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Resumo As doencgas cardiovasculares (DCVs) continuam sendo a principal causa de morbidade
e mortalidade no mundo, motivando a busca por terapias mais eficazes e personalizadas. Nos
ultimos anos, as terapias baseadas em RNA tém emergido como uma estratégia promissora para
o tratamento de diversas condigbes cardiovasculares. Essas abordagens envolvem o uso de
diferentes tipos de RNA, como RNA mensageiro (mRNA), RNA de interferéncia (RNAI),
microRNA (miRNA) e oligonucleotideos antisense, para modular a expressao génica de maneira
precisa. O avango da biotecnologia e o desenvolvimento de sistemas de entrega mais seguros e
eficientes permitiram a aplicagéo clinica de algumas dessas terapias, com resultados iniciais
encorajadores. Entre os alvos terapéuticos estudados estdo genes relacionados a dislipidemia,
hipertenséao arterial, insuficiéncia cardiaca e aterosclerose. Um exemplo notavel é o uso de RNAI
para inibir a expressao da proteina PCSK9, envolvida na regulagéo dos niveis de colesterol LDL,
demonstrando eficacia na redugao de eventos cardiovasculares. Além disso, terapias com
miRNA tém mostrado potencial para regular processos inflamatérios, remodelamento cardiaco e
angiogénese, fundamentais na fisiopatologia das DCVs. Apesar do progresso, desafios como a
imunogenicidade, a estabilidade das moléculas de RNA e a especificidade da entrega ainda
limitam a aplicagdo generalizada dessas terapias. Ensaios clinicos em andamento buscam
validar a seguranca e a eficacia dessas abordagens em populagdes maiores e em diferentes
contextos clinicos. A perspectiva futura inclui o desenvolvimento de terapias combinadas, uso de
RNA em edicao génica e estratégias personalizadas com base no perfil genético dos pacientes.
Em resumo, as terapias com RNA representam uma fronteira inovadora na cardiologia, com o
potencial de transformar a abordagem terapéutica das DCVs. A compreensao aprofundada dos
mecanismos moleculares envolvidos e a superacao dos desafios técnicos sdo fundamentais para
a consolidagao dessas terapias como parte do arsenal clinico na pratica médica cardiovascular.

Palavras-chave: Terapia com RNA. Doengas cardiovasculares. Interferéncia por RNA. RNA
mensageiro. Terapia genética.

1. TERAPIA GENETICA

A terapia genética corresponde a entrega de material genético em células ou tecidos
para tratar doengas. Os genes introduzidos podem conferir novas fungdes, melhorar as
existentes ou substituir variantes defeituosas por funcionais. Esse processo pode resultar em
mudanc¢as permanentes pela integracdo do DNA no genoma da célula ou alteragdes temporarias
pela manutencdo do DNA, em um estado epissomal ou expressao de mRNA. Os estagios iniciais
do desenvolvimento da terapia genética enfrentaram desafios, devido a uma compreensao
limitada das doencas, dificultando o progresso no campo. Os avangos no conhecimento sobre
as doengas sao, portanto, essenciais cruciais para a melhoria continua e o sucesso das
abordagens da terapia genética’.

Nos ultimos anos, por exemplo, o RNA surgiu como uma via terapéutica promissora
para varias doengas humanas, incluindo as doengas cardiovasculares (DCV)?3. Os papéis
funcionais dos RNAs n&o codificantes, abrangendo RNAs n&o codificantes longos (IncRNAs),
microRNAs (miRNAs) e RNAs circulares (circRNAs), vieram a tona, contribuindo para a
compreensdo de suas implicacdes nos processos de doencas®. Um espectro de moléculas de
RNA sintetizadas sinteticamente, variando de RNA interferente pequeno (siRNA), RNA de
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grampo curto (shRNA), oligonucleotideos antisense (ASOs), RNA ativador curto (saRNA) e
aptameros de RNA a RNA de guia Unico (sgRNA) para sistemas CRISPR/Cas9, foi utilizado em
estudos clinicos®.

Os resultados potenciais das vacinas baseadas em RNA mensageiro (mMRNA) contra a
COVID-19 registraram o pioneirismo da terapéutica de RNA®®. As vantagens distintas das
terapias baseadas em RNA, incluindo a facilidade de controle da dosagem, a baixa
imunogenicidade e a auséncia de riscos de integracdo genOmica, causaram um grande
interesse, posicionando os produtos baseados em acido nucleico como uma abordagem
terapéutica promissora’.

2. ORNA

Segundo Crick®, o conceito central da biologia molecular considera que o DNA ¢é
transcrito em RNA mensageiro (mRNA), sendo entdo traduzido em proteinas. A fidelidade
molecular € mantida entre DNA e RNA e entre adaptadores de RNA e tRNA por meio do
pareamento de bases complementares de Watson-Crick. Até a conclusdo do Projeto Genoma
Humano, em 2003, acreditava-se que essa era a unica fungdo do genoma — ser transcrito em
RNA mensageiro e codificado para proteinas. No entanto, o relato final de apenas cerca de
21.000 genes codificadores de proteinas, representando apenas 1% do genoma humano, trouxe
a tona a questdo de por que a esmagadora maioria do genoma, entdo chamado de DNA lixo,
havia sido conservada por meio da evolugdo a um custo biologicamente energético alto®.

A revolugdo no sequenciamento gendmico profundo e de RNA de ultima geragao
revelou que a por¢cao do genoma humano usada para codificar proteinas é superada pela
propor¢ao que é transcrita em RNAs nao codificantes (ncRNAs). Os ncRNAs n&o tém capacidade
de codificagcdo de proteinas, mas permanecem como moléculas de RNA funcionais de varias
subclasses. Eles representam uma familia extensa e heterogénea de moléculas de RNA
biologicamente funcionais, que desempenham papéis essenciais na diferenciagao,
desenvolvimento, homeostase e doenga®.

Importante notar que varios IncRNAs foram encontrados para codificar peptideos
“micro” cripticos, curtos e funcionalmente relevantes. Um exemplo no campo cardiovascular, foi
a descricdo de uma série de micropeptideos que agem de forma semelhante ou contraria ao
fosfolambam (PLB), em sua capacidade de modular o fluxo de calcio medicamentoso
SERCA2'%"  Assim, os ncRNAs considerados como tal sdo apenas ndo codificantes’?. A
revelagdo do ncRNA levou a uma reavaliagdo do conceito da biologia molecular. A categorizagao
do ncRNA tem sido despadronizada, em parte por causa da taxa explosiva de descoberta de
ncRNAs, com diferentes estruturas, fungdes e contextos gendmicos por diferentes laboratérios,
instituicbes e campos’®.

