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RESUMO

Os microRNAs (miRNAs) representam uma classe de pequenos RNAs ndo codificantes
reconhecidos como importantes reguladores pds-transcricionais da expressao de genes durante
o desenvolvimento e em doengas como a insuficiéncia cardiaca (IC). Embora ndo haja um
consenso de que terapias adjuvantes para as doenca cardiovasculares sejam capazes de
aumentar a qualidade de vida e as taxas de sobrevivéncia; uma terapia ndo-farmacologica, como
o treinamento fisico (TF) pode reduzir a uma série de fatores de risco cardiovasculares e tem
sido reconhecida como uma estratégia segura para a prevengao e tratamento da IC. Portanto,
avaliamos o efeito do TF prescrito durante a transi¢ao da hipertrofia cardiaca para IC no perfil
global de miRNAs cardiacos. A hipertrofia ventricular e a IC foi induzida a partir da bandagem
da aorta (estenose adrtica-EA) por um grampo de ago inoxidavel (n=10). Os animais utilizados
como Controle (CT) foram operados sem a colocagdo do clip (n = 5). Dezoito semanas apos a
cirurgia, quando os animais com EA apresentavam disfuncdo ventricular, detectada por
ecocardiograma, os ratos foram aleatoriamente separados em dois grupos: 10 semanas de
treinamento fisico supervisionado (IC-TF, n = 5) ou grupo sedentario controle (IC-S, n = 5).
Por fim a IC, foi confirmada pelos dados clinicos e da remodelacdo cardiaca por dados
morfoldgicos e funcionais obtidos por ecocardiograma. Os niveis de expressao de 373 miRNAs
do ventriculo esquerdo foram avaliados por PCR quantitativa em tempo real usando TLDA
(TagMan Rodent microRNA Array - cartdes de A + B) no Sistema ABI ViiA7 (Life
Technologies, EUA) e a quantidade relativa média (RQ) foi calculada utilizando-se do método
do Ct comparativo. Os miRNAs diferencialmente expressos entre os grupos foram os que
apresentaram alteracdo > 1,5 vezes e P <0,05 (teste t de Student). No final do experimento (28
semanas), o TF atenuou os sinais clinicos e patologicos da IC, e a remodelagdo cardiaca a partir
da manutengdo da funcdo sistdlica e diastolica. Além disso, a analise da expressdao génica
revelou trinta e cinco miRNAs desregulados em IC-S e setenta e nove em IC-TF, com vinte e
trés miRNAs comuns desregulados em ambos os grupos. Notavelmente, verificamos que o TF
durante transi¢do de hipertrofia cardiaca para IC promoveu um aumento da expressdo dos
miRNAs rmo-miR-132 (1,9 vezes) e rmo-miR-212 (4 vezes), relatados como importantes
reguladores da hipertrofia cardiaca. Em conjunto, nossos resultados revelam a contribuicao
potencial do treinamento fisico na atenuacdo da disfunc¢do cardiaca durante IC alterando a
expressdo de miRNAs que regulam redes de genes envolvidos na manutengdo da estrutura e
funcao cardiaca e reforgam a importancia do TF como uma ferramenta nao-farmacologica para

o tratamento da insuficiéncia cardiaca.
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ABSTRACT

MicroRNAs (miRNAs) are a class of small noncoding RNAs that have gained status as
important regulators of post-transcriptional gene expression during development and in certain
diseases such as heart failure (HF). Although there is no consensus that adjuvant therapies for
cardiovascular disease are able to increase patients' quality of life and survival rates a non-
pharmacological therapy, exercise training (ET) can reduces a number of cardiovascular risk
factors and has been recognized as an important and safe strategy for preventing and treating
heart failure. Therefore, we evaluate the effects of ET prescribed during the transition from
cardiac hypertrophy to heart failure on cardiac micro-RNA profile. We employed ascending
aortic stenosis (AS) to induce heart failure in Wistar male rats (n=10) by a stainless-steel clip.
Sham-operated animals (n=5) were used as controls. Eighteen weeks after surgery, when AS
animals presented ventricular dysfunction, detected by echocardiogram, rats were randomized
to 10 weeks of supervised exercise training (HF-ET, n=5) or to a control sedentary group (HF-
S, n=5). At the end of the experiment, heart failure was evaluated by clinical data and the cardiac
remodeling by morphologic and functional data obtained by echocardiogram. The expression
levels of 373 miRNAs from left ventricles were measured by real-time quantitative PCR using
TagMan Rodent microRNA Array (cards A + B) on an ABI ViiA7 Sequence Detection System
and the mean relative quantity (RQ) was calculated and miRNAs differentially expressed
between groups were defined as those with >1.5-fold change and P<0.05 (two sample, two
tailed Student’s t-test). At the end of the experiment (28" wks), exercise training attenuated the
clinical and pathological signs of HF. It also attenuated cardiac remodeling with maintenance
of systolic and diastolic function. Moreover, miRNAs analysis revealed that thirty-five
miRNAs were deregulated in HF-S group and seventy-nine in HF-ET group with twenty-three
miRNAs similarly deregulated in both groups. Notably, we detected that ET during the
transition from cardiac hypertrophy to heart failure promoted an increased expression of the
miRNAs rno-miR-132 (1.9-fold) and rno-miR-212 (4-fold), reported as important regulators of
the cardiac hypertrophy. Taken together, our findings uncover the potential contribution of
exercise training in attenuate cardiac dysfunction during HF through miRNAs that regulates
gene networks related to the maintenance of cardiac structure and function, and reinforces the

importance of this intervention as a non-pharmacological tool for HF therapy.
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1. INTRODUCAO

