Artigo de Revisao

Papel dos miRNAs na Fisiopatologia das Doencas Cardiovasculares
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Resumo

O miRNA (ou microRNA) constitui uma subclasse
de RNAs ndo codificantes responsaveis pela regulacao
génica poés-transcricional. Ele possui aproximadamente
22 nucleotideos e regula a expressdo génica em plantas e
animais ao nivel pés-transcricional, pela clivagem de um mRNA
alvo ou da repressao de sua tradugao. Embora muitos processos
e mecanismos ainda nao estejam completamente elucidados,
existe uma forte associagao entre a expressao de miRNAs e
diversas doengas que acometem o organismo. Os miRNAs sao
expressos no sistema cardiovascular, contudo o seu papel no
desenvolvimento das doencas cardiovasculares (DCVs) ainda
nao esta totalmente elucidado. Diante disso, realizou-se uma
revisao nao sistemdtica da literatura a fim de se discutir a relagao
entre os MiRNAs e as DCVs. Nesta revisao, primeiramente é
discutido o que sao os miRNAs e a sua agao a nivel celular.
Apbs, é discutido o papel dos miRNAs como biomarcadores
circulantes de DCVs e entao o seu papel no remodelamento
cardiaco e na aterosclerose. Apesar da complexidade e dos
desafios, a identificagdo dos miRNAs desregulados nas DCVs
é crucial, uma vez que possibilita uma melhor compressao
dos mecanismos celulares e moleculares envolvidos, assim
como auxilia o desenvolvimento de marcadores circulantes de
diagndstico e prognéstico mais acurados e de novas estratégias
terapéuticas para os diferentes estagios da DCV.

Introducao

A pesquisa cientifica tem buscado desvendar a
fisiopatologia de diversas doencas para o desenvolvimento
de novos caminhos terapéuticos. Nesse ambito, o miRNA
(ou microRNA) vem ganhando a atengdo da comunidade
cientifica como um possivel alvo terapéutico. Desde que
foram descobertos em 1993," diversos miRNAs relacionados
a processos biolégicos como reguladores génicos ja foram
catalogados. Estima-se que ainda haja diversos miRNAs
desconhecidos, o que os torna uma das maiores classes de
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reguladores génicos. Para dimensionar sua importancia,
estima-se que os miRNAs regulem cerca de 1/3 da expressao
génica em mamiferos.?

Diversas pesquisas tém estabelecido uma relagao do
padrao de expressao de miRNAs com algumas doencas,
embora muitos dos processos e mecanismos ainda nao
estejam completamente elucidados. No diabetes, por
exemplo, estudos experimentais apontam a presenga de
miRNAs especificos nas ilhotas pancreéticas e sugerem que
esses exergam papel importante no controle da secregao
da insulina.’ A expressao de miRNAs também pode ser
observada em diferentes tipos de tumores; em alguns casos
eles atuam como supressores e em outros exercem papel
oposto e com efeitos deletérios.* Ja se sabe hoje que os
miRNAs sao expressos no sistema cardiovascular; entretanto,
este conhecimento ainda é insuficiente para um melhor
entendimento sobre o seu papel no desenvolvimento das
doencas cardiovasculares (DCVs).

Diante do exposto, realizou-se uma revisao nao sistematica
da literatura a fim de se organizar e discutir os principais
estudos que investigam a relagdo dos miRNAs com a doenga
cardiovascular. A base de dados consultada foi o PubMed
(www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed). Foram selecionados artigos
originais realizados com humanos ou animais, redigidos
na lingua inglesa e utilizou-se como palavras-chave os
descritores MeSH: microRNA AND Cardiovascular Diseases,
miRNA AND Cardiovascular Diseases. Na presente revisao
da literatura, primeiro apresentamos o que sao os miRNAs
e a sua acdo a nivel celular. Apés, é discutido o papel dos
miRNAs como biomarcadores circulantes e entao o seu papel
no remodelamento cardiaco e na aterosclerose.

