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“No esforco para compreender a realidade,
somos como um homem tentando entender o
mecanismo de um relégio fechado. Ele vé o
mostrador e os ponteiros, ouve o seu tique-
taque, mas nao tem meios para abrir a caixa. Se
esse homem for habilidoso, podera imaginar um
mecanismo responsavel pelos fatos que observa,
mas nunca podera ficar completamente seguro

de que sua hipotese seja a unica possivel.”

Albert Einstein
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MARCO TEORICO

Hipertrofia cardiaca

A hipertrofia cardiaca (HC) é definida como o aumento da massa
cardiaca devido ao aumento do tamanho dos cardiomiécitos. Este crescimento
pode resultar de sobrecarga hemodinamica, de pressdo ou de volume,
impostas ao coragdo (1, 2). Sendo assim, o aumento da massa cardiaca esta

diretamente associado ao aumento do peso do ventriculo esquerdo (VE) (3).

Existem basicamente duas formas distintas de HC (Tabela 1), a
hipertrofia patolégica que envolve a perda progressiva da fungdo cardiaca
devido a necrose e apoptose celular, substituicdo dos midcitos por tecido
fibrético e disfuncdo miocardica, culminando na dilatagdo das camaras e
insuficiéncia cardiaca. Por outro lado, na HC adaptativa ha auséncia de fibrose,
manutengdo, ou inclusive, melhora da fungdo cardiaca e ocorre um

alargamento proporcional das cdmaras sem levar a disfuncéo (4).

Hipertrofia cardiaca patolégica

A HC patoldgica € um dos marcadores mais importantes de morbidade e
mortalidade por doencas cardiovasculares. Nos portadores de hipertenséo
arterial ou de outras miocardiopatias, a presenca de hipertrofia cardiaca
constitui também um importante fator de risco para morte subita (5). Tendo em
vista que a hipertrofia esta associada a uma série de condi¢cbes patoldgicas
que afetam o aparelho cardiovascular, tem havido, ao longo das ultimas

décadas, um grande interesse em desvendar os mecanismos celulares e
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TABELA 1. PADROES CONTRATEIS NA HIPERTROFIA CARDIACA FISIOLOGICA E PATOLOGICA.

Fisiologica Patolégica
Exemplo Treinamento de atletas Estenose adrtica grave
Padrao de Sinalizagao Sobrevivéncia celular Pré-apoptético

Pro-fibrético

Moléculas IGF-1, p38 MAP kinase

Sinalizadoras JNK
PI3K-Akt, TGF-B
STAT-3 Angio-ll

Reprogramacao de Nao Sim

genes fetais

Fibrose intersticial Nao Sim
Apoptose do midcito Nao Sim
Contracgao sistélica Normal ou aumentada Reduzida
Relaxamento Normal ou aumentada Reduzida
diastoélico

Enchimento Normal Prejudicada

ventricular ao Doppler

IGF-1 - fator de crescimento semelhante a insulina tipo 71; PI3K -
fosfatidilinositol-3-cinase; Akt — proteina cinase B (PKB); STAT-3 — proteina

transdutora de sinal e ativadora de transcricdo 3.
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moleculares que, em ultima analise, controlam a expressdo de genes que irdo
determinar o aumento da massa cardiaca quando o coragcdo € submetido a

sobrecarga de trabalho (6, 7).

A HC patolégica pode ser desencadeada por diversos fatores como
hipertensdo, valvulopatias e infarto agudo do miocardio, além de
cardiomiopatias congénitas (4, 8, 9). Este tipo de HC geralmente caracteriza-se
pela adigcdo de sarcOmeros em série levando ao aumento do comprimento do
cardiomiécito, o que resulta na chamada hipertrofia excéntrica com coragdes
de paredes afiladas e grandes cavidades. Alia-se a este processo as alteragdes
da expressao génica miocardica e de moléculas sinalizadoras pro-inflamatorias

e fatores de crescimento celular (4, 10, 11).

Existem quatro padrbées geométricos distintos na caracterizacdo da
hipertrofia ventricular esquerda: o padrao normal do ventriculo esquerdo, o
remodelamento cardiaco do tipo concéntrico, a hipertrofia concéntrica
(habitualmente relacionada a sobrecargas de pressé&o) e, por fim, a hipertrofia
excéntrica do VE, relacionada com sobrecarga de volume (Figura 1) (12). Estes
padrées alterados na geometria do VE, quando atingem valores muito acima
dos considerados normais, estdo relacionados a um risco maior de morbidade

e mortalidade cardiovascular, como demonstrado por Vakili e cols. (5).

Os critérios eletrocardiograficos que definem a hipertrofia ventricular
esquerda tém a capacidade de identificar subgrupos de pessoas,
principalmente em hipertensos, com alto risco de morbi-mortalidade por
doencas cardiovasculares. Dados do estudo LIFE, com pacientes hipertensos
demonstram que a redugédo nos valores de voltagem de Cornell e Sokolow-

Lyon, com uso de terapia medicamentosa, esta diretamente associada a uma
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reducdo da massa ventricular, e, além disso, a reducdo dos riscos de

morbidade e mortalidade cardiovascular (13).

AN

Remodelamento Concéntrico Hipertrofia VE Concéntrica
Normal Hipertrofia VE Excéntrica

FIGURA 1. PADROES GEOMETRICOS VISTOS NAS DIVERSAS APRESENTAGCOES DA
HIPERTROFIA VENTRICULAR ESQUERDA (ADAPTADO DE FOPPA, DUNCAN E ROHDE,
2005 (12)).

O desenvolvimento da hipertrofia, e sua posterior progressado para a
insuficiéncia cardiaca (IC), resulta de multiplos fatores incluindo altera¢des na
expressdo génica, fatores humorais, apoptose, déficit no metabolismo
energético, arritmias, disfungdo vascular, bem como deposi¢gdo anormal de
colageno e niveis aumentados de fibronectina que, somados, comprometem

tanto a funcdo sistdlica quanto a diastdlica. Na miocardiopatia hipertrofica
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assimétrica, entidade distinta, de origem predominantemente genética, ocorre
espessamento preferencialmente no septo interventricular, o que, por fim, gera
uma assimetria septal hipertréfica e também, gradiente de pressdo em via de

saida do ventriculo esquerdo (7).

A resposta hipertrofica das células musculares cardiacas tem sido
estudada extensamente; porém, os elos intermediarios entre a condicao que
induz a hipertrofia e os eventos bioquimicos que aumentam a producédo de
RNA (transcricdo) e a biossintese protéica (tradu¢do) nao estdo
suficientemente elucidados (14). De forma simplista, pode-se considerar que os
complexos eventos que levam a hipertrofia fazem parte de uma cascata
sequencial que inclui sinais iniciadores, acoplamento de fatores de transcrigéo
e ativacdo de proteinas finalizando com a expressdo de determinados genes

(14).

Hipertrofia cardiaca fisiologica

O exercicio fisico € um estimulo conhecido para o desenvolvimento de
hipertrofia ventricular esquerda. As alteracbes estruturais, resultantes do
treinamento fisico, dependem da natureza, duragéo e intensidade do exercicio.
As diversas modalidades esportivas tém sido classificadas, fundamentalmente,
em dois grandes grupos: esportes de resisténcia, nos quais predominam as
formas isotbnicas ou dinamicas de exercicio, e esportes de forgca, nos quais
predominam as formas isométricas ou estaticas de exercicio. Entretanto,
raramente o condicionamento atlético € puramente isotbnico ou isométrico, e a
maioria das atividades fisicas envolve um componente dinamico e estatico,

embora haja predominio de um deles (15).
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A pratica regular de exercicios fisicos leva a uma série de adaptacdes
fisiologicas graduais no organismo que variam conforme as caracteristicas do
treinamento. Entre essas adaptacbes estdo as cardiovasculares, dentre as
quais se destaca a HC estabelecida frente a alteragdes hemodinamicas que
modificam as condigbes de sobrecarga cardiaca durante as sessdes de

treinamento (15, 16).