1.1 Musculo Cardiaco

O coragdao dos mamiferos ¢ um o6rgdo cuja fun¢ao fundamental ¢ bombear o
sangue através do sistema circulatorio para fornecer oxigénio e nutrientes para os 6rgaos
e para o transporte de dioxido de carbono para os pulmdes !. E um 6rgio dindmico que
realiza contragdes ritmicas para manter a circulacao sanguinea; seu principal componente
¢ a parede muscular composta de células contrateis, os cardiomidcitos, envoltos por tecido
conjuntivo, vascularizada e inervada, denominada de miocardio? O interior dessa parede
¢ envolto por uma camada fina de tecido, o endocardio, € o exterior por uma camada de
células mesoteliais, o epicardio. Os cardiomiocitos representam 85% da massa do
coragao; sao as células contrateis do coracao e seu citoplasma encontra-se preenchido por
feixes de miofibrilas constituidas por miofilamentos organizados em uma série de
unidades basicas contrateis denominados de sarcomeros >,

Os cardiomidcitos tornam-se terminalmente diferenciados logo apds o nascimento
e a maior parte dessas células perde a sua capacidade de proliferagdo®. Embora ocorra um
baixo turnover de cardiomidcitos ao longo da vida, outros tipos celulares que compdem
o coracdo, como cé¢lulas endoteliais, fibroblastos, células imunes e progenitoras, mantém
sua capacidade de proliferagdo >*°.

No coracao neonatal de roedores e humanos, o crescimento ocorre com a
proliferacio de cardiomidcitos mononucleados com nucleos diploides (2n) °. Nos
cardiomiocitos de roedores, a replicagdo do DNA ¢ seguida de cariocinese sem citocinese
e gera células binucleadas diploides (2n) 7. Em humanos a replicagio do DNA ocorre sem
cariocinese ou citocinese e resulta em células mononucleadas tetraploides (4n) 3° (Figura
1). A diferenciacdo terminal em cardiomidcito também contribui para o crescimento
normal do coragdo em humanos, pois mesmo que ndo se divida quando diferenciado em
cardiomidcito o crescimento ocorre ainda assim pela duplicagio do material genético '°.
Em roedores essa binucleacao e diferenciacdo terminal ocorrem nos primeiros dias apds

o nascimento '°.



Figura 1. Dindmica nuclear e a capacidade de proliferacdo de cardiomiocitos durantes o

crescimento.
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Adaptado de Kikuchi & Poss, 2012,

Durante a vida fetal, as forcas hemodinamicas e os fatores da circulagdo regulam
a proliferacdo de cardiomiocitos. Dentre essas forgas e fatores que estimulam a

1'2,a angiotensina II 13,0 cortisol '* e 0 IGF-1 (Insuline

proliferacdo estdo a pressao arteria
Growth Factor 1) . Dentre as forcas e fatores que reprimem a proliferacdo estio o
horménio da tireoide - triiodo-L-tironina (T3) !¢, o peptideo natriurético atrial (ANP) 7 e
uma reducio da carga sist6lica '%.

Na fase perinatal, o crescimento muscular cardiaco normal ¢ limitado pela
supressao permanente da atividade mitotica de cardiomiocitos e, assim, o musculo sofre
deterioragdo mecanica e perda de cardiomiocitos ao longo da vida, principalmente se
novos cardiomidcitos ndo forem gerados para suprir essa perda'®. Na infancia, o coracio
em desenvolvimento cresce em tamanho para atender as demandas de oxigénio do corpo,
sem a capacidade de gerar muitas novas células®.

As células-tronco e progenitoras que permanecem no miocardio de roedores e de

humanos adulto tém limitado potencial para gerar cardiomidcitos in vitro e in vivo,
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podendo gerar também células musculares lisas e endoteliais de vasos sanguineos >'°. Em
roedores, as células precursoras podem participar na formagao de novos cardiomidcitos
em resposta a lesdes até apos aproximadamente um ano de vida 2°. Para humanos, que
possuem um tempo de vida maior que dos roedores, ha uma exigéncia diferente para a
renovagao dos cardiomidcitos; cerca de 50% dos cardiomiocitos sdo renovados durante
toda a vida ®*!'. A renovagio de cardiomiodcitos é muito limitada em humanos adultos e
ndo esta claro se essa renovacdo se da pelos proprios cardiomidcitos ou por outras
populagdes de células cardiacas; ou quais s3o 0os mecanismos que sustentam o aumento
ou diminui¢do no nimero de cardiomiocitos tanto no nascimento quanto ao longo da vida
410

Sabe-se, entretanto, que em situagdes de uma sobrecarga cardiovascular, o
coragdo ¢ capaz de aumentar de tamanho e, dependendo do estimulo, pode resultar em
hipertrofia fisioldgica ou patoldgica, que reduz o estresse na parede ventricular pelo
aumento das dimensdes da parede (revisado em Maillet et al., 2013 !). Embora a massa
cardiaca possa ser aumentada pela proliferacao dos fibroblastos, pela atividade de células
progenitoras dos midcitos e por renovagdo de alguns cardiomiocitos, o aumento da massa

cardiaca ocorre principalmente através da hipertrofia individual dos cardiomidcitos !>,

1.2. Hipertrofia cardiaca

a) Definig¢do de hipertrofia

E um mecanismo adaptativo fundamental em resposta ao aumento de carga
hemodinimica iniciado por vias de transducio de sinal **** que permite o coragdo manter
suas funcdes cardiacas basicas 2. O coraciio é capaz de remodelacio celular e da cAmara
ventricular em resposta a estimulos patologicos e fisiologicos os quais desencadeiam
alteracdes moleculares, celulares e intersticiais 2°. Essas alteragdes incluem fatores
mecanicos, neuro-hormonais e, possivelmente genéticos, alterando tamanho, forma e
funcio do coragdo apds uma lesdo ou estresse 7.

As caracteristicas que definem a hipertrofia cardiaca incluem o aumento no
tamanho do cardiomiocito, elevada sintese proteica, melhor organizagio do sarcomero 2%~
29 ¢ alteracdes na matriz extracelular *°, com aumento do tecido conjuntivo e mudangas

na composicio de coldgeno >'.