Biologia dos miRNAs

Durante anos acreditava-se que as regides nao-codificantes
do genoma eram “lixo genético”, pois ndo possuiam
informagdo para a sintese de proteinas. Atualmente, sabe-
se que a maior porgdo do transcriptoma produzido pelo
genoma de eucariotos € composta por RNAs nao-codificantes,
que podem ser classificados em funcionais e reguladores.
Entre os RNAs funcionais destacam-se o RNA transportador
(tRNA), o RNA ribossomal (rRNA), o pequeno RNA nuclear
(snRNA) e o pequeno RNA nucleolar (snoRNA). Dentre os
RNAs reguladores destacam-se 0 miRNA, o pequeno RNA
de interferéncia (siRNA), o piwiRNA (piRNA) e o longo RNA
nao-codificador (INcRNA).?

Dessa ampla variedade de classes de RNAs ndo-codificantes,
os miRNAs se tornaram alvo de grande interesse devido a
associagao observada entre a sua desregulagao e o surgimento
de alteragoes fenotipicas e patoldgicas.® Os miRNAs sao
definidos como pequenas moléculas enddgenas de acido
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ribonucleico (RNA) em cadeia simples, nao codificantes,
com aproximadamente 22 nucleotideos (nt). Atuam como
reguladores da expressdo génica em plantas e animais ao
nivel pds-transcricional, pela clivagem de um RNA mensageiro
(RNAm) alvo ou da repressao de sua tradugao.”

O primeiro miRNA (lin-4) foi descrito em 1993 pelo
grupo de Rosalind Lee, estando ele associado a regulagao
do desenvolvimento larval de Caenorhabditis elegans
(C. elegans). Lin-4 regulava negativamente o nivel da proteina
LIN-14 (da primeira fase larvar), diminuindo sua expressao
ao longo do tempo."

A biogénese de um miRNA comega com a sintese de
um longo transcrito primario conhecido como pri-miRNA
(~110pb) (Figura 1). Os pri-miRNAs sdo transcritos pelas
RNAs polimerase Il ou [1I® e possuem uma estrutura de hairpin
(“grampo de cabelo”), que é essencial para o reconhecimento
das enzimas de processamento de miRNAs. No ndcleo, o
pri-miRNA é processado em pré-miRNA (~70pb) pela acao
da enzima Drosha’ que reconhece e cliva as extremidades de
pequenas estruturas de RNA em forma de hairpin."

Apbs o processamento nuclear, cada pré-miRNA é
exportado para o citoplasma através da proteina Exportina 5.""
O pré-miRNA é reconhecido pela enzima Dicer que cliva a
regido do loop, resultando em uma molécula de dupla fita
de RNA (dsRNA; ~22pb). Esse processo recruta proteinas
da familia argonauta (Ago) para formar o complexo de
silenciamento induzido por RNA (RISC)."> O RISC se liga a
uma das duas fitas do dsRNA para gerar o miRNA maduro
(miR candénico ou miR-5p) que atua na regulagdo de um
RNAm alvo.” A outra fita (miR* ou miR-3p) é degradada
ou capaz de formar outro RISC e realizar a regulagao de
outro RNAm alvo."

O pareamento perfeito entre o miRNA e a regiao 3'
UTR do RNAm alvo promove a clivagem do RNAm e o seu
posterior encaminhamento para os p-bodies (do inglés, mRNA
processing bodies) para a sua consequente degradagao.'
Por outro lado, o pareamento parcial entre o miRNA e a regiao
3" UTR do mRNA promove inibi¢ao da tradugéo, o principal
mecanismo de atuacao dos miRNAs em mamiferos.'®
Por meio desse pareamento, o miRNA tem a capacidade de
inibir a tradugao, interferindo diretamente com os fatores
de iniciacao da tradugdo ou perturbando a funcao da cauda
poli-A."” A localizagao primaria dos miRNAs é o citoplasma
celular,® embora alguns estudos confirmem o ingresso dessas
moléculas no sistema circulatério, possivelmente devido ao
processo de lise celular.'