A HC induzida pelo treinamento fisico refere-se ao aumento de massa
muscular em resposta a sobrecarga de trabalho nas sessdes de exercicio. Esta
hipertrofia é um mecanismo fisioldgico compensatoério, caracterizado
principalmente pelo aumento do comprimento e didmetro dos cardiomidcitos,
desta forma sendo responsavel pela manutencdo da tensdo na parede
ventricular em niveis fisiolégicos (6, 7, 15, 16). A HC ocorre pela capacidade do
musculo cardiaco de adaptar-se a sobrecargas hemodinémicas, que levam as
alteragdes na estrutura do miocardio de duas formas: uma causada pela
sobrecarga de volume, verificada com o treinamento fisico aerdbio, como a
corrida e a natagao, chamada de hipertrofia excéntrica, e a outra, causada pela
sobrecarga de pressdo, observada com o treinamento de forga/isométrico,
como o levantamento de peso e o judd, que é conhecida como hipertrofia

concéntrica (16).

No entanto, controvérsias ainda persistem sobre seu real significado.
Especula-se se este tipo de hipertrofia seria um processo puramente fisiologico
(hipertrofia compensatoria ou adaptativa), necessario para manter uma 6tima
performance cardiaca nas condi¢cdes de sobrecarga circulatéria aumentada, ou,
ainda, envolveria o potencial de induzir, a longo prazo, altera¢des patoldgicas,

relacionadas a estrutura miocardica e ao comprometimento do desempenho
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cardiaco (14, 17). Para tanto, sdo necessarios mais estudos que visem o
melhor entendimento dos mecanismos que distingam a HC fisiologica da

patologica.

Bases moleculares da hipertrofia cardiaca

O coragao adulto responde aos danos ou alteragdes hemodinamicas
pela ativacdo de uma variedade de rotas de sinalizagao intracelular bem como
de mediadores transcricionais que promovem a hipertrofia do midcito,
reprogramacao de genes fetais e remodelamento da matriz extracelular, como
representado na Figura 2 (7). O sistema renina-angiotensina-aldosterona
(RAAS) parece ter muita relevancia do ponto de vista das alteracdes
moleculares que o ventriculo esquerdo sofre durante o exercicio fisico.
Enquanto o receptor de angiotensina do tipo 1 (AT1) esta implicado na
progressao da hipertrofia patoldgica, o receptor de angiotensina do tipo 2 (AT2)
estd associado a hipertrofia fisiolégica e parece contribuir para o

desenvolvimento de células musculares e hipertrofia celular (18, 19).

Recentemente, Oliveira e cols. (2009) demonstraram a importancia do
eixo RAAS no processo de hipertrofia ventricular esquerda. Os animais
tratados com losartana, um antagonista do receptor de angiotensina, nao
apresentaram hipertrofia ventricular em comparagdo com animais que
receberam placebo no modelo de treinamento de nado forgado (20). Desta
maneira, demonstrou-se o papel do receptor de angiotensina para a instalagéo
da HC induzida pelo exercicio. A angiotensina (Ang Il), molécula central do

sistema RAA, age de forma a estimular o crescimento de células cardiacas
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neonatais através da ativacdo da via ERK, mas parece ndao possuir o mesmo

efeito nas células adultas (21, 22).

Fatores de Al Carga/
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IGF-1 ) ﬂﬂﬂ : FNT-o TGF-p
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i
Gq 4
U\Jt
Pro
colageno

CORFNIT
quinase /
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HVEFisiologica HVE Patologica

Transcricao
Nuclear

FIGURA 2. ROTAS DE SINALIZAGAO CELULAR ENVOLVIDAS NO DESENVOLVIMENTO DE
HIPERTROFIA CARDIACA FISIOLOGICA E PATOLOGICA. PARA ABREVIATURAS,
REFERIR-SE AO TEXTO.

Os receptores acoplados a proteina G (GPCRs) também desempenham
um papel importante no que diz respeito aos efeitos agudos e crdnicos
relacionados a hipertrofia. Por exemplo, os receptores beta-adrenérgicos, de
angiotensina |l e endotelina-1 estdo acoplados a proteina Ga, e alguns estudos
demonstram que uma superexpressao destes parece ser um fator importante

no desenvolvimento da HC (23).
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Diversos estudos apontam, também, para uma ac¢do conjunta da
angiotensina Il e do fator de crescimento transformante beta-1 (TGF-31) como
mediadores do remodelamento cardiaco. O TGF-B1 & particularmente expresso
no miocardio hipertrofiado e tem sua expressao induzida pela angiotensina Il.
Estes dados sugerem que a angiotensina Il aja indiretamente na HC
estimulando o crescimento dos midcitos via TGF-B1, este ultimo agindo de
forma paracrina e autdcrina (24). O TGF-1 também induz a sintese de
componentes da matriz extracelular como colageno, fibronectina e

proteoglicanos, que contribuem para o estabelecimento da HC (24).

As MAP cinases (MAPKSs) sao proteinas do tipo serina/treonina cinases
ativadas pela fosforilagdo dos residuos de serina ou treonina que as
constituem. As proteinas ERKs sao ativadas por estresse mecanico
(estiramento celular), enquanto que as JNKs e a p38 sao ativadas
principalmente por processos estressantes do ponto de vista celular, como
citocinas inflamatédrias, isquemia, oxidacdo, endotoxinas, choque osmdtico,
entre outros (7). Estresse mecanico, agonistas dos receptores de proteina G ou
de receptores que possuem atividade intrinseca de cinases ativam a cascata
de sinalizagdo da ERK e, subsequentemente, aumentam a expressao de c-fos
e alfa-actina esquelética, indicando um vinculo dessas proteinas ao estresse
mecanico relacionado a hipertrofia (7, 25). A p38 junto com o fator de
crescimento epidermal possui a habilidade de promover respostas hipertroficas
através da ativacao da Stat5. Além disso, a ativagado da p38 leva a ativacado do

peptideo natriurético cerebral (BNP), o qual € um marcador de HC (7).
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Modelos animais de hipertrofia cardiaca fisiolégica

Existem diversos modelos animais de HC fisioldgica induzida, tais
como o uso de esteiras rolantes, natagdo e corrida voluntaria em rodas de
treinamento. Além do tipo de exercicio ao qual os animais podem ser
submetidos, ainda ha o uso de diferentes espécies, como ratos,
camundongos e coelhos, entre outros. Cada protocolo tem suas vantagens e
desvantagens, bem como ha variagdo na resposta hipertrofica conforme o

modelo animal que se utiliza, como descrito na Tabela 2.

O uso de esteira rolante nos permite controlar fatores como
intensidade do exercicio e uniformidade entre os grupos de treinamento,
porém, parece ser o protocolo com o menor grau de hipertrofia além de
causar certo estresse nos animais. Ja o protocolo de natagdao permite que
varios animais sejam treinados ao mesmo tempo e é independente da
motivacdo do animal, apesar de ser dificil de quantificar a intensidade do

exercicio, além do estresse imposto aos animais (26).