Figura 2. Geometria da hipertrofia cardiaca.
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A hipertrofia cardiaca pode ser classificada como excéntrica ou concéntrica com base nas
geometrias dos cardiomidcitos. A hipertrofia excéntrica refere-se a um aumento da massa
cardiaca, com aumento de volume da camara, apresentando cavidades dilatadas caracterizado por
um padrdo em série de adigdo do sarcomero 2. A hipertrofia fisioldgica excéntrica ¢ caracterizada
por um aumento no volume do ventriculo esquerdo com crescimento coordenado da parede, os
cardiomiocitos individuais crescem tanto em comprimento como em largura. No entanto, a
hipertrofia patolégica excéntrica, em resposta ao infarto do miocardio ou na cardiomiopatia
dilatada pode conduzir a dilatagdo da parede com preferencial aumento do comprimento de
cardiomiocitos. Estimulos fisiologicos, como gravidez ou exercicio, induzem a uma forma menos
pronunciada de hipertrofia excéntrica. A hipertrofia concéntrica refere-se a um aumento da
espessura relativa da parede livre e da espessura septal, aumento da massa cardiaca, redugdo com
uma pequena ou nenhuma mudanca no volume da camara, e € caracterizado por um padrdo
paralelo de adigdo do sarcdmero; os cardiomidcitos individuais aumentam mais em largura que
em comprimento 2. A hipertrofia concéntrica geralmente surge em condigdes patoldgicas tais
como hipertensao arterial sistémica cronica ou estenose valvular). Treinamento fisico, como o
levantamento de peso, induz a uma forma mais branda da hipertrofia cardiaca concéntrica néo
patoldgica. O coragdo pode ir de um estado normal para um estado de hipertrofia fisiologica e
voltar ao normal, porém, a hipertrofia patologica pode evoluir para insuficiéncia cardiaca e esse
processo pode ser irreversivel (Maillet ef al., 2013 1),



O crescimento hipertrofico patologico ou fisiologico € subdividido em dois tipos
baseado em mudangas na sua forma: o concéntrico e o excéntrico (Figura 2). E tanto o
crescimento cardiaco fisioldgico quanto o patologico estdo associados a um aumento no
tamanho do coracdo *2. Além dos aumentos comparaveis no tamanho do coracdo,
caracteristicas estruturais, funcionais, metabolicas, bioquimicas ¢ moleculares distintas

estdo associadas a hipertrofia patolégica e fisiologica 2.

b) Hipertrofia Cardiaca Fisiologica

A hipertrofia cardiaca fisioldgica promove o crescimento normal do coragao desde
0 nascimento até o periodo pos natal, e do coragdo em atletas bem condicionados como
resultado de exercicio extremo e/ou repetitivo>* (Figura 2). Nesses casos, o miocardio
cresce de maneira mais uniforme, com aumento no tamanho da camara, da espessura da
parede e do comprimento e largura do cardiomiocito .

A hipertrofia fisiologica excéntrica ¢ caracterizada por um aumento no volume do
ventriculo esquerdo, com crescimento coordenado da parede e das espessuras septais,

onde cardiomidcitos individuais crescem tanto em comprimento como em largura 2234,

Entretanto, a hipertrofia fisioldgica concéntrica € caracterizada por uma redugdo da
dimensao da camara ventricular esquerda e um aumento da parede livre e da espessura
septal, onde cardiomiocitos individuais aumentam mais em espessura que em
comprimento #232, A hipertrofia fisiolégica induz uma forma mais branda de hipertrofia
concéntrica e excéntrica 1223,

A hipertrofia fisiologica parece ser iniciada por diferentes tipos de ligantes que
incluem VEGFs (vascular endotelial growth factors) 3**’, o hormoénio da tireoide
(triiodo-tironina-T3), a insulina, o IGF1 (Insuline Growth Factor 1) “***. A via de
sinalizacdo que regula a hipertrofia fisioldgica mais importante e melhor descrita até o

11,2

momento € a iniciada pelo IGF1"“, o qual ¢ sintetizado e secretado pelo figado em

resposta a0 hormoénio do crescimento e tem como alvo tecidos nos quais promove o

1,38

crescimento O IGF1 também pode ser produzido por tecidos alvos, onde atua

diretamente de forma autdcrina e paracrina *. O IGF1 liga-se a um receptor da superficie
celular, o IGFIR (insulin-like growth factor 1 receptor) %, e ativa a via de sinalizagio
PI3K-AKT-PDKI1-GSK3B (phosphoinositide — dependente protein kinase 1 — glycogen
synthase kinase 3B) "****. Tem sido demostrado também que essas vias ou ligantes

podem antagonizar a morte celular no coragdo ou estimular a renovacdo de
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cardiomiocitos, sugerindo que a estimulagdo do crescimento fisioldgico por essas vias
) : 5 29

pode ter um efeito cardioprotetor, mesmo causando um leve aumento do coracio <. Outro

aspecto importante relacionado a hipertrofia fisioldgica ¢ a ndo indugdo da expressdo do

programa de genes cardiacos fetais que incluem o ANF (atrial natriuretic fator), BNP

(brain natriuretic peptide), a-actina e B-MHC (B-myosin heavy chain) .

¢) Hipertrofia Cardiaca Patologica

A hipertrofia patoldgica ocorre em diferentes condicdes tais como estenose adrtica
24 isquemia cardiaca- insuficiéncia coronariana, infarto do miocéardio ***, hipertensio
arterial sistémica e doenca cardiaca valvular *°. Muitas vezes esta associada com uma
deficiéncia na vascularizacdo do miocardio, alteracdes na composi¢ao da matriz
extracelular e fibrose 2*. A hipertrofia patologica do miocéardio temporariamente preserva
a funcdo da bomba e reduz o estresse da parede ventricular, porém, quando prolongada,
induz arritmias cardiacas, cardiomiopatia dilatada, insuficiéncia cardiaca (IC) e morte
subita 474
Um estimulo patologico causando sobrecarga de pressdo, como a estenose aortica,
produz um aumento na pressao sistolica da parede ventricular que resulta em hipertrofia
concéntrica 2. Em contraste, o estimulo causado pela sobrecarga de volume como na
insuficiéncia adrtica produz um aumento da tensdo diastolica da parede ventricular e
resulta em hipertrofia excéntrica patologica »*. Essa hipertrofia excéntrica representa um
maior risco em relagio a hipertrofia cardiaca concéntrica patolégica »°.