2.1 RNAs mensageiros

Os mRNAs sao os RNAs fita simples, codificadores de proteinas classicos, transcritos
de genes codificadores de proteinas de forma complementar, por meio de pares de bases pela
RNA polimerase Il. Ele passa por uma série de modificacbes pods-transcricionais antes da
traducéo, incluindo 5' capping, 3' poliadenilagéo e splicing de introns ndo codificadores para
formar um mRNA maduro. Diferentes isoformas de uma proteina podem ser formadas a partir do
mesmo gene e pelo processo regulado de splicing alternativo. A estabilidade, a localizacédo e a
funcao dos MRNAs podem ser alteradas ainda mais por modificagbes pds-transcricionais, como
a N6-metilagdo da adenosina ou pela edicdo de RNA (A para |) com a adenosina sendo
substituida por inosina'.

2.2 MicroRNAs

MicroRNAs (miRNAs) sao moléculas de fita simples, de 21-23 nt, que regulam a
expressao génica pos-transcricionalmente por pareamento de bases complementares a mRNAs
ou outros alvos de ncRNA, prevenindo a tradugdo, atividade e/ou preparando-os para
degradacéo. Os maduros sédo processados a partir de pri-miRNAs e pré-miRNAs, por meio de
mecanismos dependentes de Drosha/DICER>18,

Além disso, eles sdo conhecidos por serem reguladores-chave do desenvolvimento
cardiovascular, homeostase e doengas, com estudos funcionais in vitro, ex vivo e in vivo
demonstrando que a modulagdo de sua atividade afeta a bioquimica celular e a funcgéo
cardiovascular, se apresentando como alvos terapéuticos para prevenir ou tratar o declinio da
DCV'"'®, Em comparagdo com os RNAs ASO e antisense, as terapéuticas baseadas em miRNAs
continuam sendo um desafio, devido, pelo menos em parte, a falta de compreensao de seus

Editora Epitaya | Rio de Janeiro-RJ | ISBN 978-85-94431-93-6 | 2025 135



Inovagées Cardiovasculares: Pesquisa, Diagnostico e Terapia — Vol.2

mecanismos de ac¢ao. Sua eficacia terapéutica inclui especificidade/afinidade de ligagao, efeitos
fora do alvo, o numero de sitios de ligagao do miRNA por mRNA alvo e capacidade de se ligar
ao complexo AGO/GW182'°.

2.3 ncRNAs longos

Os ncRNAs com mais de 200 pares de bases de comprimento s&o descritos como
IncRNAs. Porém, os IncRNAs continuam a ser divididos em categorias, de acordo com seu
contexto ou fungdo gendmica, como, por exemplo?®:

¢ IncRNAs intergénicos ou intervenientes estdo localizados entre genes anotados;

e IncRNAs intragénicos podem ser encontrados dentro de genes descritos, como
dentro de introns;

e IncRNAs antisense sdo codificados na fita de DNA genOmico oposta aos genes
codificadores de proteinas (RNAs antisense); e

e IncRNAs codificados por intensificadores ou promotores sdo conhecidos como
IncRNAs intensificadores.

Nao diferente das proteinas, os IncRNAs podem formar estruturas de ordem superior
e motivos estruturais definidos que regulam e determinam sua funcgéo. A cristalografia de raios X
pode ser usada para determinar a estrutura do IncRNA, isoladamente ou em complexo com
parceiros de proteina ligados. Programas in silico também estdo sendo desenvolvidos para
prever estruturas complexas de IncRNA e potenciais parceiros de interag&o?°.

As previsées do numero de IncRNAs codificados pelo genoma humano correspondem
a dezenas de milhares, mas apenas centenas foram funcionalmente validados e caracterizados,
representando menos de 1% de todos os INcRNAs. Além disso, ha uma falta de documentagao
de anotados e funcionalmente validados em um banco de dados centralizado. Varios projetos de
larga escala se concentram em anotar INcRNAs, incluindo FANTOM, NONCODE, GENCODE e
Refseqg?!. Existem outros bancos de dados menores que documentam, por exemplo, a fungéo do
IncRNA ou IncRNAs com papéis na doenga?23,

Em estrutura e contexto gendmicos, os INcRNAs se assemelham aos mRNAs. Eles sdo
transcritos pela RNA polimerase I, tém regides promotoras e intensificadoras, tém sequéncias
que se assemelham a 5' e 3' UTRs, tém introns e exons, e muitos sao poliadenilados. Varios tém
sitios de ligacdo de microRNA e podem sofrer modificagbes de RNA, como N 6-metiladenosina.
Por meio dessas propriedades, os IncRNAs sdo passiveis de modulagdo por diferentes
tecnologias e modalidades de RNA, assim como os mRNAs?3,

2.4 RNAs circulares

Avancos em tecnologias de sequenciamento de préxima geragdo permitiram a
deteccao de RNAs circularizados, com back-splice de 5' de regides exbnicas, e intronicas, de até
20% de genes codificadores de proteinas e IncRNAs semelhantes, conhecidos como RNAs
circulares (circRNA)?*. Os circRNAs foram descritos como pelo menos 2,5x mais estaveis do que
os ncRNA lineares e também s&o encontrados na circulagdo®. A funcionalidade conhecida dos
circRNAs inclui atuar como esponjas de microRNAs e proteinas, andaimes para proteinas de
ligagcdo de RNA (RBPs) e regulagao da tradug&o. Sua estabilidade e propriedades funcionais
tornam os circRNAs n&o apenas um alvo, mas também potenciais agentes terapéuticos?®.

O primeiro panorama completo de circRNAs expressos no coragdo de mamiferos foi
descrito em 2017, por Tan et al*’, onde mais de 15.000 circRNAs foram detectados no coragdo
humano. Varios foram descritos como funcionalmente importantes ou como biomarcadores
circulantes promissores de DCV. O potencial terapéutico do RNA como medicamentos e alvos
de doencas € agora destaque na pesquisa basica e translacional, com pesquisa de descoberta
basica, identificando novos genes e RNAs, potencialmente condutores de patologias ou
protetores, e a pesquisa translacional, avaliando e otimizando sua capacidade de entrega e
contengédo de doengas?.