Assim, os miRNAs também estdo presentes na circulagao
sanguinea e diversos estudos mostram sua alta estabilidade no
meio extracelular. A protegdo dos miRNAs a degradagao no
meio extracelular seria devido a sua ligagao a proteinas (p. ex.,
lipoproteinas) ou pelo seu encapsulamento em microvesiculas
e exossomas. Assim, os miRNAs podem ser detectados de
forma confiavel em amostras plasmaticas, sendo apontados
como potenciais biomarcadores no diagnéstico das DCVs."
O fato dos miRNAs serem sequéncias pequenas e agirem sem
a necessidade de pareamento completo faz com que um tnico
miRNA possa ter como alvo dezenas de RNAm, assim como
um Gnico RNAm pode ser alvo de miltiplos miRNAs, gerando
assim um grande poder regulatério da expressao genética.?

miRNAs como biomarcadores circulantes

Estudos apontam que o nivel circulante de miRNAs esta
alterado em algumas DCVs, despertando assim o interesse em
seu uso como ferramenta de diagnéstico clinico e prognéstico,
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Figura 1 - Sintese do miRNA e sua agdo sobre o RNA mensageiro. O pri-miRNA em forma de grampo é sintetizado no niicleo e convertido a pre-miRNA pela agéo da enzima
Drosha, sendo entéo exportado do nicleo pela Exportina 5. No citoplasma, o pre-miRNA sofre agéo da enzima DICER e a unido do complexo de silenciamento induzido
por RNA (RISC) & dupla fita de RNA (dsRNA) gera o miRNA maduro. O miRNA maduro se anela ao RNAm alvo, promovendo a sua degradagéo ou inibindo a sua tradugéo.
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uma vez que 0s miRNAs possuem alta estabilidade na corrente
sanguinea e sao de facil detecgao. Os miRNAs poderiam ser
utilizados, por exemplo, como biomarcadores da insuficiéncia
cardiaca (IC), fibrilacao atrial, infarto agudo do miocérdio
(IAM) e aterosclerose, por meio de sua detecgao no plasma
sanguineo (Figura 2).

Ja estd bem estabelecido que a presenca do miR-1 no
sangue auxilia a identificacao do IAM, mas sua utilizagdo como
biomarcador a longo-prazo nao é recomendada, devido ao
curto tempo no qual ele permanece na circulagao sanguinea.
Sua curta meia-vida resulta provavelmente de sua liberagao
direta no sangue a partir do tecido cardiaco necrético de
forma nao encapsulada pelo exossoma.?’ Quando ha lesao
cardiaca, miRNAs seriam liberados no sangue por meio de
exossomos ou pela ruptura celular, podendo estar associados
ou ndo a outras moléculas. Estas moléculas poderiam proteger
os miRNAs contra a degradagao, prolongando o seu tempo de
permanéncia na circulagao. Além disso, o aumento do fluxo
sanguineo, alteracao do pH e a liberacao de citocinas sao fatores
que também influenciam a meia-vida dos miRNAs circulantes.
Por exemplo, foi verificado que o miR-1 maduro exogenamente
adicionado ao soro é rapidamente degradado tanto in vitro
quanto in vivo.?> Uma limitagdo ao uso de miRNA circulantes é a
falta de normalizagao de sua quantificagao, quando comparado
ao miRNA tecidual. Contudo, apesar dessas limitacoes, o
miR-1 apresenta alta sensibilidade na identificagao do IAM no
momento inicial desse evento adverso.

Diversos estudos relatam que o miR-499 possui acurécia
diagndstica superior a troponina T para o IAM.2#?> A vantagem
do miR-499 é que ele pode ser detectado no sangue em
menos de quatro horas apés o IAM, enquanto a troponina
s6 pode ser detectada mais tardiamente.?® Assim, miR-499
poderia aumentar a acuracia da troponina T no diagnéstico
precoce do IAM. O estudo HUNT investigou 179 miRNAs
em 212 individuos sadios com o objetivo de predizer IAM.
Diversos miRNAs circulantes diferiram significativamente
durante o periodo de acompanhamento entre individuos que
posteriormente sofreram IAM e aqueles que permaneceram
saudaveis. Ap6s analise de regressao logistica, foi observado
que um conjunto de 5 miRNAs (miR-106a-5p, -424-5p,
miR-144-3p, miR-660-5p e let-7g-5p) melhor prediziam o

