
sequenciamento, e que 0 acimulo de miRNAs de plantas por via dietética parece ndo ser universal em
animais.

Camundongos foram alimentados com dieta rica em arroz e os resultados ndo evidenciam a captacdo de
miRNAs de arroz e nem a regulacdo da sintese de proteinas pelos miRNAs.

Cinco voluntérios receberam 40 mL de azeite de oliva extra virgem e 0 sangue foi analisado para deteccéo de
miRNAs de azeitona (Olea europaea) 2h apdés a ingestdo. Nao foi detectada nenhuma quantidade de miRNA
de azeite de oliva no plasma humano nestas condicdes.

Camundongos foram alimentados por duas semanas com uma dieta enriquecida com farinha de milho ou com
um pool de miRNAs isolados a partir de milho. Usando um modelo de digestdo in vitro, identificou-se extensa
degradacdo dos miRNAs, sendo recuperados menos de 1% do total. As anélises do sangue e de tecidos
revelaram que ndo houve aumento dos niveis de miRNASs nestes compartimentos apos a intervencao.

Ap6s a ingestdo de frutas repletas de microRNAs de plantas (miR156a, miR159a e miR169a), atletas
saudaveis ndo apresentaram quantidades destes miR detectaveis no sangue, assim como os camundongos € as
abelhas.

Dois macacos foram alimentados com um shake comercial vegano, a base de frutas. O sangue foi coletado 1h,
4h e 12h ap6s a ingestdo. O experimento aponta um ndmero de copias de miRNA no plasma extremamente
baixo. Os autores concluem que os dados ndo suportam a ideia de que grandes quantidades de miRNAs de
plantas entrem na corrente sanguinea.

Zhang et al 2012

Dickinson et al
2013

Micé et al 2016

Huang et al 2018

Snow et al 2013

Witwer et al 2013.

Fonte: Autores.
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Tendo em vista a importante mudanca de paradigma proposta pelo estudo de Zhang e colaboradores, foram reunidos
nesta revisdo os resultados dos principais estudos que objetivaram avaliar a transferéncia de miR de origem vegetal para
animais, os quais estéo destacados na Tabela 1.

De acordo com a Tabela 1, as fontes de miR vegetal mais estudadas foram: arroz, frutas, madressilva e milho. O arroz
foi o alimento mais frequentemente estudado por ser o primeiro a ser documentado como capaz de ser transferido e de exercer
atividade bioldgica no organismo receptor (Zhang et al., 2012). J& as frutas, foram escolhidas por serem componente
importante em dietas consideradas saudaveis (Micd et al., 2016). Quanto ao milho, foi utilizado por sua importancia nutricional
e econdmica (Huang, Davis & Wang, 2018). N&o s6 alimentos, mas também ervas medicinais foram pesquisadas.

A madressilva (Lonicera japonica), uma planta presente na fitoterapia oriental (Li et al., 2015), foi investigada em
dois estudos. Um dos motivos para ser objeto de estudo é a presenca expressiva do miRNA2911 (miR2911), um miR
documentado como sendo especialmente estavel e resistente a coccdo (Zhou et al., 2015). Em um dos estudos (Yang et al.,
2015), os animais que ingeriram a planta medicinal apresentaram maiores quantidades de miR2911 em amostras de soro e
urina.

Alimentos processados foram investigados em dois estudos. No primeiro, listado na Tabela 1 (Mic6 et al., 2016),
foram analisadas amostras de azeite e cerveja, enquanto no segundo (Witwer et al.,2013), foram utilizadas amostras de uma
bebida industrializada a base de soja com frutas. Os pesquisadores do primeiro estudo ndo conseguiram encontrar miR nas
amostras dos alimentos, mas o grupo de Witwer conseguiu. Porém, observou-se um nimero de cépias de miRNA plasmético
extremamente baixo. Os autores concluem que os dados ndo suportam a ideia de que grandes quantidades de miRNAs de
plantas sejam absorvidos.