3. TERAPIA GENETICA E VETORES VIRAIS

Os virus, frequentemente associados a patogenicidade, possuem uma capacidade de
se infiltrar eficientemente nas células hospedeiras, explorando a maquinaria de expresséo
genética do hospedeiro para replicagdo®®. Essa capacidade forma a base para o design de
vetores virais, alavancando seu potencial para entregar e expressar genes terapéuticos em
células-alvo — uma vantagem que os distingue de vetores nao virais, conhecidos por sua menor
eficiéncia de transferéncia genética. Por meio da substituigdo de todo ou de uma parte importante
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do genoma viral pelo cassete de expressao escolhido, os vetores virais podem ser projetados
para serem n&o patogénicos. Eles s&o categorizados em tipos integradores e néo integradores®.

No campo da terapia genética para DCV, trés vetores virais devem ser conhecidos:
vetores lentivirais, adenovirais e virus adeno-associados (AAV). Enquanto os vetores lentivirais
e AAV tém o potencial de integracdo no genoma do hospedeiro, o DNA do vetor adenoviral
permanece epissomal3'32, O uso inicial de vetores lentivirais e adenovirais abriu caminho, mas
0s AAVs conquistaram interesse nos ultimos anos, principalmente devido as suas vantagens de
seguranga, marcando uma evolugdo no cenario de vetores virais para terapia genética
cardiovascular®.

3.1 Virus Adeno-Associado (AAV)

O AAV, descoberto ha mais de 40 anos como um contaminante em uma preparagéo de
adenovirus simio, surgiu como um virus nao patogénico, incapaz de replicagdo autbnoma. Com
um didmetro de aproximadamente 25 nm, os AAVs carregam um genoma de DNA fita simples e
pertencem a familia Parvoviridae e ao género Dependovirus, abrangendo pelo menos 13
sorotipos naturais e mais de 100 variantes. Os vetores AAV recombinantes (rAAV), integrais a
terapia genética, substituem o genoma viral por um cassete de expressao selecionado, ladeado
por repetigdes terminais invertidas virais (ITRs). Nas ultimas trés décadas, os rAAVs ganharam
destaque em ensaios clinicos em humanos, principalmente por sua seguranga e propriedades
nao imunogénicas. Eles infectam células em divisdo e ndo em diviséo, garantindo a expressao
génica de longo prazo. A manutengdo epissomal dos genomas rAAV elimina o risco de
mutagénese insercional, e a expressao transgénica sustentada tem sido observada por varios
meses a anos®'.

O tropismo distinto do AAV, particularmente AAV1, AAV6, AAV8 e AAV9, que exibem
cardiotropismo, 0s posiciona como vetores favoraveis para aplicagdes cardiovasculares. No
entanto, as limitagdes incluem seu pequeno tamanho de inser¢do, cinética lenta e niveis
modestos de expressao génica. Preocupagdes sobre respostas imunes, tanto preexistentes
quanto adquiridas, surgiram, com estudos destacando discrepancias de soroprevaléncia entre
sorotipos de AAV,

As respostas imunes podem impactar células que expressam transgenes, levando a
investigacbes sobre estratégias para mitigar essas reagdes. As estratégias abrangem expressao
especifica de tecido, imunossupressao temporaria, modificagao de capsideo e troca de sorotipo.
Apesar desses desafios, pesquisas buscam solugdes inovadoras para aumentar a viabilidade
clinica da terapia genética de AAV, oferecendo caminhos promissores para superar respostas
imunes e avancar aplicagbes terapéuticas®®.

3.2 Agentes terapéuticos e transportadores

Os agentes terapéuticos entregam seus materiais terapéuticos ao local alvo e podem
ser administrados por conta propria. Os transportadores facilitam a entrega e o direcionamento
de um agente efetor. Varios agentes efetores podem ser categorizados em nucleotideos,
moléculas, vesiculas extracelulares (EVs), células e tecidos para intervencgdes terapéuticas. O
RNA mensageiro modificado por nucleosideo (modRNA), caracterizado por uma estrutura de fita
simples com nucleotideos modificados, permite a expressao imediata e de curto prazo, com
duragéo de quase duas semanas, exibindo uma baixa resposta imunologica®.

O miRNA é um RNA curto e nao codificador, que regula a expresséo génica e varia em
estabilidade. O anti-microRNA (anti-miR) serve como um inibidor antisense visando miRNAs
especificos. Os plasmideos de DNA oferecem expressao de curto prazo com uma resposta
imunoldgica moderada, enquanto os virus adeno-associados fornecem expresséo de longo
prazo com baixa reatividade imunolégica. Os lentivirus, contendo RNA de fita simples, também
garantem a expressao de longo prazo com uma resposta imunoldgica moderada. Os adenovirus,
com DNA de fita dupla, produzem expresséo de curto prazo (1 a 4 semanas), acompanhada por
uma resposta imunolégica robusta. Pequenos compostos — o sistema tetraciclina ou doxiciclina
— apresentam uso comum em estudos experimentais®.

Peptideos ou proteinas, a exemplo de citocinas como fator de crescimento de
fibroblastos e eritropoietina, passam por testes para tratamento de DCV. EVs, incluindo
exossomos, servem como vesiculas contendo acidos nucleicos terapéuticos e/ou proteinas,
fornecendo expressdo de curto prazo com baixa resposta imune. Células ou tecidos,
administrados intracoronariamente, carregam riscos potenciais de obstru¢do microvascular, com
a maioria das células eliminadas em horas, mas as células restantes potencialmente enxertadas
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para efeitos de longo prazo. Tecidos, derivados de diversos tipos de células-tronco, precisam de
acesso cirurgico epicardico para implantagao34.

Esta classificacdo ressalta as diversas modalidades disponiveis para intervengdes
terapéuticas direcionadas as DCVs. Portadores desempenham um papel relevante no
aprimoramento da entrega de agentes efetores. EVs, particularmente exossomos, podem servir
como portadores eficazes, encapsulando virus como virus adeno-associados®. Também contam
com propriedades ndo imunogénicas, e suas modificagbes de superficie ou integracdo com
células doadoras bioengenheiradas aumentam sua versatilidade®.