IAM, com 77% de acerto para ambos os géneros.?’ Jia et al.,?
mostraram que os miR-30d-5p e -125b-5p também possuem
valor diagnéstico para o IAM, quando avaliados em pacientes
com sindrome coronariana aguda.?® Em modelo animal de
IAM cirdrgico, o miR-208a apresentou niveis circulantes
elevados 4 horas e 24 horas ap6s a inducao do infarto.?®

Diversos estudos ja foram realizados com o foco em se
avaliar o valor prognéstico e/ou diagnéstico dos miRNAs na
IC, assim como no tratamento da IC. Existem evidéncias de
que os MiRNAs desempenham um papel tanto no surgimento
quanto na progressao da IC. Apesar do peptideo natriurético
cerebral (BNP) e do pré-peptideo natriurético cerebral
N-terminal (NT-proBNP) serem utilizados atualmente como
padrao ouro no diagnéstico da IC, os miRNAs tém sido
estudados exaustivamente como potenciais biomarcadores.
Como exemplo, uma recente revisao sistematica com
meta-andlise mostrou que o miR-423-5p, associado ao
peptideo natriurético atrial (ANP), teria um potencial
valor diagnéstico para a detecgao da IC.*” Na IC cronica,
Cakmak et al.,*® mostraram que o miR-182 teria maior valor
prognéstico para mortalidade cardiovascular, caracterizada
pela morte stbita inexplicavel, IC descompensada ou arritmia
hemodinamicamente significativa, comparado ao NT-proBNP
e a proteina C reativa (PCR) de alta sensibilidade pela analise
da curva ROC em pacientes com IC compensado (NYHA I,
n = 20) e descompensados (NYHA [ll, n = 22), comparado a
controles saudaveis (n = 15).>° Um panorama mais completo
dos miRNAs envolvidos na IC aguda e crénica pode ser visto na
revisao recentemente publicada de Vegter e colaboradores.*'

Considerando os estudos em pacientes com fibrilagao atrial
(FA), ja foi observado que pacientes com IC cronica estavel
com FA e fragao de ejecao < 40% apresentam uma redugao
significativa dos niveis plasmaticos de miR-150 comparados
aos seus controles saudaveis.’? Harling et al.,** estudaram o
plasma coletado no pré-operatério 24 horas antes de cirurgia
de revascularizagdo miocardica, para avaliar a precisao
diagndstica do miRNA na fibrilagao atrial pés-operatoria.
Nesta analise, os autores mostraram o miR483-5p como um
potencial biomarcador da FA pés-operatéria, com precisao
preditiva global de 78%.** Os miR-23a e -26a também teriam
a capacidade de prever a FA pés-operatéria, uma vez que seus
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Figura 2 — Biomarcadores circulantes. Aqui séo ilustrados alguns dos miRNAs encontrados no soro ou plasma sanguineo que poderiam ser utilizados como biomarcadores

de diagnadstico ou prognostico de doengas cardiovasculares.
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niveis estdo reduzidos no periodo pés-operatério de pacientes
submetidos a intervengao coronaria arterial de by-pass.**
O nivel circulante reduzido do miR-126 serviria como
candidato a biomarcador do desenvolvimento, progressao e
severidade da FA e da IC, de acordo com estudo realizado
em pacientes com FA, IC ou associagao de ambos.** Por fim,
Gorem et al.,** mostraram expressao reduzida do miR-150 nas
plaquetas de pacientes com IC sistdlica cronica associada a FA,
comparado aos individuos sem FA, perfil também encontrado
no soro desses pacientes.*®

Na doenca vascular aterosclerética, ja foi observada
a producgao de corpos apoptéticos derivados de células
endoteliais, os quais continham grande quantidade de
miR-126 em seu interior e que eram, por sua vez, capazes de
desencadear a produgdo de quimiocina CXCL12 nas células
vasculares receptoras.’” O miR-212 circulante é sugerido
por Jeong et al.,* como um biomarcador da aterosclerose,
visto que ele aumenta a predigao da aterosclerose quando
combinado a hemoglobina Alc, HDL e lipoproteina (a).
Em pacientes com aterosclerose, foi visto uma associacao entre
o espessamento das tdnicas intima-média da artéria carétida
com niveis elevados do miR-29a circulante.*

Remodelamento cardiaco

O remodelamento ventricular é um dos mecanismos
envolvidos na progressdo da IC e envolve a apoptose e
hipertrofia de cardiomiécitos, fibrose intersticial decorrente
da deposicao de colageno, e a rarefacao vascular (Figura 3).
Existem evidéncias de que os miRNAs desempenham
um papel importante nesse remodelamento patoldgico,
contudo ainda nao se conhece todos os miRNAs envolvidos
e alguns estudos apresentam divergéncias em seus resultados
dependendo da doenca em foco.