Este protocolo consegue induzir uma hipertrofia cardiaca de forma
crbnica e com ativagcao de fatores de crescimento importantes para tal
fendtipo. O treinamento de corrida voluntaria realizado em rodas, por sua
vez, traz como beneficio o fato de gerar HC de uma maneira mais
“fisiologica” e “nao-estressante”, pois o animal é livre para se exercitar
conforme a sua vontade. Entretanto, como limitacdo, € um modelo no qual
existe variabilidade no desempenho dos animais, seja na distancia

percorrida, seja na velocidade ou tempo de treino (26).
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TABELA 2. TIPOS DE TREINAMENTO PARA INDUGAO DE HIPERTROFIA CARDIACA

FISIOLOGICA EM MODELOS ANIMAIS.

Espécie e tipo de treinamento

Comentarios

Referéncia

Corrida em esteira

Ratos adultos, 47% de inclinagao, 5x por
sem., 60 min/dia, 4-13 semanas,
intervalos de 8 min, 85-90% da VO,max

e 2 min 50-60% da VO,max.

Camundongos adultos, 47% de
inclinagcéo, 5x por sem., 60 min/dia, 4-13
semanas, intervalos de 8 min, 85-90% da

VO,max e 2 min 50-60% da VO,max.

Ratos machos adultos, sem inclinagao,
5x por sem., 30 min/dia, 6-12 sem.,

0,8km/h.

Natacao

Ratos adultos machos, agua 30-32°C, 5x
sem., 8 sem., +5% do peso do corpo

pendurado na cauda.

Camundongos adultos machos, agua 30-
32°C, 1x versus 2x por dia, 60 vs 90 min
treino, 4 ou 6 semanas, 5x/sem., +4% do

peso do corpo pendurado na cauda.

Exercicio de alta intensidade;
1 VE/corpo, 1 VD/corpo,

1 Coragéo/corpo, 1 dimensao

dos cardiomidécitos

Exercicio de alta intensidade;

1 VE/corpo, 1 VD/corpo,

1 Coragéao/corpo, 1 dimensao

dos cardiomiocitos

1 Peso VE/corpo

1 VE/corpo, 1 VD/corpo,

1 Coragéao/corpo

Efeito das diferentes cargas,

tempos e frequéncia do

exercicio;

1 VE/corpo, 1 Coracéo/corpo

Wisloff et al.

(2001)(27)

Kemi et al.

(2002)(28)

Fenning et al.

(2003)(29)

Medeiros et al.

(2004)(30)

Evangelista et

al. (2003)(31)
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Corrida voluntaria em rodas

Ratas adultas, 6 semanas de treino, 1 VE/corpo, 1 VD/corpo, Natali et al.
acesso livre + Coracgolcorpo (2001)(32)
Camundongos adultos machos, 2-4 Exercicio e tempo de corrida Allen et al.
semanas de treino, acesso livre sdo adquiridos: média de (2001)(33)

4,3h/dia, 6,8km/dia na 42

semana, 1 Coragao/corpo

Abreviagdes: VE = ventriculo esquerdo; VD = ventriculo direito; min = minutos; sem = semanas

Em resumo, ndao ha um protocolo perfeito, com indugcdo de HC
acentuada e de pouca variabilidade. Apesar disto, dadas as dificuldades
praticas de se estudar aspectos celulares e moleculares em modelo de HC
fisiolégica em humanos, faz-se o uso destes modelos animais, adaptando-os
conforme a necessidade do pesquisador. Apesar das limitacbes de cada
modelo, eles nos permitem identificar diversas rotas e moléculas envolvidas

no processo fisioldgico de instalagdo da hipertrofia adaptativa.

Os microRNAs (miRNAs ou miRs)

Desde o seu descobrimento em 1993 por Ambros e colaboradores,
os microRNAs (miRNAs ou miRs) vém ganhando destaque no cenario
cientifico por sua capacidade de regular finamente a expressao génica.
Naquele trabalho, os autores mostraram pela primeira vez um pequeno
RNA, lin-4, tendo complementaridade parcial com a regido 3’-UTR do RNA

mensageiro (MRNA) da proteina lin-14, levando a redugao da expressao de
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tal proteina (34). Os microRNAs sao moléculas curtas (18-25 nucleotideos),
endogenas, que nao codificam proteinas, mas agem regulando a expressao
de diversos genes por inibir a tradugdo ou por promover a degradagao do

mRNA (35).

Os microRNAs séo filogeneticamente conservados e codificados por
genes localizados nas regides entre os genes codificadores de proteinas ou
em introns (35). Supde-se que cada microRNA possua mais de 200 genes-
alvo e cada um desses genes pode ser regulado por mais de um microRNA.
Os microRNAs podem apresentar uma expressao constitutiva ou especifica
de diferentes fases do desenvolvimento, e ainda, serem expressos em
certos tecidos e ausentes em outros (36). Por exemplo, o miR-208 parece
ser primordialmente expresso no tecido cardiaco e seu aumento no plasma

tende a refletir um dano sofrido pelos cardiomiocitos (37, 38).

O miRNA Registry (39) e miRbase Registry definem os nomes dos
genes de microRNAs. Os nomes sao atribuidos pelo registro baseado em
diretrizes estagbelecidas por diversos pesquisadores. Os microRNAs
recebem uma nomenclatura especifica com 3 a 4 letras como prefixo para
identificar a espécie, por exemplo, hsa-miR-101 para humanos e mmu-miR-
101 para camundongos. Ainda, as sequéncias maduras dos microRNAs sao
designadas como “miR” enquanto que seus precursores em formato de
hairpin sdo denominados “mir”. Os nomes dos genes de microRNAs tém o
objetivo de transmitir informagdes funcionais. Por exemplo, hsa-miR-101 e
mmu-miR-101 sdo ortdlogos, ao passo que microRNAs que diferem apenas
em um ou dois nucleotideos, sdo chamados paralogos e recebem sufixos

como, por exemplo, mmu-miR-10a e mmu-miR-10b em camundongos.
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Diferentes loci de hairpin que dao origem a um microRNA idéntico recebem
sufixos numerados como dme-mir-281-1 e dme-mir-281-2 em Drosophila

melanogaster (39-41).

Biogénese de microRNAs

Os microRNAs s&o inicialmente transcritos como longos precursores
de fita dupla chamados de microRNAs primarios (pri-miRNA) dentro do
nucleo celular. Ainda no nucleo, pela acdo da enzima Drosha, o pri-miRNA é
convertido em microRNA prematuro (pré-miRNA). No citoplasma, o pré-
microRNA (60-70 nucleotideos) sofre a agdo de outra ribonuclease do tipo Il
denominada Dicer e da origem a um pequeno e imperfeito duplex dupla fita
de RNA (miRNA: miRNA*) que contém tanto a fita de microRNA maduro,
quanto sua fita anti-senso (microRNA*) (42, 43). Nesta etapa, o microRNA
maduro pode ser acoplado ao complexo de silenciamento induzido por RNA
(RISC) constituido pricipalmente por proteinas da familia Argonauta. Apenas
uma das fitas do duplex de miRNA permanece no complexo RISC para agir

nos seus mRNAs-alvos (35, 44, 45) (Figura 3).
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FIGURA 3. BIOGENESE DE MICRORNAS.

Mecanismo de acdo dos microRNAs

Os microRNAs maduros interagem com a proteina argonauta (Ago)
para formar o RISC, e entdo, guiar esse complexo até o mRNA-alvo,
preferencialmente até a regido 3’ nao-traduzida. O sitio de ligacdo dos
microRNAs ao seu mRNA-alvo depende da complementaridade dos pares
de bases (sequéncia seed com aproximadamente 7 nucleotideos) na regido

5’ do microRNA com a regiao 3’ do mRNA (44, 46).