Os lipossomas, caracterizados por capsulas de bicamada fosfolipidica, exibem
heterogeneidade em tamanho, eficacia de transdugao limitada e baixa especificidade de alvo.
Polimeros biodegradaveis, como &acido polilatico e poli(acido lactico-co-acido glicdlico), tém
amplo uso como transportadores®. Os hidrogéis, representando géis coloidais hidrofilicos,
demonstram a capacidade de reter vetores virais, proteinas e até mesmo células, facilitando a
liberagdo controlada e localizada. Essa gama diversificada de transportadores reforga sua
importancia na otimizagao da administragao de agentes terapéuticos, oferecendo varias opgoes
com vantagens e aplicagdes distintas®’.

3.3 Terapéutica de RNA (vetores nao virais)

Os RNAs, incluindo variantes codificadoras e nao codificadoras de proteinas, como
IncRNAs, miRNAs e circRNAs, surgiram como terapéuticas promissoras para varias doengas,
incluindo DCV. Desafios como estabilidade e imunogenicidade do RNA foram abordados ao
longo do tempo, levando a aprovagdes da FDA para medicamentos baseados em siRNA
(patisiran, givosiran) e vacinas COVID-19 baseadas em mRNA33° O foco no mRNA, uma
molécula de fita simples que traduz sequéncias genéticas em proteinas, ganhou forga apos
superar os desafios de estabilidade*°.

A substituicdo de pseudouridina no mRNA, iniciada em 2008, por Kariko et al*?,
melhorou a traducéo e a evasao imunoldgica. O modRNA, sintetizado com substituicdo de 100%
da uridina por N1-metilpseudouridina-5'-trifosfato, demonstra expresséao rapida, altamente eficaz,
controlada por dose, transitoria, segura e resistente 8 RNase*®. Em células cardiacas, 0 modRNA
exibe traducao rapida, pico de expressao entre 12 e 48 h e cinética transitéria. Sua expressao
controlada e incapacidade de integragdo ao genoma tornam o modRNA uma plataforma
promissora de terapia genética para varias doengas, incluindo condigdes cardiacas*'+#2,

Avancos recentes em biologia de RNA, estabilidade e sistemas de entrega
impulsionaram plataformas de entrega de genes baseadas em mRNA totalmente sintéticas. A
poténcia, seguranca e nao imunogenicidade do ModRNA em modelos animais, incluindo animais
de grande porte, o tornam uma opgao atraente para terapia regenerativa®®. O resultado promissor
das vacinas COVID-19 baseadas em mRNA em testes em humanos reforga ainda mais o
potencial do mMRNA como uma ferramenta de terapia genética segura e eficaz. A natureza
sintética e os processos de fabricagdo padronizados abrem caminho para a produgdo em larga
escala para testes em humanos extensivos e aplicagdes clinicas, reduzindo tempo e custos®.

4. TERAPEUTICA ESPECIFICA DE CELULAS E DOENGAS CARDIOVASCULARES

A terapia genética especifica para células é desejavel para DCV para aumentar a
precisdo e eficacia do tratamento, minimizando potenciais efeitos fora do alvo. O sistema
cardiovascular € composto por diversos tipos de células, incluindo cardiomiécitos, células
endoteliais, células imunes, fibroblastos e células musculares lisas, cada uma com fungdes
unicas. Atingir a especificidade celular, nesse caso, € essencial para evitar consequéncias nao
intencionais e melhorar a seguranga e eficacia geral da terapia. Algumas razdes pelas quais a
terapia genética especifica para células é indicada para DCV correspondem a*'43:

Alvo preciso — diferentes tipos de células do sistema cardiovascular desempenham
papéis distintos, e atingir um tipo especifico de célula, como cardiomiécitos, pode maximizar o
impacto terapéutico. Ao usar plataformas especificas de células, a terapia genética pode ser
desenvolvida para expressar seletivamente genes na populacdo de células desejada, garantindo
que o gene terapéutico seja expresso onde € mais necessario.

Minimizacgao de efeitos fora do alvo — a transducéo nao especifica de células fora do
alvo pretendido pode levar a efeitos e potenciais reagbes adversas. A terapia genética especifica
para células ajuda a minimizar esses efeitos ao restringir a expressédo do transgene ao tipo de
célula especifico relevante para a patologia da doenga, reduzindo o risco de consequéncias nao
intencionais.
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Perfil de seguranca aprimorado — atingir especificidade celular contribui para o perfil
de seguranca da terapia genética. Ao minimizar interagées com células ndo-alvo, a terapia tem
menos probabilidade de desencadear respostas imunes ou causar efeitos fisiolégicos ndo
intencionais em tecidos nao relacionados, contribuindo para a seguranga geral e tolerabilidade
do tratamento.

Resultados terapéuticos otimizados — as DCVs geralmente envolvem populagdes
celulares especificas, que contribuem para a progressao da doenga ou complicagdes. A terapia
genética especifica para células permite a modulagdo precisa desses alvos celulares,
potencialmente levando a resultados terapéuticos mais eficazes ao abordar as causas raiz da
doenca.

Portanto, a terapia genética especifica para células para DCV contribui para
direcionamento de precisao, minimizando efeitos fora do alvo, melhorando o perfil de seguranga
e otimizando resultados terapéuticos. Essa abordagem tem grande potencial para desenvolver
tratamentos personalizados e eficazes para varias condigdes cardiovasculares*!43,

O AAV9, por sua vez, € uma promessa ho campo da terapia genética devido a sua
capacidade de transduzir efetivamente varios tecidos, incluindo o coracdo. Alavancando
promotores especificos de células, o AAV9 permite a expressao exclusiva de transgenes em
células especificas, aumentando a precisdo em intervengbes terapéuticas. Apesar dessas
vantagens, a terapia genética AAV apresenta certas limitagdes. Uma restricao é sua tendéncia a
se integrar ao cromossomo, o que levanta preocupacgdes sobre potenciais efeitos de longo prazo.
Além disso, o AAV tem uma capacidade de inser¢ao de genes restrita, tornando-o inadequado
para expressar genes grandes que excedem 4,5 quilobases*.

A duragdo da expressdo do transgene no coragdo € prolongada, geralmente
ultrapassando um ano. No entanto, essa expressao prolongada esta associada a desvantagens
conhecidas, incluindo a indugéo de hipertrofia cardiaca e arritmias. Uma parcela significativa da
populacdo, excedendo 60%, também abriga anticorpos neutralizantes contra AAVs, impondo
uma restrigdo ao seu uso generalizado em aplicagbes de terapia genética®.