Uma vez que os miR-1, -133a, -208a/b e -499 sao mais
abundantes no coragdo em comparagao a outros tecidos,
acredita-se que eles sejam especificos desse tecido. Eles estao
envolvidos na diferenciagdo dos precursores mesodérmicos

e na transdiferenciagao/reprogramacao dos fibroblastos/
miofibroblastos adultos em cardiomidcitos maduros, assim
como mantém a funcionalidade e a sobrevivéncia dos
cardiomidcitos.** Em condigoes patolégicas, a desregulagao
dos miRNAs cardiacos pode levar a progressao da IC, associada
a arritmia, hipéxia, isquemia, dilatagao ventricular, fibrose e
necrose tecidual.

Cardiomiocitos

O miR-1 é um dos mais abundantes miRNAs no tecido
miocdrdico, responsavel pelo controle de diferentes
aspectos do processo de diferenciacao e proliferacao dos
cardiomiécitos. Em animais, o miR-1 estaria envolvido
na proliferagao e diferenciacdo das células cardiacas
durante a cardiogénese.*’ Por outro lado, o aumento da
expressao do miR-1 leva a arritmia, visto que ele controla a
condutancia cardiaca e automaticidade pela modulagao da
expressao de proteinas envolvidas no manuseio do cdlcio
intracelular. O miR-21 é expresso predominantemente em
fibroblastos cardiacos; o aumento de sua expressao promoveu
indiretamente a hipertrofia cardiaca pela estimulagdo da
MAP (Mitogen Activated Protein) quinase dos fibroblastos em
modelo animal de IC,** embora haja evidéncias de que o
aumento de sua expressao possui papel anti-hipertréfico em
cardiomidcitos isolados.*

O silenciamento do miR-208 em modelo animal de IAM
reduz a apoptose e atenua a hipertrofia e a fibrose cardiaca,
refletindo em melhora da fungao cardiaca.* Existem evidéncias
de que o miR-133a protege os cardiomiécitos neonatais de
rato da hipertrofia. Entre os mecanismos envolvidos estao
a modulagdo da concentracdo de célcio intracelular e
reducdo da expressao do RNA para o ANP e para a miosina
de cadeia pesada do tipo beta (B-MHC).**# O miR-223
também ¢é capaz de reduzir a concentragao intracelular de
calcio, a contratilidade dos cardiomidécitos, e a fosforilagao
da troponina I (cTNI), mecanismos pelos quais este miRNA
suprimiria a hipertrofia.*®
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Figura 3 — Remodelamento cardiaco e miRNASs. Principais miRNAs que modulam a hipertrofia cardiaca e a fibrose tecidual durante o remodelamento cardiaco adverso

em diversas condigbes patologicas.
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O miR-124 estaria envolvido com a hipertrofia cardiaca,
uma vez que sua expressao esta aumentada em modelo de
hipertrofia induzida pela angiotensina Il em cardiomidcitos
de ratos neonatais em cultura e a inibicao de sua expressao
suprime a hipertrofia induzida por angiotensina I1.4°
Em camundongos, a indugdo da expressao do miR-499
especificamente no coragao leva a hipertrofia celular e
disfungdo cardiaca devido a alteragdao da expressao de
proteinas contrateis — MYH7B e actina alfa 1 do musculo
esquelético (ACTAT).*