Os artigos apresentados na Tabela 1 levaram em consideracdo alguns itens que podem alterar o conteldo de miR nas
amostras, tais como as partes do vegetal utilizado (Yang et al., 2015) e o refino do alimento (Mico et al., 2016). Contudo, ainda
h& uma condicdo da planta que carece de estudos quanto a absorcdo de miR: o estigio de desenvolvimento do vegetal.
Considerando-se que os miR desempenham um importante papel no crescimento da planta (Chin et al., 2016), estudos que
exploram estas condicGes ainda precisam ser realizados.

A melhora da biodisponibilidade de uma molécula é influenciada diretamente pela quantidade ingerida: quanto mais
se ingere, maior é a chance desta molécula percorrer o trato intestinal em sua forma ativa e ser absorvida pelo organismo
(Witwer & Zhang, 2017). Véarios mecanismos de absor¢do de miR foram propostos. Para que o miR de fonte dietética resista
em sua forma ativa e seja absorvido pelo epitélio intestinal ele precisaria ser transportado encapsulado em vesiculas ou em um
complexo ribonucleoproteico. Portanto, a proposicdo atualmente aceita € que a molécula de miR deixe a matriz alimentar
encapsulada, atravesse a barreira epitelial por transito paracelular ou transcelular e atinja o sistema linfatico ou o circulatério e
0 miR seja capturado por células M (Chan & Snow, 2017).

Porém, no artigo de Yang et al., 2015, onde os pesquisadores quantificam o miR2911 em varias ervas medicinais, a
amostra que obteve o nivel mais elevado, acécia japonesa, ndo foi a que mais influenciou os niveis séricos de miR2911 dos
camundongos. Ao invés disso, os camundongos alimentados com madressilva foram os que apresentaram as maiores
quantidades de miR2911 circulante. Destacou-se assim a necessidade de se avaliar a resisténcia da molécula ao longo do trato
gastrointestinal e sua biodisponibilidade.

Enquanto o artigo de Huang, Davis e Wang, 2018, indica elevada degradacdo de miR originario do milho ao longo do
processo digestorio, um outro artigo que quantificou os niveis de miR em gréos de soja e arroz, tanto na estocagem, no preparo
e em um simulacro do processo digestério, evidenciou que ainda existe quantidade significativa destas moléculas para serem
supostamente absorvidas (Phillip, Ferro, & Tate, 2015).

Talvez essa diferenca entre os estudos se deva provavelmente aos métodos empregados. Enquanto um submeteu a
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amostra de milho a uma simulacdo de digestdo gastrica de duas horas (Huang, Davis, & Wang, 2018), outro utilizou um
protocolo de 1 hora de digestdo apenas (Phillip, Ferro, & Tate, 2015). Outro fator relevante sdo as amostras de grdos
diferentes: o primeiro utilizou amostras de milho fresco e o segundo amostras de soja e arroz cozidos.

Outro ponto importante quanto a biodisponibilidade é a viabilidade de se conseguir quantidades de miR ativo o
suficiente — por via oral - para causar impacto em um organismo grande e complexo como o humano (Chan & Snow, 2017).
Existem estimativas que corroboram a hipétese de ser viavel (Chin et al., 2016) e outras que nao (Snow et al., 2013).

Um estudo que analisou a acdo do miR159 em células de cancer de mama (Chin et al., 2016), constatou que 0s niveis
deste miR, encontrado em uma amostra de pool sérico de voluntarios, seria proximo dos niveis de miR159 séricos de amostras
provenientes de camundongos alimentados com o miR, quando calculado adaptando-se a area de superficie dos organismos.
Os autores também consideram a possibilidade de alguns tecidos acumularem o miR até o nivel de relevancia biolégica.

J4 o artigo de Snow et al., 2013, estima que seria necessario que um individuo ingerisse, no minimo, 1,670 Kg de
meldo cantaloupe para atingir 0 nimero necessario de cépias de miR156a no trato gastrointestinal. E como a estimativa de
consumo médio de frutas por dia de um europeu fica entre 103-454g, essa proposta ndo seria vidvel. Os autores assumem que 0
conteido de miR varia de acordo com o grau de maturacéo da fruta, porém declaram que a variagcdo documentada ndo seria o
suficiente para atingir a demanda.