Em resposta a um estimulo patologico, fatores hormonais e vasoativos tais como
a angiotensina II (Ang II), endotelina 1 (ET-1) e noradrenalina sdo liberados e induzem

crescimento cardiaco %!

. A Angll e a ET-1 se ligam e regulam positivamente
subunidades da proteina GPCR (G protein-coupledreceptors) desenvolvendo a
hipertrofia cardiaca associada a disfuncdo cardiaca >>>*. A Ang II ¢é a principal substancia
vasoativa do sistema renina-angiotensina, com uma variedade de ac¢des patoldgicas e
fisioldgicas no sistema cardiovascular através de efeitos sistémicos e locais, incluindo
vasoconstricdo, liberacdo de aldosterona e crescimento celular >3*°°. Estd bem
estabelecido que o bloqueio da formagao de Ang II por ACEI (angiotensin converting
enzyme inhibitors), atenua a hipertrofia induzida por sobrecarga de pressao em modelos

animais ¢ em humanos 2.
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Além do ACEI, outro agente com propriedades anti-hipertroficas ¢ o bloqueador
dos receptores B-adrenérgicos (B-bloqueadores) que também influencia positivamente o
coracdo na remodelagio ventricular >’ A estimulacio B-adrenérgica ativa a via PI3K/AKT
que induz hipertrofia do miocardio, fibrose intersticial e disfungao cardiaca; ¢ diretamente
mediada por duas proteinas-alvo, a mTOR (mammalian target of rapamycin) e a GSK3[3
(glycogen synthase kinase 3) ***8. O Ca?" também participa do processo de hipertrofia
patolégica a partir da via Ca*>"/CaMKII (calmodulin-dependent kinase II) como um
regulador de sinalizagdo para a remodelagio cardiaca e IC ¥°.

Outras importantes vias no processo de hipertrofia patologica sdo as de sinalizag@o
MAPKSs (mitogen-activated protein kinases) que envolvem a ERKSs (extracelullar signal-
regulated kinases), INKs (c-Jun amino-terminal kinase) e p38-MAPKs , classicamente

iniciadas pela ativacdo de proteinas G em cardiomidcitos *®!; todos os trés tipos de

MAPKs sdo ativadas em resposta aos agonistas GPCR e ao estresse mecanico 6%,

Apesar da eficacia global de agentes como bloqueadores de Angll, -
bloqueadores e bloqueadores do canal Ca®" ser relativamente limitada ®*, eles afetam
positivamente o coracao e reduzem a hipertrofia, limitando a sinalizagdo através de um
circuito neuroenddcrino e vias intracelulares de transdugdo que sustentam o crescimento
dos cardiomidcitos .

Outro aspecto muito importante relacionado a hipertrofia patologica € a expressao
do programa de genes fetais como ANP (atrial natriuretic peptide), BNP (brain
natriuretic peptide) e a-actina e B-MHC (S-myosin heavy chain), comumente utilizados

como marcadores moleculares desse processo 266-6%

d) Hipertrofia Cardiaca e Insuficiéncia Cardiaca

Além de ser um fator de risco para o infarto do miocardio, arritmias e morte subita,
a hipertrofia cardiaca também estd associada a quase todas as formas de insuficiéncia

8 Em resposta a um aumento cronico de carga, hi um crescimento

cardiaca
compensatdrio caracterizado por um aumento inicial da massa do corac¢do para normalizar
o estresse da parede e permitir o funcionamento normal da funcdo cardiovascular em
repouso. No entanto, se o aumento do estresse na parede ndo for reduzido, o coragao

hipertrofiado pode dilatar, diminuir sua fungfio contratil e entrar em insuficiéncia 2.

11



1.3. Insuficiéncia Cardiaca.

a) Epidemiologia

A IC ¢ a via final comum da maioria das doengas que acometem o coragdo € suas
manifestacdes sdo de dificil diagnéstico *°. A identificacdo da doenga cardiaca subjacente
¢ crucial para fins terapéuticos e determina o tratamento especifico a ser utilizado °,
tornando a IC um dos mais importantes desafios clinicos atuais na area da satde,
principalmente por ser um problema epidémico em progressdo '!. Os dados de incidéncia
e prevaléncia da IC na maioria dos paises sdo raros ou insuficientes para uma avaliagao
precisa ®. Cerca de 1-2% da populacio adulta em paises desenvolvidos tem IC, com o

aumento de 2 a 3%, em individuos com menos de 75 anos ’>’3

e aumento na prevaléncia
¢ de > 10% entre pessoas com mais de 70 anos de idade 7. Nos Estados Unidos da
América, a IC afeta 5,7 milhdes de pessoas e ¢ responsavel por uma em cada nove mortes
por ano ">7®, Na Europa, existem pelo menos 15 milhdes de pacientes com IC 7°. Os dados
epidemioldgicos da sindrome no Brasil sdo semelhantes aos encontrados nos paises
desenvolvidos; conforme dados publicados pelo Ministério da Satde, a IC encontra-se
entre as principais causas de internagdo do Sistema Unico de Satide 77. No ano de 2007
no Brasil, as doengas cardiovasculares representaram a terceira causa de internagdes no
SUS e a IC ¢ considerada a causa mais frequente de internagao por doenga cardiovascular
"l e também ¢ a causa mais comum de hospitalizagdo em pacientes com mais de 65 anos
de idade .

Nas ultimas décadas, a prevaléncia de IC aumentou mais de 150% e o nimero de
pacientes continua a subir *°, refletindo a melhoria no tratamento e na gestio de doencas
cardiovasculares e da IC, proporcionando o envelhecimento da populagio acometida .
Os mecanismos moleculares, celulares e genéticos que envolvem a insuficiéncia cardiaca
ainda nao foram completamente esclarecidos devido a complexidade do processo da

doenca 3*78,

b) Descrigdo.