Esta ligagdo do microRNA ao mRNA é extremamente dependente de

complementaridade de sequéncia. Quando o microRNA ¢é totalmente
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complementar a sequéncia do seu mRNA-alvo ocorre a degradagao deste.
Porém, havendo uma complementaridade imperfeita, a traducdo do mRNA é
inibida (35, 47). Em animais, a maioria dos microRNAs liga-se na regido 3'-
UTR do mRNA-alvo com complementaridade imperfeita, e funcionam como
repressores traducionais (35). A inibicdo da tradugdo continua sendo
considerada como o mecanismo principal de regulagado da expresséo génica
pelos microRNAs em animais (47); porém, trabalhos recentes tém apontado
outros possiveis mecanismos, como a deadenilagédo, degradacéo e liberagao

precoce dos ribossomos, como mostrado na Figura 4 (47).
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Mecanismo de acdo dos microRNAs
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FIGURA 4. PRINCIPAIS MECANISMOS DE AGAO DOS MICRORNAS (ADAPTADA DE NILSEN, 2007).
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Os microRNAs e o sistema cardiovascular

Os microRNAs miR-1 e miR-133 séo preferencialmente expressos no
musculo cardiaco e esquelético e parecem regular a diferenciacdo e a
proliferacdo destas células. Estes dois microRNAs parecem desempenhar um
papel importante no remodelamento cardiaco durante a cardiogénese (48). A
superexpressao do miR-1 em camundongos resulta em paredes ventriculares
delgadas, insuficiéncia cardiaca e malformagdes cardiacas no periodo
embrionario (13° dia) (49). Um trabalho recente de Catalucci e colaboradores
(2008) demonstrou que camundongos nocauteados para o0 miR-1
apresentavam defeitos cardiacos na conducgao elétrica e no controle do ciclo
celular, bem como na morfogénese cardiaca (17). Outro grupo de pesquisa,
coordenado por Care, demonstrou que ha uma expressao reduzida do miR-1 e
do miR-133 em modelos animais de HC e essa reducao foi confirmada em
amostras de coragcdao provenientes de pacientes com cardiomiopatia

hipertréfica ou dilatagéo atrial (50).

O miR-21 tem sua expressao induzida pelo estresse cardiaco e parece
agir como um regulador do crescimento cardiaco e da ativagdo de genes fetais
em cardiomiocitos primarios in vitro; porém, o seu papel na hipertrofia do
cardiomiécito ainda é controverso (48). Enquanto Tatsuguchi e colaboradores
(2007) mostraram que o nocaute para o miR-21 realga 0os mecanismos
hipertréficos (51), Cheng, em um trabalho do mesmo ano (2007), demonstrou
que o nocaute para o miR-21 & capaz de suprimir o crescimento do
cardiomiécito bem como a expressdo de genes fetais (51, 52). Em modelos

animais de HC induzida por Ang Il e fenilefrina, a hipertrofia dos midcitos foi
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acompanhada por um aumento de quatro a cinco vezes na expressdo do miR-
21. Além disso, quando realizado o nocaute para este microRNA, ocorreu uma
inibicdo parcial do crescimento celular e da sintese protéica mediada por Ang |l

e fenilefrina nos cardiomiocitos de ratos neonatos (52).

No modelo de bandeamento aortico transtoracico (BAT), o qual resulta
no desenvolvimento de hipertrofia cardiaca patolégica e posterior progressao
para insuficiéncia cardiaca, foi demonstrada a importancia do miR-208. Os
animais nocauteados para o miR-208 (miR-208 -/-) n&o desenvolviam
hipertrofia cardiaca frente ao estimulo de sobrecarga de pressdo com o BAT,
diferentemente dos animais selvagens que apresentavam hipertrofia associada

ao remodelamento irregular (53).

Os miR-208a e -208b sao considerados, atualmente, microRNAs cardio-
especificos, de tal forma que niveis plasmaticos aumentados do miR-208a em
ratos infartados foram descritos como marcadores de infarto agudo do
miocardio tdo sensiveis quanto a tradicional troponina | (54). Ainda neste
trabalho de Wang e colaboradores, foi demonstrado que o miR-499 também é
indicador de dano agudo ao miocardio, porém nao € tao sensivel quanto o miR-

208a como mostrado na figura 5 (54).
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FIGURA 5. CURVA DE SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE DOS MICRORNAS 499 E 208A
PARA DETERMINAGAO DO DIAGNOSTICO DE INFARTO AGUDO DO MIOCARDIO.
(ADAPTADO DE CORSTEN, 2010 (54)).

Estudo in vivo utilizando o modelo de BAT demonstrou que animais
transgénicos, superexpressando o miR-195, apresentavam HC patoldgica duas
semanas apos o BAT evoluindo para insuficiéncia cardiaca decorridas seis
semanas do insulto, o que associa-se a um pior prognostico quando
comparados aos animais selvagens que nao apresentam niveis elevados deste
microRNA (Figura 6). A superexpressao do miR-195, neste trabalho, induziu o
crescimento dos cardiomiocitos e o desenvolvimento de IC nos camundongos
transgénicos. Além disso, foi sugerido que niveis moderados do miR-195
causariam HC, enquanto niveis mais elevados causariam cardiomiopatia
dilatada (55). Este estudo também demonstrou uma expressao aumentada de
marcadores hipertroficos como o fator natriurético atrial, o BNP e a cadeia

pesada de miosina (a-MHC) em resposta a superexpressao do miR-195 (55).
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FIGURA 6. MODELO TRANSGENICO DE CAMUNDONGOS QUE SUPEREXPRESSAM MIR-
195 E FORAM SUBMETIDOS AO BANDEAMENTO AORTICO TRANSTORACICO
(ADAPTADO DE VAN ROOIJ, 2006 (55)).

Recentemente Fernandes e cols. (2011) demonstraram o envolvimento
dos miRs-27a e -27b e do miR-143 no modelo de HC induzida pelo exercicio
(natacédo) em ratos Wistar. Este trabalho mostra o aumento de expressao dos
miRs-27a e -27b, que tém como alvo a enzima conversora de angiotensina
(ACE), e a redugao dos niveis teciduais de miR-143, que tem como alvo a

ACE2 no coragao destes animais treinados (56).
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JUSTIFICATIVA

Os microRNAs destacam-se como importantes reguladores da
expressdo génica tanto em condigbes fisioldgicas quanto patoldgicas. A
identificacdo de um padrdo de expressdo destas moléculas € de extrema
importancia no entendimento dos mecanismos biolégicos que levam a HC.
Diversos estudos apontam para o papel relevante dos microRNAs na
patogénese da hipertrofia ventricular patolégica em modelos experimentais. Em
particular, os miRs-21, -195 e -208, isoladamente, foram capazes de influenciar
o desenvolvimento de fendtipos hipertroficos, semelhantes aqueles

encontrados na hipertrofia patolégica em humanos.

Por outro lado, o papel dos microRNAs na modulagdo génica dos
processos relacionados ao desenvolvimento da hipertrofia ventricular fisiologica
ainda nao foi estudado de forma consistente. Acredita-se que as vias
intracelulares ativadas neste cenario sejam completamente distintas daquelas
que ocorrem nos modelos de hipertrofia patolégica. Apesar disto, o fendtipo de
“hipertrofia excéntrica”, com dilatagcdo cavitaria leve e funcédo sistdlica
inicialmente preservada, pode ocorrer em ambos os processos — fisiologico e
patolégico. Parece plausivel, desta forma, que algumas rotas de ativagdo
génica possam ser compartilhadas nestas duas formas de hipertrofia

ventricular.