Fibrose

O fator de crescimento do tecido conjuntivo (CTGF) é uma
molécula considerada chave no processo fibrético uma vez que
ele induz a sintese da matriz extracelular (MEC). Duisters et al.,*'
mostraram que os miR-133 e miR-30 regulam a expressao do
CTGE®" A expressao de CTCF é inversamente proporcional
a expressao desses miRNAs em modelos de doenca cardiaca
em roedores (modelo genético com hiperativagao do sistema
renina-angiotensina-aldosterona, hipertrofia cardiaca e IC)
e no remodelamento patolégico do ventriculo esquerdo em
humanos com estenose aértica isolada submetidos a cirurgia
de substituicdo valvar, cujas amostras foram coletadas por
bi6psia. Além disso, o aumento da expressao dos miR-133 e
miR-30 reduz a expressao de CTGF, o que resulta em menor
deposicao de colageno.! Por outro lado, o miR-203 pode atuar
com um fator fibrogénico, visto que a indugdo de sua expressao
em cardiomidcitos de camundongo em cultura aumenta a
producao de CTCEF, fator de transformacao do crescimento
beta 1 (TGF-B1) e fibronectina.®

O miR-29 também parece desempenhar um papel
importante no remodelamento da MEC em humanos com
IC. Ele é expresso preferencialmente em fibroblastos, sendo
encontrado no entorno de dreas infartadas. Ele estaria
envolvido no processo de apoptose, principalmente no estagio
final da IC, levando a reducao da expressao de colageno.*
Em modelo animal de infarto, ha reducao da expressao do
miR-24 e esse se correlaciona com o remodelamento da MEC.
Quando a expressao do miR-24 é induzida por precursores
sintéticos, hd reducao da fibrose, bem como da diferenciacao
e migracao de fibroblastos cardiacos.”’ O miR-98 atua de
forma semelhante, visto que a indugao de sua expressao em
fibroblastos cardiacos humanos em cultura inibe a fibrose
induzida pelo TGF-p1.5

Perfil de expressao tecidual com base na doenca

Ikeda et al.,* realizaram uma andlise ampla da expressao
de miRNAs de 67 amostras de miocardio do ventriculo
esquerdo de pacientes com cardiomiopatia isquémica,
cardiomiopatia dilatada e estenose adrtica. Eles detectaram
expressao diferencial dependendo da condigao, onde
13 miRNAs foram especificos para a estenose adrtica e 8
para as cardiomiopatias, sem sobreposigao entre estes dois
grupos.”” Houve redugao da expressao dos miR-1,-19a e -19b
na cardiomiopatia dilatada e na estenose aértica e aumento da
expressao do miR-214, o qual esta relacionado a hipertrofia
cardfaca, mas sem alteragdo na expressao dos miRNAs-133 e
-208.% Entretanto, Care et al.,*® mostraram expressao reduzida

do miR-133 na cardiomiopatia hipertréfica e na dilatagao
atrial, e Yang et al.,*” encontraram aumento da expressao do
miR-1 na cardiomiopatia isquémica.

Em estudo conduzido por Lai et al.,** a associacao de
diversos miRNAs com a IC foi investigada em amostras do dpice
do ventriculo esquerdo obtidas por bi6psia durante cirurgia
cardiaca. O miocardio desses pacientes apresentou aumento da
expressao dos miR-1,-21,-23,-29,-130,-195 e -199, enquanto
a expressao dos miR-30, -133 e -208 manteve-se inalterada.
Esse perfil estava associado a maior expressao do mRNA para
a caspase 3, colagenos tipo | e tipo Il e TGE>3

Aterosclerose

A aterosclerose é uma doenca inflamatéria cronica da
parede arterial, que ocorre em resposta a lesao endotelial,
principalmente em artérias eldsticas de médio e grande
calibre, artérias musculares e regides onde ha um distdrbio
do fluxo sanguineo laminar. Ela é considerada a principal
responsavel pela doenga arterial coronariana, doenca arterial
carotidea, acidente vascular encefélico e doenga vascular
periférica.®® Existem diversas evidéncias de que os miRNAs
estao envolvidos no desenvolvimento da aterosclerose, tanto
em modelos experimentais quanto em humanos. Podemos
separd-los em miRNAs envolvidos na disfungdo endotelial,
homeostase do colesterol, desenvolvimento da placa
aterosclerética, neoangiogénese e instabilidade e ruptura da
placa, conforme ilustrado na Figura 4.