A insuficiéncia cardiaca ¢ definida como disfun¢do cardiaca que ocasiona
inadequado suprimento sanguineo para atender as demandas metabélicas do corpo "7
(Figura 3), ou seja, ¢ uma anormalidade cardiaca na estrutura ou fun¢do que conduz a
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insuficiéncia do corag@o ao fornecer oxigénio a uma velocidade compativel a requisitada

pelos tecidos 7.

Figura 3. Insuficiéncia Cardiaca.

a) ’:V b) %‘
) 2
5 5

Weakened heant
muscle cannot
pump O!‘.ough

pumps blood blood
out of the left
| ventrcle,
o AR ™ i_"
Normal Heart Failure

a) Coragdo normal com paredes preservadas e bombeamento normal do sangue pelo ventriculo
esquerdo. b) Coracdo insuficiente com diminuigdo na espessura da parede ventricular e
bombeamento insuficiente de sangue. (http:/www.heart.org/HEARTORG/Conditions/Heart
Failure/AboutHeartFailure/About-Heart-Failure. UCM_002044_Article.jsp 7).

A IC ¢ uma condigdo patoldgica complexa e progressiva com envolvimento de
fatores hereditarios, ambientais € comportamentais, ¢ caracterizada por dispneia e fadiga
em repouso ou com esfor¢o °, sinais de reten¢dio de liquidos, taquicardia, taquipneia,
estertores pulmonares, derrame pleural, aumento da pressdo venosa jugular, edema
periférico, hepatomegalia, ¢ a evidéncia objetiva de uma anormalidade estrutural ou
funcional do coragdo em repouso '°. Além disso, leva a um comprometimento nas
atividades de vida diarias por limitacdes da atividade fisica devido a dispneia e fadiga,
ocasionando piora da qualidade de vida desses individuos *°. E classificada de acordo
com a progressdo da doenca: (A) fatores de risco para insuficiéncia cardiaca ® como
doenca isquémica do coracdo, hipertensao arterial sistémica, tabagismo, obesidade e

diabetes mellitus ; (B) doenca cardiaca estrutural assintomatica; (C) insuficiéncia
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cardiaca sintomatica e (D) terapia médica ineficaz que requer consideracdo para
transplante, apoio mecanico, ou hospitalizagio ’°.

Independentemente da anormalidade cardiaca, a sindrome de insuficiéncia
cardiaca avangada apresenta um quadro complexo, que inclui as perturbagdes da fungao
do miocardio, superexpressao de citocinas, remodelagdo ventricular, alteragao
hemodindmica, ativacdo neuro-humoral, bem como disfun¢do vascular ¢ endotelial *,
interagindo com diversas etiologias cardiovasculares "°. Além de ativar uma cascata de
mecanismos neuro-hormonais compensatorias que envolvem o sistema nervoso
adrenérgico, o sistema renina-angiotensina, citocinas e outros mediadores, os quais sdo
ativados para manutencio da homeostase cardiovascular .

Estudos recentes identificaram a importancia de citocinas como mediadores dos
mecanismos da progressdo da doenga °, e mostraram um aumento nos niveis plasmaticos
do ANP #! e das citocinas TNF-a (tumor necrosis factor-alpha) e 1L-6 (interleukin 6) **%*
em condi¢des de IC *°. As alteracdes hemodindmicas em pacientes com insuficiéncia
cardiaca avancada envolvem a elevacdo da pressdo de enchimento, reducdo do débito
cardiaco e pulmonar, e aumento resisténcia vascular sistémica *. Nas ultimas décadas, o
uso de modelos de ratos geneticamente modificados sugeriu a participa¢do de fatores
reguladores moleculares que medeiam a remodelacdo ventricular e a transi¢do para a

insuficiéncia cardiaca 2.

¢) Tipos e Classes.

Segundo a classificacao funcional do New York Heart Association (NYHA), a
insuficiéncia cardiaca pode ser dividida em trés tipos principais: esquerda, direita e
congestiva ”° podendo ser subdividida em sistolica ou diastélica, aguda ou cronica. A
terminologia designada para descrever a IC pode ser baseada em trés aspectos principais:
(A) medida da fracao de ejecao (EF); (B) tempo de curso de insuficiéncia cardiaca e (C)
severidade da IC em relacdo a tolerancia ao exercicio fisico e divididas na classes: I

(nula), II (leve), I1I (moderada) e IV (grave) 7°; descritas no Quadro 1.

14



Quadro 1. Classificagao da capacidade funcional do paciente com IC em relagdo a
severidade e ao exercicio fisico segundo NYHA (New York Heart Association) e ESC

(European Society of Cardiology).

Classes Limitacao da atividade fisica

Classe I Pacientes com doenga cardiaca, sem limitacdo de atividade fisica.
Atividade fisica comum nao causa fadiga, palpitacao, dispneia ou dor

anginosa

Classe I  Pacientes com doenca cardiaca com leve limitagdo da atividade fisica.
Atividades fisicas comuns resultam em fadiga, palpitacdo, dispneia ou

dor.

Classe III  Pacientes com doenga cardiaca com acentuada limitacdo da atividade
fisica. Pouca atividade fisica provoca fadiga, palpitacdo, dispneia ou dor

anginosa.