O entendimento dos mecanismos moleculares que participam na génese
da hipertrofia cardiaca fisioldégica, que tem carater adaptativo, “benigno” e
reversivel, podera, no futuro, viabilizar o estabelecimento de estratégias

inovadoras para a prevengdo, tratamento e reversdao da propria hipertrofia
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patologica. Esta ultima reconhecidamente relacionada com evolugéo clinica
desfavoravel, muitas vezes evoluindo para quadros de insuficiéncia cardiaca.
Desta forma, o presente trabalho se prop6s a avaliar o perfil de expressao de
microRNAs em um modelo experimental de hipertrofia ventricular fisioldgica,
induzida por exercicio fisico voluntario em camundongos. A estratégia de
avaliagao planejada incluiu o estudo de microRNAs sabidamente expressos em
modelos de cardiopatia e hipertrofia, além do estudo de novos microRNAs
rastreados pela técnica de microarranjo. Para o entendimento dos processos
que porventura venham a se estabelecer precocemente apds o inicio da
atividade fisica, optamos por realizar as analises moleculares apds 7 dias do

inicio do protocolo e ao final dele (35 dias).
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OBJETIVO PRINCIPAL

Identificar o perfil de expressao de microRNAs no ventriculo esquerdo de
camundongos Balb/c submetidos ao protocolo de hipertrofia cardiaca induzida

pelo exercicio voluntario em rodas de corrida.

Objetivos especificos:

v'  Estabelecer o modelo de hipertrofia ventricular esquerda

fisiolégica, com exercicio fisico voluntario em camundongos.

v Avaliar a presencga de hipertrofia cardiaca fisiolégica aos 7 e 35
dias de treinamento nos animais que praticam o protocolo de
exercicio fisico, avaliada por ecocardiografia e pela relagcao do

peso do VE corrigido pelo peso total do animal.

v' Avaliar o efeito do desenvolvimento da hipertrofia cardiaca
fisiologica sobre a expressdo de microRNAs sabidamente
envolvidos com a hipertrofia ventricular patolégica (miRs-21, -195

e -208).

v' Avaliar o efeito do desenvolvimento da hipertrofia cardiaca
fisiologica sobre a expressdo de novos microRNAs rastreados

pela técnica de microarranjo.
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ABSTRACT

BACKGROUND - MicroRNAs (miRs) are a class of small non-coding RNAs that
regulate gene expression. Transgenic models have proved that a single miR can
induce pathological cardiac hypertrophy and failure. The cellular and molecular
mechanisms involved in the genesis of physiologic left ventricular hypertrophy (LVH),

however, are not well elucidated.

OBJECTIVE - To evaluate miRs expression in an experimental model of exercise-
induced LVH, based on miRs already known to be expressed in pathological

hypertrophy and on miRs identified by microarray analysis.

METHODS - Male Balb/c mice were divided into sedentary (SED) and exercise (EXE)
groups. Voluntary exercise was performed in odometer-monitored metal wheels during
35 days. Analyses were performed after 7 and 35 days of training, and consisted of
transthoracic echocardiography, maximal exercise test, miRs microarray (miRBase

v16; LC Sciences, TX, USA) and real-time qRT-PCR analysis.

RESULTS - Left ventricular weight/body weight ratio increased by 7% in the EXE group
at day 7 (p<0.01) and by 11% at 35 days of training (p<0.001), compared to the SED
group. Echocardiography-based data demonstrated a similar pattern of LVH. After 7
days of training, microarray identified 35 deregulated miRs: 20 had an increase in their
expression and 15 were down-regulated (p 0.01). At day 35 of training, 25 miRs were
deregulated: 15 were up-regulated and 10 had decreased their expression compared
to the SED group (p<0.01). In gqRT-PCR there was no change of expression of miRs
previously associated to pathological LVH (miR-21 and miR-195), but it was identified a
significant down-regulation of miR-26b and a statistical trend towards an increased

expression of miR-341*.

CONCLUSIONS - Our data indicated that previously established regulatory gene
pathways involved in pathological LVH are not deregulated in physiologic LVH. The
observed potential increase in miR-341* targeting altered cytoskeleton network
properties, and the decrease in miR-26b expression, targeting pro-survival pathway

(PI3K/Akt), deserve further gene validation studies.
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INTRODUCTION

MicroRNAs (miRs or miRNAs) are a class of small non-coding RNAs that
regulate gene expression by inducing mRNA cleavage or by inhibiting protein
translation (1). Similar to protein-coding genes, miRs expression is variable;
some miRs are constantly expressed while others are expressed in a cell- and
tissue-specific manner (2). miR-208a and miR-208b, for example, are cardiac-
specific miRs that are co-expressed and encoded within introns of the a- and -

cardiac myosin heavy chain (MHC) gene, respectively (3,4).

Expression of miRs has been described in almost all cardiovascular
disorders (5-9), but their specific role on the genesis of cardiac hypertrophy has
received great attention in the last decade. Different in vivo models of cardiac
hypertrophy such as transverse aortic constriction and calcineurin transgenic
mice demonstrated a similar pattern of deregulated miRs (10). Transgenic
mouse models of gain- and loss- of function have proved that a single miR can
induce pathological hypertrophy and failure (4,11,12). Cardiac overexpression
of miR-195 resulted in pathological cardiac growth and heart failure in

transgenic mice (11).

Physiologic cardiac hypertrophy is a common adaptation that occurs in
the heart under exercise training and leads to morphological changes without
overall ventricular dysfunction, an alleged “benign hypertrophy” (13,14). The
cellular and molecular mechanisms involved in the genesis of physiologic
cardiac hypertrophy are not well elucidated than the processes implicated in
pathological growth, but they also entail the activation of specific sets of genes

responsible for cardiomyocyte expansion (15-17). Fernandes et al. have
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recently suggested that miRs might also be involved in experimental cardiac
hypertrophy induced by swimming training (18). In this scenario, studies that
unravel the molecular mechanisms that permeate heart adaptations on
physiologic hypertrophy might be instrumental in the development of strategies
to prevent or reduce the detrimental impact of pathological hypertrophy. The
present study was planned to evaluate the profile of miRs expression in an
experimental model of exercise-induced left ventricular hypertrophy, based on
miRs already known to be expressed in pathological hypertrophy and on

microarray analysis.

METHODS

Animals

Eight to ten week-old male Balb/c mice were studied and kept at the
experimental animal facility in the Research Center of Hospital de Clinicas de
Porto Alegre, under light and dark cycles of 12 hours, room temperature ranging
from 20-25°C, and water and chow ad libitum. Animals were divided into two
groups of 10-12 animals: sedentary (SED) and exercise (EXE) groups.
Analyses were performed after 7 and 35 days of training. All animals were
treated in accordance with the Guidelines for the Care and Use of Laboratory
Animals prepared by the National Academy of Sciences and published by the
National Institutes of Health (NIH publication no. 85-23, Revised 1996). The

study was approved by the institution’s Ethics on Research Committee.
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Model of physiological hypertrophy

Physiological hypertrophy was induced by a standard protocol of voluntary
exercise of 35 days, as previously described (19,20). In brief, animals were kept
in cages with metal wheels (diameter of 12 cm) where they could perform
voluntary exercise. Each cage contained four mice and a wheel for each animal.
Odometers were installed in each cage in order to obtain data related to
exercise load: daily distance (m), average speed (m/min), maximum speed
(m/min) and running time. These measures were reviewed and recorded by an
investigator every 24 hours, during the exercise protocol. Sedentary groups
were kept in standard cages, with no exercise wheels. Animals were sacrificed

at 7 and 35 days after the initiation of the protocol.