Outro ponto que precisa de mais estudos diz respeito a influéncia da microbiota instestinal. O material genético de
origem dietética, ao passar pelo trato digestério, sofre a acdo de enzimas responsaveis pela clivagem destas moléculas, tais
como fosfatases e nucleosidases. Elas promovem a quebra de nucleotideos em nucleosidios e bases purinicas. Essas micro-
moléculas séo absorvidas pelos enterdcitos e utilizadas pelo organismo humano (Witwer & Zhang, 2017).

Esse mesmo material pode ser absorvido pelos microrganismos que compdem a microbiota humana. Estudos apontam
que nucleotideos de fonte alimentar podem promover o crescimento de bactérias benéficas presentes na microbiota intestinal,
como Bifidobacterium. Logo, é esperado que uma grande presenca de material genético de origem dietética cause impacto na
microbiota. Entretanto, ainda ndo séo claros os efeitos e se eles decorrem da transferéncia de material genético dos alimentos
para as bactérias intestinais ou se resultam de sua utilizagdo como substrato para o crescimento de bactérias intestinais (Witwer
& Zhang, 2017).

Yang et al, 2015, relataram um aumento importante no nimero de coldnias nas amostras fecais de camundongos
alimentados com madressilva em comparagdo com o grupo controle. Mas 0s pesquisadores concluiram que esse efeito foi
causado pela erva medicinal, e ndo pelo miR2911, pois o grupo alimentado com a forma sintética obteve os mesmos resultados
guanto a microbiota do grupo controle. Ainda neste estudo, os autores concluiram que a microbiota ndo influenciava na
absorcdo do miR, dado que os niveis séricos camundongos alimentados com miR sintético foram proximos do grupo

alimentado com madressilva.

4. Consideracdes Finais

Pode-se concluir, diante do que foi apresentado, que este novo campo de estudos permanece inconcluso, carecendo de
mais pesquisas a respeito, principalmente que possam esclarecer o suposto mecanismo de absor¢do de miR e também seus
mecanismos de a¢do no organismo receptor.

E patente que a adocdo de um padrdo de nutricio adequado e saudavel é indispensavel na promogéo da salde e a
prevengdo de doengas. Sabe-se também que a dieta tem influéncia direta na atividade metabolica e na composicdo da
microbiota intestinal, refletindo diretamente sobre as respostas imune, inflamatorias, entre outras, com consequéncias para a
saude. Entre as principais recomendac@es para dieta equilibrada cita-se o consumo regular de frutas e hortalicas. A pergunta

central aqui é se, além dos varios macros, micronutrientes e fitoquimicos presentes nessas matrizes - e sabidamente bioativos -
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se também existe a transferéncia de miRs ao consumir tais alimentos e se estes também tém um papel ativo na dieta. Logo,
compreender melhor a teoria de regulagdo cruzada entre reinos e espécies pode trazer a luz a possibilidade de miRs atuarem de
fato como moléculas efetoras de origem dietética e visa contribuir para a otimizagao/personalizacdo de dietas para modulacéo
de questdes bioquimicas/fisioldgicas especificas, além de ajudar a entender melhor a complexa relagdo entre os diferentes
sistemas bioldgicos.

Sugerem-se, para trabalhos futuros, estudos que se debrucem sobre o desenvolvimento e validacdo de métodos
analiticos, bem como outras técnicas de preparacdo de amostras para a deteccdo destes miRs. Pesquisas como essa sao
essenciais para aumentar a compreensdo sobre o tema. Em adi¢do, estudos mais aprofundados que abordem o tipo de dieta e
quantidade de alimento alvo ingerido, e que busquem compreender a interacdo — e se é que ha - dos miRs com microbiota

intestinal também sdo fundamentais.
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