Pacientes com doencga cardiaca com incapacidade de realizar atividade

fisica sem desconforto. Os sintomas de insuficiéncia cardiaca ou a
Classe IV '

sindrome de angina podem estar presentes mesmo em repouso. Qualquer

atividade fisica aumenta o desconforto.

http://www.heart.org/HEARTORG/Conditions/HeartFailure/ AboutHeartFailure/Classes-of-Hea
rt-Failure UCM_306328 Atticle.jsp ¥

1.4. Modelo de Estenose Aortica

A inducdo gradual da hipertrofia ventricular e posterior IC através do modelo de
estenose da aorta ascendente por bandagem da aorta tem sido relatada em modelos
animais como camundongos *4, ratos e cobaias . Os animais ainda jovens sio submetidos
a toracotomia mediana para fixa¢do de um clipe ao redor da aorta, entdo com o
crescimento do animal e a manutengdo do didmetro do vaso, ha o aparecimento
progressivo da estenose aortica 345, devido a dificuldade na abertura da vélvula aértica,
reducdo na fracdo de eje¢dio e acimulo anormal de sangue no ventriculo esquerdo 3%,
A estenose aortica geralmente ¢ diagnosticada pela primeira vez a partir de um

sopro na auscultacdo, porém, existem varias abordagens para avaliagdo como o

ecocardiograma que; a partir de imagens, tem-se o nivel de obstrugdo, calcificacao e
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anatomia da valvula; e a resposta do ventriculo esquerdo a sobrecarga de pressao por
velocidade da aorta e area da valvula 56,

Essa indug¢do da IC induzida por anormalidades cardiovasculares, como a estenose
aortica induz alteragdes na expressao de genes, vias de sinalizagdo, € mecanismos
regulatorios celulares e moleculares **. E esses processos envolvidos com doengas
cardiacas podem colaborar com a identificacdo por alvos promissores para estratégias

anti-hipertroficas e opgdes para tratamento e prevengio da insuficiéncia cardiaca 8.

1.5. RNASs nao codificantes

As sequéncias mais estudadas no genoma humano sao as de genes codificantes de
proteinas constituidas por éxons codificantes equivalentes a 1,5% do genoma,
aumentando para 2% quando as regides ndo traduzidas (UTRs) sdo consideradas ®’.
Porém, nos ultimos anos, tornou-se cada vez mais evidente que a por¢ao do genoma nao
codificadora de proteinas ¢ de fundamental importancia funcional para o
desenvolvimento normal, fisiologia, e diversas doencas ®.

Os RNAs ndo codificantes (ncRNAs) sdo divididos em trés classes baseadas no
seu tamanho, incluindo; pequenos ncRNAs que variam de 17 a 50 nucleotideos; médios
ncRNAs, que tem aproximadamente até 200 nucleotideos; e os longos ncRNAs que
possuem acima de 200 nucleotideos *°. A relevancia funcional da porgdo ndo-codificadora
de proteinas do genoma tornou-se evidente principalmente devido a uma classe de

pequenos ncRNAs, os microRNAs (miRNAs) %°.

1.6. Pequenos ncRNAs (small ncRNAs)

Através de analises do genoma e transcriptoma, os pequenos RNAs nao
codificantes foram descritos pelo envolvimento em quase todos os processos bioldgicos,
incluindo o tempo de desenvolvimento, diferenciagdo e proliferacao celular, a apoptose,
controle metabolico, silenciamento génico e defesa antiviral °!. Esses pequenos RNAs
tem como fung¢do exercer a regulacao da expressao génica a nivel transcricional, por afetar
a estrutura da cromatina ou, pos-transcricionalmente, afetando a estabilidade do RNA
mensageiro (mMRNA) e/ou a tradugio de proteinas *>. Sdo classificados em diferentes
grupos baseados em sua origem ou nos componentes moleculares aos quais estdo

associados; dentre os grupos estdo os miRNAs (microRNAs), snoRNAs (small nucleolar
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RNAs), snRNAs (small nuclear RNAs), tRFs (tRNA-derived fragments), piRNAs (piwi-
interacting RNAs), tiRNAs (tRNA-derived stress-induced fragments), endosiRNAs
(endogenous small interfering RNAs), rasiRNAs (repeat associated small interfering
RNASs), piRNA-like (piRNA-like small RNAs) e exosiRNAs (exogenous small interfering
RNAs) 899394,

Dentre os pequenos ncRNAs, os microRNAs representam a classe mais bem
descrita e estudada no coragdo até o momento, devido ao papel importante que
desempenham na regulacao da resposta cardiaca ao estresse, por causarem mudangas na
expressdo de genes, atuando como reguladores-chaves do crescimento e da fungdo
cardiaca, e por constituirem potenciais alvos terapéuticos para doencas

cardiovasculares®.

1.7. MicroRNAs

a) Descrigdo

Os miRNAs representam uma classe de pequenos RNAs com aproximadamente
17-25 nucleotideos, gerados a partir transcritos em forma de hairpin, que reprimem pos-
transcricionalmente a expressdao génica por pareamento de bases em locais
complementares na regido 3’ ndo traduzida (3° UTR), a regido seed, de seus RNAs
mensageiros alvos inibindo-o ou degradando-o. Destacam-se atualmente na literatura
mais de 25141 microRNAs de 193 espécies registrados no banco de dados miRBase
(http://www.mirbase.org), com 2042 microRNAs maduros ja descritos em humanos

(miRBase v. 19.0).

b) Biogénese

A biogénese dos microRNAs comeg¢a no nicleo com a sintese de longos

[ °1:92:9; esses transcritos

transcritos primarios, os pri-microRNAs, pela RNA polimerase I
mantem caracteristicas tais como a estrutura de cap na sua regido 5’ e cauda de poli (A)
na sua regido 3’ °*°%. Ainda no niicleo, os pri-microRNAs sio clivados pelo complexo
enzimatico Drosha(RNAse III)-DGCRS8 (DiGeorge Syndrome critical region gene 8),
originando moléculas com estrutura em forma de hairpin, os pré-microRNAs, com