Echocardiography

Animals underwent transthoracic echocardiography at a baseline
evaluation, at 7 and 35 days, without the use of anesthesia. The
echocardiograms were performed by a trained operator in human and
experimental echocardiography, using a commercially available equipment
(EnVisor HD System, Philips Medical, Andover, MA, USA), with a 12-13 MHz
linear transducer, at 2 cm depth imaging. At least three high-quality M-mode
tracings of the short-axis view of the left ventricle was captured and stored for
off-line analysis. The echocardiographic operator was blinded to group
allocation at all times. Left ventricular diastolic and systolic transverse
dimensions were then measured in at least three beats per animal to estimate
left ventricular mass. Left ventricular mass was calculated using the following
formula: [1,055 (LVSTd + LVdD + PWTd)®> — LVDd®] (21), where LVSTd

represents left ventricular septal thickness in diastole, LVDd represents left
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ventricular diastolic diameter, and PWTd represents posterior wall thickness in

diastole.

Maximal exercise test

Mice were submitted to exercise testing on a motor treadmill (Space
Saver Treadmill®, USA) at baseline, 7 days and 35 days of training to evaluate
their maximal exercise capacity and to demonstrate the expected improvement
in functional capacity in the EXE group. All animals underwent a 5-minute
adaptation period on the treadmill at a speed fo 7.7 m/min before the test. The
test started at 15m/min and the intensity of exercise was increased by 3 m/min
every 2 min at 0% grade of inclination until 45m/min or exhaustion. This test
provided the total distance run by each animal that was estimated at the end of

the test.

Heart weighing and tissue preparation for molecular

analysis

After the final echocardiographic assessment, animals were anesthetized
with xylazine (0.67 mg/kg) and ketamine (0.33 mg/kg) and weighed, followed by
surgical chest opening and rapid excision of the hearts. Then, the atriums and
the right ventricle were excised in order to isolate the left ventricle. The
specimens were weighed and immediately frozen in liquid nitrogen. Left and
right ventricles were weighed to calculate left ventricle/body weight ratio (LV/BW
in mg/g). After weighing, a tissue sample from the left ventricle of each animal
was stocked in a RNA later® (Qiagen, USA) solution. Total RNA and miRs were

extracted using miRNAeasy mini kit according to manufacturer’s instructions
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(Qiagen, USA). After extraction, 50pM of synthetic microRNA-39 from
Caenorhabditis elegans (cel-miR-39) were spiked-in as a standard control. Big
RNAs and the enriched portion with miRs were stored at -80°C for subsequent
molecular analyses. The concentration of RNA was determined by a NanoDrop

ND-1000 Spectrophotometer (NanoDrop Tech., Rockland, DE).

MicroRNA microarray

A fraction of total RNA was sent to LC Sciences (LC Sciences, Houston,
TX) to perform miRs microarray. We performed this analysis using a pool of four
animals from each group (SED 7 days; EXE 7 days; SED 35 days and EXE 35
days). The animals to compose the RNA pool in each group were chosen based
on the extremes of LV/BW, and total RNA concentration was equilibrated
among animals to avoid quantity variability. RNA pools were suspended in a
regular precipitation solution (3M NaOAc, pH 5.2 and 100% ethanol in final
volume of 300uL) and stored at -80°C freezer until shipment. For international
shipment, tubes containing RNA pools were packed in a thermo-stable shipping
box using a mix of dry ice and regular freezer ice blocks to keep the
temperature low. The transport was carried out by international courier service
and was in accordance with IATA DG regulations of safety and non-hazardous
samples. The miR microarray was performed using the miRbase version 16,
which allows the screening of 1040 mature mouse miRNA. LC Sciences
Company performs the analysis in triplicates and provides the basic statistical

analysis to compare the differences between groups.



54

Reverse transcription and quantitative real time PCR (qRT-

PCR)

Reverse Transcription (RT) reaction was carried out for miRs that have
been previously described to be involved in pathological cardiac hypertrophy
(miR-21 and miR-195) and in models of cardiovascular disease associated to
cardiomyocyte injury (miR-499). Also, selected miRs that were significantly
altered in microarray data were chosen for validation: miR-150 was down-
expressed both at days 7 and 35, miR-499 was down-expressed at day 7 and
miR-26b at day 35; miR-341* was overexpressed at both days 7 and 35, while
miR-1224 was overexpressed only at day 7. miR-3077* and miR-1892 were
also selected for validation, but the manufacturer (Applied Biosystems Inc.,
USA) could not build high-quality custom-made constructs that allowed
analysis.

Reverse Transcription (RT) reactions were run at Veriti™ 96-Well
Thermal Cycler according to manufacturer’s instructions using miRs Reverse
Transcription Kit® (Applied Biosystems Inc., USA). Dysregulated miRNAs were
validated by using the TagMan® miRs Expression Assays probes (Applied
Biosystems Inc., USA). TagMan miRNA assays and Primer sets for these
miRNAs including control cel-miR-39 were purchased from Applied Biosystems
Inc. All the miRs qRT-PCR reactions were run in triplicate using 7500 Real-
Time PCR Systems (Applied Biosystems, Inc.). Relative expression was

calculated using the comparative threshold cycle (27°°") method (22).

Statistical analysis
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All values are expressed as mean = SD. Student’s t-test or Mann-
Whitney test was used for two-group comparisons. Comparisons of parameters
among three or more groups were analyzed by one-way ANOVA for single
factor, or two-way ANOVA for two-factor variables, followed by Bonferroni’s
correction for multiple-comparisons. A two-tailed p value <0.05 was considered
statistically significant. Statistical analyses were performed using SPSS version

18 for Windows.

RESULTS

Exercise protocol and maximal exercise test

Animals underwent a 5-week protocol of voluntary wheel running. Table
1 describes weekly and mean data on exercise load. Overall, animals ran a
mean time of 5 hours per day, during all weeks of the protocol. Mean daily
distance increased weekly and peaked at the third week (7.6 + 3.4 km/day; p =
0.005). Similarly, mean speed increased during the protocol with the highest
speed achieved at the third and fourth week (p < 0.001). There was no

difference on maximal speed between all weeks.

Mice performance in exercise testing at baseline, after 7 days and 35
days of training is depicted in Figure 1. Exercised animals showed the expected
improvement in functional performance compared to the control group,
evaluated by the total running distance before exhaustion. This difference was
already noticeable at day 7 (1550 + 108 m versus 522 + 124 m, respectively)
and increased at day 35 of training (1858 + 141 m and 557 + 141 m,

respectively).
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Left ventricular hypertrophy

Body weight was not different between EXE and SED groups both in 7
days and 35 days of training (data not shown). LV/BW ratio increased by 7% in
the EXE group at day 7 compared to SED group (4.84 + 0.17 mg/g versus 4.47
+ 0.16 mg/g, respectively; p < 0.01; Figure 2A), and by 11% at 35 days of
training (4.98 + 0.31 mg/g versus 4.54+0.13 mg/g, respectively; p < 0.001;
Figure 2B). Echocardiography-based data demonstrated a similar pattern, as
LVSTd and PWTd increased progressively after training, as depicted in Figures
3A and 3B. LVSTd increased by 24% and 32% after day 7 and day 35,
respectively; while PWTd increased by 19% and 17% after day 7 and day 35,
respectively (all p values < 0.005). We did not observe any significant
differences between the EXE and SED groups in LVDd in both time points
(Figure 3C). Estimated left ventricular mass increased significantly only at day
35 in the EXE group compared to the SED animals (58.2 + 5.0 mg and 33.5

16.0 mg, respectively; p = 0.01; Figure 3D).