5. PAPEIS DA MODIFICAGAO DO RNA NAS DOENGAS CARDIOVASCULARES

A DCV corresponde a uma série de doencas que afetam o coracdo e 0s vasos
sanguineos, contribuindo para uma grande carga global de doencas. A prevaléncia e a
mortalidade de DCV tem aumentado em pacientes com mais de 40 anos, sendo hipertensao e a
aterosclerose importantes fatores de risco para outras DCVs*®47. As causas mais comuns de
mortes relacionadas a DCV atualmente incluem doenga cardiaca isquémica (DIC), fibrilagdo
atrial (FA), cardiomiopatia, cardiopatia hipertensiva, endocardite, miocardite e outras. A doenca
cardiaca isquémica (DIC), e o acidente vascular cerebral (AVC) s&do os principais responsaveis.
Varios estudos revelaram que as modificagbes de RNA e seus reguladores desempenham
papéis essenciais na DCV*,

5.1 Hipertensao

A hipertenséo é o principal fator de risco mundial para DCV, mas é evitavel*’. Sua
ocorréncia esta ligada a fatores genéticos e ambientais. Os reguladores da pressao arterial (PA)
sao diversos e muito complexos, envolvendo o sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA),
o sistema nervoso simpatico (SNS), o sistema imunolégico e o estresse oxidativo, além da
regulagdo a fungdo das células musculares lisas vasculares (VSCMs)*. O ADAR2 — que tem
atividade enzimatica para edicdo de RNA A-to-l — é relatado como o principal responsavel pela
edicdo de FLNA no sistema cardiovascular, onde regula a contragdo do musculo liso.
Camundongos com edig&o pré-mRNA de FLNA prejudicada mostraram hipertensao diastélica®®.

Variantes genéticas comuns da proteina associada a massa gorda e a obesidade (FTO)
estdo associadas a regulagdo da PA em pacientes com hipertensdo®'. No entanto, ainda ndo
esta claro se ele atua em N6-metiladenosina (m6A). Estudos demonstraram indiretamente que a
modificagcdo do RNA pode estar envolvida no desenvolvimento da hipertensdo. Por exemplo,
HuR é um executor chave para fungbes bioldgicas de m6A, uridilagéo e edigao de RNA A-to-l,
interagindo com locais de modificagdo. O HuR é reduzido na aorta de pacientes com hipertenséo,
e camundongos HuR-cKO especificos desenvolvem hipertenséo e hipertrofia cardiaca. O HuR
supostamente se liga a AREs no mRNA da caveolina-1 e no mRNA soluvel da guanilil ciclase
(sGC) e regula a PA%253,
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5.2 Aterosclerose e doenga arterial coronariana

A aterosclerose € uma doenca inflamatéria caracterizada pelo acumulo de gordura e
fibras nas artérias da parede, conhecida como placa aterosclerética. Fibrose e calcificacdo
ocorrem na coronaria, levando ao sangramento da placa, ruptura e trombose, o que impede o
fluxo sanguineo e, por fim, resulta em DAC. A DAC inclui principalmente infarto agudo do
miocardio (IAM), angina pectoris crénica estavel, DAC cronica e insuficiéncia cardiaca (IC)*. A
modificagdo da m6A envolve cascatas inflamatorias em sitios extravasculares e células
endoteliais vasculares (CEs), iniciando e progredindo a aterosclerose. A m6A METTL3 e
METTL14 s&o reguladas positivamente em modelos de aterosclerose e pacientes com DAC.
Além disso, a m6A promove a ades&o de monaocitos a CEs®*5,

Mecanicamente, Chien et al** descobriram que, em um modelo EC induzido por tensdo
de cisalhamento oscilatério (OS), o0 aumento da expressao de METTL3 promove a estabilidade
de m6A-NLRP1 mRNA por YTHDF1, enquanto aumenta a degradagéo de m6A-KLF4 mRNA por
YTHDF2. Além disso, METTL14 medeia modificagdo a m6A do fator de transcricdo FOXO1
MmRNA em CEs, induzidas por TNF-a e promove a tradugdo de mRNA FOXO1 por YTHDF1,
ativando assim a transcrigdo VCAM-1 e ICAM-1%°. A expressdo de VCAM-1 e ICAM-1 também
pode ser regulada por INcRNA NEAT1, que é estabilizado pelo AUF1 (um RBP) de uma maneira
dependente da edigdo de RNA A-to-l mediada por ADAR1%6.

No entanto, o mecanismo subjacente ndo é claro. A inflamag¢do dos macréfagos
também ¢é regulada por m6A. METTL14-KD reduz significativamente a estabilidade do mRNA
MyD88 em macrofagos, o que promove a polarizagdo do macréfago M2 e inibe a migragéo e
adesdo de macrofagos, inibindo a sinalizagdo NF-kB/IL-6%7. METTL3-m6A-YTHDF2 regula
positivamente a inflamagéo induzida por lipoproteina de baixa densidade oxidada (oxLDL) de
macrofagos e monocitos®. ADAR1 e METTL3/14 também afetam a angiogénese e a calcificagdo
vascular ou valvar®®,

Além da resposta inflamatéria e da fungéo vascular, a modificagdo do RNA regula a
funcao cardiaca na DAC. Por exemplo, a diminui¢gdo da expressao de CUGBP1 em modelos de
IAM ¢é atribuida a relocalizagédo citoplasmatica de HuR e interagdo com AREs em CUGBP1
3'UTR®, A superexpressdo de CUGBP1 melhora a fungéo cardiaca em camundongos com IM
modulando o VEGF-A. O RNA interativo com piwi (piRNA) interage diretamente com o NAT10 e
promove a apoptose do cardiomiécito (CM), aumentando o ac4C acetilacdo do fator de
transcrigdo CE (TFEC), que resulta em deterioragdo da fungéo cardiaca no IM8'.