Endotélio

Em suinos, células endoteliais obtidas de regioes arteriais
susceptiveis a aterosclerose (arco da aorta e bifurcagao aorta
abdominal-artéria renal) apresentaram expressao reduzida dos
miR-10a e -10b. O miR-10a inibe alguns genes pré-inflamatério
nas células endoteliais, incluindo a molécula de adesao celular
vascular 1 (VCAM-1) e a E-selectina, assim como a via do
NF-kB.>® Em ratos, o miR-181b regula a ativagao das células
endoteliais e a resposta inflamatéria vascular ao NF-kB diante
de estimulos pré-inflamatérios.® Em células endoteliais obtidas
da veia umbilical humana (HUVEC), os miR-126, miR-31
e miR-17-3p também regulam a inflamagao vascular pelo
controle da expressao de moléculas de adesao celular (VCAM-1,
molécula de adesao intercelular 1 [ICAM-1] e E-selectina).®’

Homeostase do colesterol

Os miR-33a e miR-33b regulam os genes SREBP2 e SREPB1,
0s quais sao responsaveis pela regulagao do colesterol e do
metabolismo de acidos graxo, tanto em células humanas
quanto em camundongos.®* A inibicdo do miR-33a resultou
na regressao da aterosclerose em camundongos.®* A inibigao
do miR-122, que representa 80% dos miRNAs expressos pelo
figado, resultou em diminuigao significativa dos niveis séricos
de colesterol em camundongos e primatas ndo-humanos.®*

Desenvolvimento da placa

O miR-155 é um importante regulador do sistema
imunolégico e demonstra estar envolvido na resposta
inflamatéria aguda. Ele modula o desenvolvimento da
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Figura 4 - Aterosclerose e miRNAs. Desregulagéo da expresséao de diversos miRNAs ja foi encontrada nas diferentes etapas do desenvolvimento da aterosclerose.
Aqui séo ilustrados alguns miRNAs envolvidos na disfungdo endotelial e inflamagéo, homeostase do colesterol, desenvolvimento da placa, neoangiogénese e instabilidade

e ruptura da placa.

placa aterosclerética, a captagao de lipideos e a resposta
inflamatéria de mondcitos e macréfagos que leva a formacao
das células espumosas. Entre seus mecanismos de agao, ele
atua como um regulador de feedback negativo na resposta
inflamatéria de macréfagos induzida pela LDL oxidada e
inibe a liberacao de citocinas inflamatérias pelos macréfagos
como, por exemplo, as interleucina 6 (IL-6) e IL-8 e o fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a.).%

Em mondcitos de sangue periférico humano, o miR-125a-5p
demonstrou papel importante na mediacao da absorcao de
lipidios e diminuigao da secregdo de algumas citocinas
inflamatoérias (IL-2, 1L-6, TNF-o. e TGF-B) em macréfagos.*
O LDL oxidado aumentou os niveis do miR-125a-5p, o qual
regula a ORP-9 (um membro da familia de proteinas ligantes
de oxiesterol), reduzindo, assim, a expressao dos receptores
scavengers SR (CD68) e LOX-1.% De forma semelhante, o
miR-155 reduziu a captagdo de LDL oxidado diminuindo a
expressao de CD36 e LOX-1.

A evolugdo das estrias gordurosas para o ateroma fibroso
(capsula fibrosa) é promovida, sobretudo, pela proliferacao
e migragao das células musculares lisas vasculares (CMLV)
para a camada intima do vaso. A proliferagdo e apoptose
dessas células é regulada pelo TGF-B, que por sua vez é
modulado negativamente pelo miR-26a (ou seja, a inibicao
do miR-26a promove a diferenciagao das CMLVs) em soro
humano.®” Os miR-21 e miR-221 também modulam a
proliferacao das CMLVs, onde o miR-221 atua em resposta
asinalizagao do fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF). Além disso, a regulacao negativa de p27Kip1
pelo miR-221 é critica para a indugao de proliferagao
celular mediada pelo PDGF, enquanto o c-Kit pode estar
relacionado com a inibigao da transcri¢do do gene contratil
especifico de CMLVs, reduzindo a expressao de miocardina,
um potente coativador nuclear especifico das CMLVs.%