MicroRNAs microarray

Detailed data on microarray analysis is described in the supplementary
data in the Appendix. Microarray analysis was performed in both groups (EXE
and SED) in two time points (day 7 and day 35). Day 7 evaluation was
undertaken in the expectation to assess the cellular process that was taking
place as the cardiomyocyte is initiating the adaptation to exercise. At 7 days of
training, microarray indentified 35 deregulated microRNAs: 20 had an increase
in their expression and 15 were down-regulated (Figure 4A, p < 0.01). At day 35
of training, 25 microRNAs were deregulated, 15 were up-regulated and 10 had

their expression decreased compared to the SED group (Figure 4B, p < 0.01).
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Figure 4C shows the comparison of miRs expression in both trained groups, at
different time points: we detected 7 miRs down-regulated and 11 miRs up-
regulated (p < 0.01). Finally, we analyzed the temporal variation in miRs profile
between sedentary groups. We detected only 6 miRs deregulated: 2 miRs were
down-regulated and 4 miRs were up-regulated (from SED day 7 to SED day 35)

(Figure 4D; p<0.01).

Real-time qRT-PCR

miR-21, miR-195 and miR-499. Real-time gRT-PCR analysis of the miRs

that has been previously demonstrated to be involved in pathological
cardiomyocyte growth are depicted in Figure 5. As demonstrated, we did not
observe any significant change in expression of these miRs when comparing

the EXE and SED groups in both time points.

Down-expressed miRs on the microarray. Figure 6 shows the real-time

gRT-PCR of miR-26b and miR-150, demonstrating a significant decreased

expression of miR-26b in exercised animals compared to the sedentary group.

Overexpressed miRs on the microarray. Figure 7 shows the real-time

gRT-PRC of miR-341* and miR-1224, demonstrating a trend towards an
increased expression of miR-341* in exercised animals compared to the

sedentary group.

DISCUSSION
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In the present study, animals that underwent physical training developed
physiologic left ventricular hypertrophy, demonstrated by a significant increase
in left ventricular mass indices, based on direct weighing and on echo-based
parameters. Voluntary exercise also implicated in a considerable improvement
in the achieved distance in the maximal exercise test. These functional and
morphological changes in left ventricular geometry paralleled with a distinct
pattern of microRNA expression that what had been previously demonstrated in
models of pathologic left ventricular hypertrophy. In particular, we did not find
altered levels of miR-21, miR-195, miR-499, miR-150 and miR-1224; but we
identified a reduced expression of miR-26b and a tendency towards to an
increased expression of miR-341* after 7 days of training. Importantly, few
miRs were altered when comparing both sedentary groups in different time
points, suggesting that the changes identified between SED and EXE groups

were not merely by chance.

miR-21, miR-195 and miR-499 have been previously described as
biomarkers of cardiac injury in pathological cardiac hypertrophy and in
cardiovascular disorders. miR-21 levels, for example, were selectively
increased in fibroblasts of the failing heart, and in vivo silencing of miR-21 in a
mouse pressure-overload-induced disease model diminished cardiac ERK-MAP
kinase activity, inhibited interstitial fibrosis and attenuated cardiac dysfunction
(23). In contrast, miR-21-null mice were normal and, in response to a variety of
cardiac stresses, display cardiac hypertrophy, fibrosis, upregulation of stress-
responsive cardiac genes, and loss of cardiac contractility, suggesting that miR-
21 might not be essential for pathological cardiac remodeling (24). Olson et al.

have reported that overexpression of miR-195 in a model of ascending aorta
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banding in mice directly induced cardiac dysfunction and heart failure in
transgenic animals (11). Using the same experimental model, Busk et al.
showed that miR-195 is induced during the early phases of hypertrophic growth
(25). Finally, acute myocardial infarction and acute heart failure patients
depicted significant increases in plasmatic levels of miR-499 compared to
control (26). Our data indicate that microRNAs that have been previously
associated with left ventricular hypertrophy during pathologic processes are not

involved in the development of physiologic hypertrophy.

We found a trend of increase in miR-341* expression at 7 days in
animals that developed physiologic hypertrophy. This microRNA had not been
previously described or validated in models of cardiovascular disease.
However, miR-341* has the microtubule-associated protein 4 (Mtap4 or MAP-4)
as one of its gene targets ((predicted by Targetscan (27)). MAP4
overexpression causes increased tubulin expression, formation of stable
microtubules, and altered microtubule network properties, such that MAP4
upregulation may be one of the causes for the dense, stable microtubule
network characteristic of pressure-overloaded, hypertrophied cardiomyocytes
(28). Microtubules are one of the three types of cytoskeletal filaments that are
superimposed spatially on the myofilaments, a specialized system of contractile
protein filaments in the mature striated muscle. Each of these systems of
protein filaments has the potential to respond in an adaptive or maladaptive
manner during load-induced hypertrophic cardiac growth (29). Using this line of
reasoning, Cooper has suggested that “the extent to which such hypertrophy is
compensatory is also critically dependent on the type of hemodynamic overload

that serves as the hypertrophic stimulus” (29). Thus cardiac hypertrophy might
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not be intrinsically maladaptive; rather, it is the nature of the inducing load
rather than hypertrophy itself that is responsible, through effects on structural
and/or regulatory proteins, for the frequent deterioration of initially
compensatory hypertrophy into the congestive heart failure state. Further target
validation approaches are necessary to confirm the intriguing hypothesis that
miR-341 might be involved in physiologic hypertrophy through the contribution

of MAP-4 de-regulation.

We observed a significantly reduction in miR-26b expression at 7 days of
training. Cardiomyocyte increase in size as a response to major physiological or
pathological stimuli is the process that leads to augmentation of ventricular
mass defined as hypertrophic growth (30). Diverse pathways are involved and
can be modulated according to initial stimuli. Exercise, for example, activates
preferentially the Akt/PI3K pro-survival pathway (31,32). miR-26b has never
been previously associated with models of left ventricular hypertrophy, but this
microRNA has been largely studied in different tumor cells and types of cancers
(33-37). For instance, ionizing radiation-induced up-regulation of activating
transcription factor 2 (ATF2) was coordinately enhanced by suppression of miR-
26b in lung cancer cells, which may enhance its effect in MAPK signaling
pathway (33). Interestingly, miR-26b has attractive predicted target genes
(predicted by Targetscan [27]) related to the pro-survival pathways, such as the
insulin-like growth factor 1 (IGF-1) and PI3K regulatory subunit gamma, both

key signals associated to adaptative hypertrophy (30).

Although microarray analysis has suggested a decreased expression of

miR-150 both at 7 and 35 days after initiation of exercise training, we did not
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observe significative changes in this miR by real-time gRT-PCR. miR-150 has
been described as a regulator of B- and T-cell differentiation and is expressed
in mature cells (38). In addition, human studies suggest that microvesicles
isolated from the plasma of patients with atherosclerosis contained higher levels
of miR-150, and that they promoted cell migration more effectively than
microvesicles from healthy donors (39). These results demonstrate the
appealing concept that cells can secrete miRNAs and deliver them into recipient
cells where the exogenous miRNAs can regulate target gene expression and

recipient cell function.