Os niveis de m6A aumentam com a expressao de FTO regulada negativamente em IC
e CMs de mamiferos que sofrem de hipdxia, em vez de fibroblastos cardiacos (FCs) ou CEs. A
superexpressao de FTO melhora a contragdo do sarcdmero, regulando o Ca2+ intracelular e a
funcao cardiaca apos infarto do miocardio, devido a desmetilagdo mediada por FTO do mRNA
de ATP2A2 (que codifica a proteina SERCA2a) em resposta ao aumento dos niveis de mRNA de
ATP2A2. Da mesma forma, a superexpressao de ALKBHS alivia a fungao cardiaca pés-infarto do
miocardio e promove a proliferagcdo de CM, por meio do eixo m6A-YTHDF1-YAPS263,

O METTL3-m60 A-HNRNPA2B1 também promove a biogénese do miR-503
encapsulado em vesicula extracelular (EV) derivado de CEs no IAM, o que causa apoptose do
CM e a disfungéo cardiaca. A lesao de isquemia-reperfusao (I/R) € uma complicagao grave da
isquemia cardiaca, que resulta em deterioragao da DAC. O METTL3 regulado positivamente no
modelo de lesdo cardiaca I/R facilita a ligagdo do HNRNPD a m6A e mRNA de A-TFEB com
estabilidade aprimorada, prejudicando a autofagia e promovendo a apoptose em CMs.315 Além
disso, o TFEB ativa a transcricdo de ALKBHS5 e inibe a estabilidade do METTLS3, formando assim
um ciclo de feedback negativo. O METTL14-cKO especifico para o coragéo, por sua vez, alivia
a lesédo de I/R e a disfungdo cardiaca em coragdes de camundongos, com diminuigdo da
expressdo de marcadores de IC, como ANP, BNP e B-MHCS?4-68,

5.3 CARDIOMIOPATIA

A cardiomiopatia pode ser classificada em dois tipos: primaria e secundaria. A
cardiomiopatia primaria inclui a cardiomiopatia hipertréfica (CMH), cardiomiopatia arritmogénica
do ventriculo direito (CAVD), cardiomiopatia dilatada (CMD), cardiomiopatia restritiva (MCR) e
miocardite. Multiplas alteragdes genéticas que causam cardiomiopatia primaria séo identificadas
e validadas. Quase 70% dos pacientes com CMH apresentam mutagdes na cadeia pesada de (-
miosina (MYH7) e na proteina C de ligag&o a miosina (MYBPC3)®7:68,

Troponina T (TNNT2), cadeia pesada de a-miosina (MYHB), titina (TTN), proteina LIM
muscular (CSRP3), teletonina (TCAP), vinculina (VCL) e junctofilina 2 (JPH2), foram outros
genes relacionados descobertos. As mutagdes TTN, MYH7 e TNNT2 também levam a CMD e
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MCR®70, Genes também relacionados ao CMD correspondem a LMNA, RBM20 e BAG3. Tm
prejudicado, mediado por mutagdo GTPBP3 ou MTO15A formagéao de U em tRNAs mitocondriais
e disfungdo mitocondrial, resulta em CMH. O PTCD1-cKO especifico do coragcdo causa CMD,
pois o PTCD1 é essencial para a pseudouridina (W) no rRNA 16S, na posi¢cdo 2509, e a
estabilidade do rRNA 16S, que afeta a montagem da LSU, a fungédo mitocondrial e a sinalizagédo
mTOR seguinte”""2,

Gao et al”® observaram que YTHDC1-cKO especifico cardiaco leva a CMD. Além disso,
a delecdo YTHDC1 resulta em um splicing aberrante do m6ATTN, com uma propor¢ao
aumentada de isoformas N2BA:N2B. Gonzalez et al’ relataram que o ADAR1-cKO especifico
do coragéo causa miocardite autoinflamatéria, levando eventualmente 8 CMD em camundongos.
Além disso, a deficiéncia de IFIH1 (codificando MDAS) protege contra CMD e IC, inibindo os
processos autoinflamatérios causados pela auséncia de edigdo de RNA mediada por ADAR1.

A etiologia da cardiomiopatia secundaria geralmente € adquirida e inclui diabetes,
sepse e cardiotoxicidade. Na cardiomiopatia diabética, a METTL14 é regulada negativamente e
medeia a piroptose do CM por meio da via NLRP3-caspase-1. Funcionalmente, a hipermetilagéo
mediada por METTL14 do INcRNATINCR promove o decaimento do TINCR pelo YTHDF2, o que
enfraquece a inibicdo do TINCR no alvo NLRP3. O IncRNA Airn alivia a fibrose cardiaca na
cardiomiopatia diabética, inibindo a degradacdo da ubiquitinagdo do IMP2 (codificado por
IGF2BP2) e estabilizando o mRNA do p53 em um m6A. METTL14 parece ser um fator de risco
na doxorrubicina”™"7,

5.4 HIPERTROFIA CARDIACA E INSUFICIENCIA TERMICA

A hipertrofia cardiaca, tanto fisiolégica quanto patolégica, € o aumento do coragédo e
dos CMs, devido & adaptacdo ao estresse cardiaco. E relatado que na hipertrofia cardiaca
fisiolégica induzida pelo exercicio, 0 mRNA total e os niveis de m6A no coragéo séo reduzidos,
possivelmente devido a regulagdo negativa METTL14. A hipertrofia cardiaca patoldgica € um dos
principais contribuintes para a IC com fragédo de ejegéo preservada (ICFEp) ou fragdo de ejegéo
reduzida (ICFEr)"7°, O FTO-cKO especifico do coragio deteriora a ICFEp induzida por cirurgia
de constrigdo adrtica transversa (TAC) em camundongos. A superexpressao de FTO, por sua
vez, atenua a hipertrofia cardiaca induzida por constrigdo aortica transversa (CAT) e IC%.

Dorn et al®' descobriram que a superexpressdo de METTL3 induz um fendtipo de
hipertrofia cardiaca compensatéria sem alteracbes patoldgicas, mesmo sob estimulos de
estresse, como sobrecarga de pressdo. O METTL3-cKO especifico para o coragao resulta em IC
ou agrava a IC induzida por estresse em camundongos. O piRNA CHAPIR ¢ identificado como o
estimulante de METTL. O CHAPIR regula a hipertrofia cardiaca interagindo com o METTL3 e
inibindo sua atividade da metilase, levando a hipometilacdo do mRNA da ADP-ribosiltransferase
Parp10 e a inibicdo da degradagdo mediada por YTHDF2382,

Além disso, o MYH7, um marcador de hipertrofia cardiaca, também ¢é alvo de YTHDF2.
YTHDF2 é regulado positivamente na IC e promove a estabilidade de MYH7 em um m6A&3, Com
base na técnica de sequenciamento, Kokot et al®* explorou a regulagéo de circRNAs por edigdo
de RNA A-to-l em coragbes humanos com falha. Seus resultados mostraram que a IC leva a
diminuicdo da edicdo de RNA, com redugédo da proteina ADAR2 e aumento da formacao de
circRNA.