aproximadamente 70 pb ?1:93971%1 Qg pré-microRNAs sdo exportados para o citoplasma
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por um membro da familia de receptores de transporte nuclear, a proteina exportina-5
(EXP5) 192103 No citoplasma, os pré-microRNAs serdio clivados pela Dicer e processados
em uma molécula dupla fita de RNA maduro e funcional com aproximadamente 22
nucleotideos que associa-se a proteina Argonauta para formar o complexo de
silenciamento induzido por RNA (RISC) 19105 Uma das fitas permanece na proteina
Argonauta como o microRNA maduro (fita guia), enquanto a outra fita é degradada '°°.
A interacdo entre 0 RNA mensageiro alvo e o complexo miRNA-RISC ocorre devido a
complementaridade total ou parcial de uma sequéncia de 5-8 nucleotideos do microRNA
e do RNA mensageiro alvo *>!1°71% O complexo miRNA-RISC interage com sitios
ligantes da regido 3' UTR do RNA mensageiro alvo inibindo a expressao de genes ou

degradando o RNA mensageiro alvo °%93107.109-111

1.8. Regula¢do da Expressao Génica

Essa repressdo da tradu¢ao mediada por microRNAs pode ocorrer de maneiras
distintas ''>"!1: (a) inibicdo da tradu¢do na fase inicial, ocorre interferindo a ligagdo dos
fatores de inicio de traducdo de eucariotos (elFs, eukaryotic translation initiation factors)
e/ou impedindo a montagem do ribossomo competente na traducdo; (b) inibicdo da
tradugiio na fase de pos-iniciagio com inibi¢io do alongamento da traducdo ''S; e (c)
repressao da traducdo induzida por deadenilagdo e/ou degradagao subsequente do mRNA
alvo.

Os microRNAs exercem um papel-chave em diversas vias regulatorias, pois os
microRNAs e seus alvos formam redes reguladoras extremamente complexas °!. Por
exemplo, cada RNA mensageiro alvo pode ser regulado por mais de um microRNA e
cada microRNA ¢ capaz de regular uma variedade de mRNAs alvos 1117,

Cerca de 40% dos loci de microRNAs estdo localizados na regido intronica de
transcritos ndo-codificantes, enquanto 10% na regido exonica de unidade transcricionais
policistronicas (UT) ndo-codificantes; os microRNAs em UTs que codificam proteinas
sdo encontrados em regides intronicas e representam aproximadamente 40% de todos os

loci de microRNAs °! (Figura 4).
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Figura 4. Localizacdo gendmica de microRNAs.

a Non-coding TU with intronic miRNA

miR-15a-16-1

b Non-coding TU with exonic miRNA miR-155
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d Coding TU with exonic miRNA s

CACNGSE

Os microRNAs podem ser classificados em quatro grupos de acordo com suas localiza¢Ges
gendmicas em relacdo as posi¢des de éxons e introns. a) Cluster dos microRNAs miR -15a e miR-
16-1 no intron de um gene nao codificante DLEU2. b) miR-155 localizado no éxon do transcritos
ndo codificante BIC. ¢) Cluster do miR-25, miR93 e 196b localizado no intron do transcrito
codificador do fator transcricional MCM?7. d) miR-985, localizado no éxon de transcrito
codificador da proteina CACNGS. As caixas azuis indicam regides de éxons. (Kim et al., 2009

91)

Em mamiferos, aproximadamente 60% de todos os genes codificadores de proteinas

118

sao regulados por microRNAs e sdo conhecidos por regular inimeros processos

celulares '

, incluindo o controle do tempo do desenvolvimento, diferenciagao de células
hematopoiéticas, apoptose, proliferagdo celular e desenvolvimento de 6rgaos.

Portanto, a partir da predicao de alvos, dados de expressdo génica e conhecimento
biologico, os RNAs mensageiros candidatos para tais processos podem ser identificados
e estudados ajudando melhorar a compreensao na complexidade das redes e de como

120 Essas caracteristicas tornam os

esses genes sdo regulados por microRNAs
microRNAs ferramentas eficientes para determinag@o de vias especificas envolvidas em

doencas ou processos biologicos.
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1.9. MicroRNAs na Insuficiéncia Cardiaca

O crescimento hipertréfico que acompanha muitas doengas que afligem o coragao
¢ caracterizado por um aumento na sintese de proteinas, montagem de sarcomeros
adicionais, aumento da fibrose, re-expressdo de genes fetais cardiacos e aumento do
tamanho dos cardiomiocitos sem alterar seu nimero *>'2!7123; ¢ a ativacdo de varias vias
de sinalizacdo intracelulares e mediadores de transcricdo dos cardiomiodcitos *>!23. Esses
processos sao regulados por diferentes vias celulares, incluindo as que envolvem a agao
de microRNAs.

Quatro familias de microRNAs sdo altamente expressas no cora¢do: miR-1, miR-
133, miR-208 e miR-499 22126 A familia miR-1 representa 40% de todo o microRNA
expresso no coragdo, enquanto os miR-208a, miR-208b e miR-499 sao especificos do

cardiomiocito '2°

e geralmente estdo superexpressos em doencas cardiacas. O
silenciamento do miR-208a em ratos Dahl, um modelo de hipertensdo arterial, previne a
remodelagio cardiaca patologica '2”12®, Os miR-1 e miR-133 pertencem 2 mesma unidade
transcricional e tem sua expressao diminuida em modelos murinos € em humanos com
hipertrofia cardiaca '*°. Porém, h4 a necessidade de estudos adicionais para esclarecer e
definir o papel desses miRNAs como biomarcadores moleculares e sua influéncia na
hipertrofia cardiaca e IC.

Destacam-se atualmente na literatura estudos que utilizaram plataformas de
microarrays para avaliagcdo do perfil global de expressdo de microRNAs sob condi¢des

95,126,130,131

clinicas ou experimentais de hipertrofia cardiaca e insuficiéncia cardiaca van

Rooij e colaboradores *°

utilizaram dois modelos animais de hipertrofia cardiaca
patologica e IC: camundongos com bandagem da aorta tordcica e camundongos
transgénicos para superexpressao do gene calcineurina. Os seus resultados mostram que
alguns microRNAs apresentam um perfil semelhante de expressdo na hipertrofia
ventricular nos dois modelos: ha um aumento na expressao dos micro-RNAs miR-21,
miR-23, miR-24, miR-125b, miR-195, miR-199a e miR-214, e diminui¢do na expressao
do miR-29¢c, miR-93, miR-150 e miR-181b . Entretanto, ainda no mesmo estudo, os
animais que evoluiram para IC apresentaram um aumento na expressao do miR-24, miR-
125b, miR-195, miR-199a e miR-214 e nenhuma alteracdo na expressdo do miR-21, miR-

27, miR-29¢c, miR-93, miR-150 e miR-181b *°. Dentre os microRNAs regulados

positivamente, o miR-195 foi capaz de induzir inicialmente hipertrofia cardiaca e depois
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evolui para um fenotipo dilatado com diminuigao da espessura das paredes, aumento do
diametro ventricular e déficit na funcdo cardiaca *°.