Recently, Fernandes and co-workers (18) reported exercise-induced
expression of microRNA-27a and -27b, targeting the classic angiotensin-
converting enzyme (ACE), and decreased microRNA-143, targeting ACE2 in
the heart. They demonstrated an increase in ACE2, Ang (1-7), and angiontensin
Il type 2 receptor in rat hearts induced by high-volume swimming training.
These findings suggest that the “non-classic” cardiac renin-angiotensin system
might counteract the classic cardiac renin-angiotensin system during adaptive
hypertrophy (18). Our microarray analysis did not confirm these latter findings.
Significant differences in the experimental models might explain these
discrepancies, related to the exercise protocol itself (swimming versus voluntary

exercise) and to the type of animals (rats versus mice).

Some limitations related to our study design must be considered.
Microarray analysis was performed using tissue derived from a pool of four
animals in each group and time period, with the expectation that the intrinsic

variability on microRNA expression would be low among animals from the same
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group. This was proven not to be completely true, even in animals that
developed clear exercised-induced ventricular hypertrophy. Two highly de-
regulated microRNAs (miR-3077* and miR-1892) that were identified by
microarray analysis could not be custom-made by the manufacturer (Applied
Biosystems Inc., USA). Finally, as fully recognized, microarray analysis is
considered a method of screening, and for this reason it has to be confirmed by

qRT-PCR.

In conclusion, our data on microRNA profiling after 7 and 35 days of
voluntary exercise in mice suggest that previously established gene regulatory
pathways of pathological hypertrophy are not deregulated in physiologic cardiac
growth. The observed potential increase in miR-341*, related to altered
cytoskeleton network properties, and the decrease in miR-26b expression,
related to prosurvival pathway of PI3K and Akt, deserve further gene validation

target studies.
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FIGURE LEGENDS

FIGURE 1. Exercised and sedentary mice performance at maximal
exercise test. P values represent post-hoc analysis comparing groups in

different time points (day 7 and day 35).

FIGURE 2. Heart weight/body weight (HW/BW) ratio and left ventricular
weight/body weight (LVW/BW) ratio in exercised and sedentary mice at day 7

and day 35. Data are expressed as mean * standard deviation.

FIGURE 3. Echocardiographic data in exercised and sedentary mice at

day 7 and day 35. Data are expressed as mean + standard deviation.

FIGURE 4. Microarray analysis of microRNAs in exercised and sedentary
mice at day 7 and day 35. Green boxes represent down-regulated microRNAs
and red boxes represent up-regulated microRNAs, when compared to controls.
(A): Analysis at day 7 comparing sedentary (3 left boxes) and exercised (3 right
boxes) animals. (B): Analysis at day 35 comparing sedentary (3 left boxes) and
exercised (3 right boxes) animals. (C) Analysis comparing exercised animals at
day 7 (3 left boxes) and exercised animals at day 35 (3 right boxes). (D) (C)
Analysis comparing sedentary animals at day 7 (3 left boxes) and sedentary

animals at day 35 (3 right boxes). All comparisons have p values < 0.001.

FIGURE 5. Real-time qRT-PCR analysis of miR-21, miR-195 and miR-

499.

FIGURE 6. Real-time qRT-PCR analysis of selected down-regulated

microRNAs on microarray analysis.
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FIGURE 7. Real-time qRT-PCR analysis of selected up-regulated

microRNAs on microarray analysis.



Table 1. Running data during the 5 weeks of voluntary exercise.

Week Time (h) Distance (km) Mean Speed Maximal Speed
(m/min) (m/min)

1 05:06 + 03:03 51%3.2 15.8 +2.3 52.4+14.5

2 05:11 £ 02:03 6.1%+3.2 19.2 + 3.1 53.7 £16.2

3 05:43 + 02:15 76134 218134 60.6 £ 17.3

4 05:13 £ 01:35 6.9%+27 21.6+3.1 54.4+12.2

5 05:00 + 02:12 6.2+2.8 20525 54.5+11.3

Protocol 05:13 £ 02:25 6.3+3.1 19.4£3.7 54.9%14.6

Mean

P 0.77 0.005 <0.001 0.14
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Figure 4C.
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Figure 6.
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CONCLUSOES, CONSIDERACOES FINAIS E
PERSPECTIVAS FUTURAS

Nosso trabalho demonstrou que o exercicio fisico gera uma resposta
complexa de adaptacao cardiovascular. Além do desenvolvimento do fendtipo
hipertréfico, os animais exercitados obtiveram melhor desempenho no teste de
capacidade funcional em esteira rolante do que os animais sedentarios.
Observamos que os microRNAs reconhecidamente envolvidos na hipertrofia
patolégica ndo estdo alterados no modelo de hipertrofia fisiologica induzida
pelo exercicio. Além disto, a expressdo dos microRNAs-341* e -26b pode se
alterar com o estimulo do exercicio, atuando em genes relacionados com
alteracbes do citoesqueleto do cardiomiécito e em vias de sinalizagcao
envolvidas no crescimento e sobrevivéncia celulares (Akt/PI3K e IGF-1). Estes
dados necessitam de confirmagdo em amostra maior de animais, além de

estudos posteriores de validagao de genes alvos.

O processo de validagao pode ser auxiliado por ferramentas de biologia
de sistemas, que nos permitem inferir vias de sinalizagdo interligadas e
reguladas por estas moléculas no processo de crescimento do cardiomidcito.
Ainda, para comprovarmos a regulagao de determinados genes relacionados a
hipertrofia ventricular pelos microRNAs, pretendemos realizar o estudo de
validagcao dos alvos dos microRNAs -26b e -341* em cultura de células
utilizando-se ensaio de atividade da luciferase com clonagem da regiao 3’ ndo-
traduzida dos mRNAs alvos, bem como estudos de ganho e perda de fungao

utilizando miméticos e inibidores de microRNAs, respectivamente.

Nossos resultados vao ao encontro de diversos trabalhos publicados

mostrando a importancia dos microRNAs em diversos processos celulares
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cardiovasculares. Recentemente, Fernandes et al.(2011)demonstraram a
ativacado dos miRs-27a e -27b e a redugao do miR-143 no modelo de hipertrofia
induzida pelo protocolo de natagdo. Embora os resultados do nosso
microarranjo n&do tenham identificado alteragbes significativas na expressao
destes microRNAs especificos, pretendemos analisa-los no nosso modelo de
hipertrofia induzida por rodas de corrida, a fim de corroborar os resultados ja
encontrados. Além disso, gostariamos de validar por qRT-PCR a expressao de
outros microRNAs alterados na analise de microarranjo (miR-3077* and miR-
1892), que nado pdde ser realizada no presente estudo por dificuldades

técnicas.

Para fazermos a distingdo entre os microRNAs envolvidos na hipertrofia
fisiologica pretendemos estabelecer, em nosso laboratério, o modelo de
hipertrofia ventricular patolégica por bandeamento adrtico transtoracico. Desta
forma, poderemos distinguir moléculas que atuam exclusivamente no processo
adaptativo ou mal-adaptativo e que, no futuro, possam ser usadas como

estratégia terapéutica para pacientes com hipertrofia cardiaca patolégica.

Por fim, o estabelecimento do modelo experimental de hipertrofia
ventricular fisiolégica no Laboratério de Pesquisa Cardiovascular esta
permirindo a consolidacdo de uma linha de investigagao proficua do Programa
de Pds-Graduagao em Cardiologia e Ciéncias Cardiovasculares, que aborda os
mecanismos fisiopatoldgicos do exercicio. Este modelo permitird ampliagao do
entendimento de mecanismos moleculares e celulares, e das respostas
adaptativas relacionados com o exercicio fisico, oportunizando novos

horizontes de investigagdo nesta linha de pesquisa.
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