5.5 Outras condig¢des cardiovasculares

A hipertensédo pulmonar (HP) pode ser dividida em cinco grupos. A HP do grupo 2 é
causada por doencga cardiaca esquerda, que geralmente € complicada em mais de 50% dos
pacientes com ICFEp ou ICFEr®. AHP é caracterizada pela proliferagéo e resisténcia a apoptose
das células musculares lisas da artéria pulmonar. Essa mudanga fenotipica leva a remodelagéo
vascular pulmonar (RVP)%. Na HP, o aumento do RNA total e dos niveis de m6A sdo
acompanhados por expresséo elevada de METTL3/14 e YTHDF1/287:88,

Nesses casos, o METTL3/14 catalisa a metilagdo de genes a jusante associados a
proliferacdo, enquanto o YTHDF1/2 promove sua tradugdo e degradagdo. Por exemplo, a
translacdo de MAGED1 ¢é regulada positivamente pelo eixo METTL3-m6A-YTHDF1.335
Funcionalmente, o MAGED1-KO inibe a proliferagcdo de PASMC induzida por hipéxia e melhora
a RVP e a fungao cardiaca em camundongos expostos a SU5416/hipoxia (Su/Hx). A inflamagéo
cronica também contribui para a RVP. YTHDF2 supostamente regula positivamente em
macroéfagos pulmonares de HP e promove a proliferagdo das células musculares lisas da artéria
pulmonar, elevando a degradagdo de m6A-HMOX1, que ativa macréfagos, a resposta

Editora Epitaya | Rio de Janeiro-RJ | ISBN 978-85-94431-93-6 | 2025 141



Inovagées Cardiovasculares: Pesquisa, Diagnostico e Terapia — Vol.2

inflamatéria e o estresse oxidativo. O YTHDF2-cKO, especifico para mieloides, inibe a ativagéo
de macrdéfagos, RVP e disfungdo cardiaca em camundongos com HP induzida por Su/Hx®°.

Arritmias graves, como taquicardia ventricular (TV), fibrilagdo ventricular (FV) e FA,
podem levar a morte. Entre elas, as arritmias ventriculares (AVs), incluindo TV e FV, sédo as
principais causas de morte subita cardiaca (MSC), enquanto a FA geralmente esta relacionada
ao AVC e a IC. Pacientes com IM ou IC sdo observados com aumento da atividade nervosa
simpatica, o que pode levar a arritmias frequentes®. Em modelos animais de IM, os niveis de
expressao de METTL3 s&o regulados positivamente no coragdo e no nucleo paraventricular
(PVN), a regidao reguladora cardiovascular no cérebro, e sdo responsaveis por receber
informagdes do reflexo cardiaco e regular a atividade nervosa simpatica para feedback®!-%2,

Esta associada a ativacao da via NF-kB, mediada por TRAF6 e TLR4, respectivamente.
Por outro lado, o silenciamento do METTL3 inibe a remodelacéo simpatica e a hiperatividade, o
que é benéfico para atenuar o IM e melhorar a fungéo cardiaca. Da mesma forma, a expressao
elevada de METTL3 também regula a fibrose cardiaca e a FA de maneira dependente de um
mBA%,

A dissecgdo da aorta (DA) € uma doenga perigosa e fatal. Hipertensao e aterosclerose
s&o os principais fatores de risco para DA, enquanto a perda de células do musculo liso adrtico
€ uma de suas caracteristicas. Foi relatado que a expressdo de METTL3/14 é significativamente
aumentada com a redug¢ao da expressao de FTO nas aortas de pacientes com DA tipo A de
Stanford em comparagéo com aortas sem DA. O METTL3 pode promover a ferroptose em células
do musculo liso adértico humanos, facilitando a degradacao de m6A modificado em SLC7A11 e
mRNA FSP1. No entanto, mais estudos sdo necessarios para confirmar as funcdes e
mecanismos moleculares especificos da modificagdo m6A na DA%,

6. TERAPEUTICA BASEADA EM MODIFICAGAO DE RNA PARA DOENGAS
CARDIOVASCULARES

Os reguladores da modificagdo do RNA estdo envolvidos na iniciagdo e
desenvolvimento da DCV, afetando varios fendtipos de diferentes células no sistema
cardiovascular e vias de sinalizagao associadas. Os principios das estratégias terapéuticas
baseadas em modificagdo de RNA para DCV incluem principalmente: inibir a resposta
inflamatéria, reduzir a perda celular, atenuar o dano e promover a regeneragédo ou aliviar a
remodelacao. Além disso, as estratégias terapéuticas baseadas em modificagdo de RNA podem
atuar por meio de multiplos mecanismos e levar a melhores resultados®%.

7. DESENVOLVIMENTO E REGENERAGAO CARDIACA

A capacidade regenerativa do coragao de mamiferos adultos € muito limitada. A perda
de CMs pode ser permanente e dificil de reparar. Assim, estimular a desdiferenciacao e
proliferacdo de CM fornece uma perspectiva promissora para estratégias de regeneracao
cardiaca®. A modificagdo RNA mediado por NSUN5 e de m5AC é necessaria para a tradugéo
de TPM1, um gene relacionado ao desenvolvimento cardiaco®”. A mutagdo NSUN5 pode causar
diminuicdo da proliferagao celular no trato de saida cardiaca (OFT) e malformacdées OFT em
camundongos. Chen et al®® explorou o papel da edigdo de RNA A-to-l na diferenciagdo de CMs
humanos. Seus resultados mostraram que a proporcao de locais de edigao em 3'UTRs diminui
gradualmente e vice-versa, e a proporgao de locais de edigdo em introns aumenta durante o
processo de células indiferenciadas para CMs diferenciados.