31 comparou a expressdo global de

O estudo recente de Prasad e colaboradores !
microRNAs em tecidos cardiacos humanos de coragdes insuficientes e controle. Esse
trabalho demonstrou que oito microRNAs estdo significativamente alterados em
cardiomiopatia dilatada em rela¢@o aos controles. Dentre os microRNAs alterados, houve
uma redugdo na expressao do miR-1, miR-29b, miR-7 e miR-378 e aumento da expressao
do miR-214, miR-342, miR-145, miR-125b e miR-181b 13!

130 avaliaram individuos com cardiomiopatia dilatada,

Ikeda e colaboradores
cardiomiopatia isquémica e estenose adrtica; cada condi¢do apresentou perfil especifico
conforme a etiologia e, uma assinatura de microRNAs foi capaz de predizer o diagnostico
dessas diferentes condi¢des com um precisdo de 70% !3°.

Embora esses estudos tenham relatado alguns importantes microRNAs na
hipertrofia ventricular e IC estratégias quem interferem em como a hipertrofia prolongada
evolui para insuficiéncia cardiaca ainda sdo pouco compreendidas; ¢ ainda é necessario

124

identificar os eventos moleculares envolvidos nesse processo "<, em especial, o efeito de

terapias ndo farmacologicas, como o exercicio fisico.

1.10. Exercicio, Micro-RNAs e Insuficiéncia Cardiaca.

Apesar de todos os conhecidos efeitos benéficos do exercicio fisico, atualmente
este veio se tornar parte da gestdo de rotina de insuficiéncia cardiaca cronica '3*71%, Os
dados definitivos dos efeitos do treinamento fisico sobre o prognoéstico da IC ainda ndo
estdo disponiveis !%.

Ha um consenso de que as terapias coadjuvantes para a doengas cardiovasculares

2

aumentam a qualidade de vida e as taxas de sobrevida dos pacientes '*2. Agindo como

uma terapia ndo-farmacoldgica, o treinamento fisico reduz a uma série de fatores de risco

133,137

cardiovasculares e ¢ reconhecido como uma estratégia importante e segura para a

prevengdo e tratamento insuficiéncia cardiaca 13133138,

Apesar de estudos questionarem o impacto do exercicio na IC '*, outros estudos
abordando a eficacia e os beneficios do treinamento fisico como uma intervencao
terapéutica na populacdo com IC sugerem uma melhora modesta da qualidade de vida

140-142

porém estaticamente significativa Além de diminuir a resisténcia vascular

sistémica, o exercicio fisico aumenta a funcdo cardiaca, a capacidade sistolica ', e a
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absor¢io maxima de oxigénio (VO.) '3°. Outros estudos indicam que o exercicio fisico é
um tratamento vidvel em modelos animais ¢ em humano com IC, demonstrado pela
melhora da sobrevida e inicio tardio de IC descompensada, invertida ou atenuada
remodelagdo patoldgica do ventriculo esquerdo, e melhora da qualidade de vida
132,135,144,145

Uma éarea de grande interesse atual busca aspectos relacionados a resposta do
organismo ao exercicio ao nivel molecular e sugere que os micro-RNAs exercam um
papel fundamental nos mecanismos envolvidos. A expressao alterada de microRNAs na
hipertrofia miocardica, no infarto do miocardio e na insuficiéncia cardiaca, demonstram
que os microRNAs sdo promissores no diagnostico e prognostico, € potenciais para novas
descobertas terapéuticas na Insuficiéncia Cardiaca 2%, As vias de sinaliza¢do que levam
a hipertrofia a partir de um estimulo fisiologico, como exercicio, sdo diferentes das que
provocam a hipertrofia patologica e, portanto, desencadeiam diferentes respostas na
expressio dos miRNAs ',

O exercicio fisico ¢ um estimulo externo, que modula a expressdo dos genes
mediante mecanismos distintos '%°, entre eles o silenciamento génico via pequenos RNAs
1. A possibilidade de mimetizar microRNAs com sua expressdo reduzida, ou de
antagonizar aqueles que apresentam sua expressao aumentada em determinada doenga,
representam um potencial terapéutico e um novo paradigma no manejo das doencas

126

cardiacas O estudo do comportamento dessas moléculas no exercicio fisico

representa, portanto, um grande potencial de novas descobertas dessa modalidade

terapéutica na IC !%6,

Entretanto ainda ndo ha estudos que tenham avaliado o
comportamento dos miRNAs especificamente no coragdo em um modelo experimental

de hipertrofia ventricular e IC em resposta ao treinamento fisico 12°.
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2. CONCLUSAO

Verificou-se que o treinamento fisico durante a transi¢ao de hipertrofia cardiaca
para insuficiéncia cardiaca promoveu a desregulagdo dos microRNAs miR-132,-146b,
155, -208b, -212, -223 e -21, relatados na literatura como importantes reguladores da
remodelamento cardiaco hipertrofico. Em conjunto, nossos resultados revelaram a
contribuicao potencial do treinamento fisico atenuando a disfuncao cardiaca durante a IC
provavelmente através de miRNAs que regulam redes de genes envolvidos nesta
sindrome e refor¢a a importancia desta intervencdo como uma ferramenta ndo-

farmacoldgica para o tratamento da insuficiéncia cardiaca.
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