Neoangiogénese

Durante o desenvolvimento da placa aterosclerética, os
macroéfagos ativados repletos de colesterol sao responsaveis
pela liberagao de diversas citocinas, entre elas, citocinas que
promovem a neoangiogénese. Entre os miRNAs envolvidos
nesse processo estao o miR-221,-222,-155,-27a,-27b e -210.
Em HUVEC, o miR-222/221 afeta a expressao do c-Kit,*” e o
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miR-222 esta envolvido no remodelamento vascular mediado
pela inflamagao.”” O miR-155 parece regular a expressao
da o6xido nitrico sintase endotelial (eNOS) e o relaxamento
vascular dependente de endotélio.”” Em modelo esferoide
tridimensional, a expressao aumentada dos miR-27a/b
estimula o brotamento vascular, mostrando, assim, sua agao
pré-angiogénica, uma vez que esses miRNAs tém como alvo
a semaforina 6A, um inibidor da angiogénese.” Por fim, a
expressao do miR-210 em HUVEC aumenta progressivamente
em condigoes de hipdxia e a indugdo da sua expressao
em condicoes de normdxia leva a formagao de estruturas
semelhantes a capilares em Matrigel guiada pelo VEGE”

Instabilidade e ruptura da placa

A instabilidade e ruptura da cépsula fibrosa da placa
aterosclerdtica depende do desequilibrio entre a sintese e a
degradacao da MEC pelos fibroblastos. A ruptura da placa é
0 mecanismo mais importante para o surgimento do acidente
vascular encefalico, IAM e morte stbita. A lise do colageno
ocorre por intermédio das enzimas metaloproteinases (MMPs),
em especial as MMP-1, MMP-2, MMP-3 e MMP-9, que sao
liberadas principalmente por macréfagos ativados.”

A MMP-9 ¢é regulada pelos miR-133a/b, o qual também
é capaz de modular a apoptose e a proliferagao das CMLVs
em modelos animais.”” Cipollone et al.”® investigaram, em
humanos, a expressao de miRNAs e sua correlagio com
a instabilidade da placa aterosclerética na artéria cardtida
interna. Foram avaliadas duas coortes independentes de
placas ateroscleréticas coletadas em dois hospitais italianos
(n =15 en = 38), de pacientes submetidos a endarterectomia
carotidea para extracraniano de alto grau (> 70%) de estenose
da artéria carétida interna. As placas foram subdivididas
em grupos sintomatico e assintomatico de acordo com a
presenga ou auséncia de AVE. Os autores observaram que,
entre 41 miRNAs investigados, 5 miRNAs (miR-100, -127,
-145, -133a e -133b) apresentaram expressao aumentada em
placas sintomaticas (onde houve AVE) em comparagao a placas
assintomaticas.”® E importante ressaltar que a discrepancia
na expressao de miRNAs entre placas instaveis e estaveis
ndo estava relacionada a diferengas em fatores de risco
convencionais ou terapias concomitantes, pois essas variaveis
estavam bem equilibradas entre os dois grupos. Ao incubar
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HUVEC com o miR-133a, houve reducdo da expressao da
proteina alvo MMP-9, enquanto as células incubadas com
miR-133a ou miR-145 apresentaram menor expressao de
inibidor do ativador de plasminogénio 1 (PAI-1).7¢

Conclusao

Apesar da complexidade e dos desafios, a identificagdo dos
miRNAs desregulados é crucial, uma vez que possibilita uma
melhor compressao dos mecanismos celulares e moleculares
envolvidos nas DCVs. A pesquisa sobre miRNAs teciduais e
circulantes poderd auxiliar no desenvolvimento de marcadores
circulantes de diagnéstico e prognéstico mais acurados em
comparagao aos ja utilizados, assim como novas estratégias
terapéuticas para os diferentes estagios da DCV.

Apesar do avango neste campo, ainda existem algumas
limitagoes, por exemplo, no uso dos miRNAs circulantes como
biomarcadores. Ainda ndo sao conhecidos completamente
os processos moleculares que regulam o empacotamento
e a liberagdo de miRNAs extracelulares, quer por meio de
mecanismos mediados por vesiculas ou nao. Além disso,
a deteccdo dos miRNAs circulantes demanda alto custo
técnico, o que limitaria, a principio, o seu uso na rotina clinica
laboratorial. Outro fator limitante € a onipresenca dos miRNAs
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