ADAR1 é essencial para o crescimento e desenvolvimento cardiaco embrionario.
Moore et al®® observaram que ADAR1-cKO resulta em apoptose, proliferacdo reduzida de CM e
morte embrionaria. Han et al'® constataram que o total dos niveis de m6A aumentam com a
reducdo da expressdo de ALKBHS5, durante a diferenciagdo de células do mesoderma (MESs)
em CMs. Yang et al'®', por sua vez, verificaram que o pico de metilagdo no coragdo de
camundongos aumenta apds o nascimento e pode se estabilizar apés 7 dias. Além disso,
YTHDF1 e YTHDF3 sao regulados negativamente durante a diferenciacéo de células-tronco
embrionarias (ESCs) em CMs'%2.

No entanto, YTHDF1 e YTHDF3 regulam a expressao de genes cardiacos em CMs de
maneiras opostas. Comparado aos coragdes embrionarios, uma modificacdo de m6A aumenta a
expressao de miR-133a e miR-499 em coragbes de camundongos pds-natais, estimulando assim
a inibicdo de genes-alvo envolvidos no desenvolvimento cardiaco'. Os reguladores do ciclo
celular, como ciclinas, quinases independentes do ciclo celular (CDKs) e proto-oncoproteinas,
promovem a proliferagdo de CM. ALKBH5 causa a proliferagcdo de CM, regulando positivamente
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a expressao de YAP, enquanto METTL3 inibe a expressao de YAP por meio de uma regulagéo
negativa®.

Especificamente, ALKBH5 é uma desmetilase de YAP e realiza sua tradugédo de
maneira dependente de YTHDF1. Além disso, a metilacdo mediada por METTL3 de pri-miR-143
facilita sua maturagéo e inibe a expresséo de YAP'%. Aiinjeg&o in vivo do virus adeno-associado
9 (AAV9)-shMETTL3 causa a proliferacdo de CM e a regeneragdo cardiaca no coragao
lesionado, mas no tem efeito significativo no coragdo sem les&o'®. Além disso, acredita-se que
METTL14 também seja benéfica para a apoptose e prejudicial a proliferacdo do CM, estimulando
a interagdo de YTHDF1 com m6MRNA A-PHLPP2 com tradugdo melhorada'®. No entanto, o
ALKBHS regula negativamente a angiogénese nas células endoteliais microvasculares
cardiacas, prejudicando a recuperagéo do fluxo sanguineo em doengas isquémicas'?’.

8. PREVENGAO DA PERDA E REMODELAGAO CELULAR

A perda celular é uma das bases patolégicas criticas em varias DCV. Por exemplo, a
perda de CMs leva a fibrose, diminui¢do da contragéo cardiaca e dilatagdo cardiaca patoldgica,
conhecida como remodelagdo cardiaca patologica, que posteriormente deteriora esses
processos e, por fim, resulta em IC'%. As principais causas de perda celular em DCVs incluem
apoptose, necrose, ferroptose e piroptose’®. Cheng et al''® desenvolveram um
nanomedicamento para melhorar a les&o de I/R do miocardio com base no inibidor de ALKBH5
I0X1, chamado HSSS-I. Uma vantagem do HSSS-I é que ele pode atingir a area do infarto e
inibir a apoptose. Além disso, o exercicio pode melhorar significativamente a fungdo cardiaca,
atenuando a edigdo de RNA e a apoptose m6A™",

O exercicio também alivia a aterosclerose, inibindo a6Piroptose EC regulada por A"2,
O jejum intermitente também pode inibir a apoptose do MC na cardiomiopatia da obesidade
induzida por dieta hiperlipidica, por meio de um mecanismo semelhante. Embora seja improvavel
que o exercicio e o jejum intermitente sejam tratados clinicamente, eles podem beneficiar os
pacientes como estratégias de gerenciamento de saude. A injecado na veia da cauda de lentivirus
(LV)-shMETTL3 inibe significativamente a piroptose em modelos de camundongos com lesdo de
I/ R do miocardio™.

A liproxstatina-1, um inibidor da ferroptose, inibe a degeneracdo medial induzida pela
B-aminopropionitrila (BAPN) e a fragmentagéo da elastina na aorta, reduzindo significativamente
a morbidade e a mortalidade®. Da mesma forma, o MCC950, um inibidor da piroptose, atenua
parcialmente a lesdo cardiaca na cardiomiopatia diabética. Nao esta claro se esses inibidores
afetam diretamente a modificagdo do RNA ou podem atuar nos alvos modificados ou a jusante.
Além disso, a superexpressao de AAV9-shMETTL3 ou AAVI-FTO por injecao intravenosa inibe
a disfuncdo cardiaca e o remodelamento em modelos de camundongos de hipertrofia
miocardica'*.

9. OUTRAS CONDIGCOES CARDIOVASCULARES

A proliferagdo celular nem sempre é benéfica para DCV em todos os casos. Por
exemplo, a proliferagdo aberrante de m6A resulta em fibrose cardiaca. A injecdo de LV-
shMETTL3 ou LV-shYTHDF2, por sua vez, alivia significativamente a fibrose cardiaca induzida
por isoproterenol (ISO) em camundongos'®. A prevencéo da proliferagdo da formagéo células
musculares lisas da aorta e de neointima apds colocagao de stent ou cirurgia de revascularizagéo
do miocardio melhora os resultados dos pacientes. Uma modificacdo mediada por METTL3
promove a formacao de autofagossomos para suprimir a proliferagéo de células musculares lisas
da aorta, sugerindo METTL3 como um potencial alvo terapéutico®.

Um ensaio clinico mostrou que o trioxido de arsénio pode ser aplicado a stents
farmacoldgicos com eficacia e seguranga comparaveis aos tradicionais eluidores de sirolimus'"’,
enquanto Yu et al''® demonstraram que o trioxido de arsénio promove seletivamente a apoptose
em formagéao células musculares lisas da aorta, regulando a modificagdo de m6A.

A aplicac&do e o mecanismo de extratos de algumas plantas naturais ou medicamentos
tradicionais chineses para DCV com base na modificacdo do RNA também conquistaram
atengéo. O acido maslinico (MA), um triterpenoide pentaciclico rico em pericarpo verde-oliva,
inibe a hipertrofia cardiaca diminuindo a expressao de METTL3. No entanto, esse mecanismo
n&o foi esclarecido'®. Tanshinone IIA (Tan 1I1A), um extrato da medicina tradicional chinesa Salvia
miltiorrhiza Bunge, inibe a modificagdo da m6A mediada por LKBH5. A galectina-3 pode ter um
efeito semelhante para DCV'%.
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