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RESUMO

FERNANDES MMF, Marcadores genéticos e inflamatorios na insuficiéncia cardiaca: o
impacto do exercicio fisico [Tese]. Sao Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao

Paulo; 2015.

Introducio: O exercicio fisico pode reverter o prejuizo funcional causado pela
insuficiéncia cardiaca (IC). No entanto, os mecanismos implicados na melhora funcional e
o efeito do exercicio em outros biomarcadores de gravidade, incluindo microRNAs e
marcadores de inflamagdo, sdo apenas parcialmente compreendidos.Objetivos: Avaliar o
efeito do exercicio nos niveis séricos da adiponectina, interleucina-6 (IL-6), fator de
necrose tumoral alfa (TNF-alfa), galectina-3, microRNAs miR-423-5p, -221 e -155 em
pacientes com IC. Analisar a associacdo entre estes biomarcadores e a melhora da
capacidade funcional ap6s 12 semanas de exercicio em pacientes com IC. Métodos: Foram
incluidos pacientes com IC, FEVE < 40%, terapia clinica otimizada e randomizados em trés
grupos: exercicio intervalado, exercicio continuo ou controle. Foi realizado teste de esforgo
cardiopulmonar (TECP) e dosados os niveis séricos de adiponectina, IL-6, TNF-alfa,
galectina-3, microRNAs miR-423-5p, -221 e -155 antes e ap6s a intervengao, com duragao
de 12 semanas. Resultados: Quarenta pacientes, 49+7 anos, 53% homens, FEVE 30+6%,
25% com cardiopatia isquémica foram incluidos na anélise (intervalado-12, continuo-14,
controle-14). O exercicio, especialmente intervalado, aumentou o tempo de tolerancia ao
esforco no TECP em relagdo ao grupo controle (intervalado - 13+£3 min vs continuo - 1243
min vs controle - 11£2 min, p = 0,034), mas nado teve efeito no VO, pico. Ambas
modalidades de exercicio, intervalado e continuo, tiveram efeito neutro em todos os
biomarcadores séricos dosados, incluindo os microRNAs. Os parametros basais associados
com mudanga na capacidade funcional foram o tempo de tolerancia ao esfor¢o no TECP e o
nivel sérico de IL-6. Na andlise multivariada, somente o nivel sérico de IL-6 (apos
conversao logaritmica) foi significativamente associado com mudanga no VO, pico com o
exercicio [Coeficiente f =-0,35 = 0,11, p = 0,005]. Conclusées: Doze semanas de exercicio
aerdbico, tanto intervalado como continuo, tiveram efeito neutro em biomarcadores de

inflamacao e fibrose e nos niveis circulantes dos microRNAs miR-423-5p, -221 e -155 em



pacientes com IC. Além disso, niveis séricos elevados de IL-6 foram independente

associados a auséncia de resposta ao treinamento fisico.

Descritores: exercicio, inflamacao, interleucina-6, fator de necrose tumoral alfa,

galectina 3, adiponectina, MicroRNAs, insuficiéncia cardiaca, tolerancia ao exercicio.
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ABSTRACT

SILVA MMF, Genetic and inflammatory markers in heart failure: the impact of exercise
training [ Thesis]. Sao Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2015.

Background: Exercise training can revert the functional impairment caused by heart failure
(HF). Nevertheless, the mechanisms underlying the improvement in functional capacity and
the effect of the exercise on other biomarkers of severity, including microRNAs and
inflammatory biomarkers, are only partially understood. Aims: To evaluate the effect of
exercise on serum levels of adiponectin, interleucina-6 (IL-6), tumor necrosis fator-alpha
(TNF-alpha), galectina-3, microRNAs miR-423-5p, -221 and -155 in patients with HF. To
assess the association between these biomarkers and improvement in functional capacity
after 12 weeks of exercise in patients with HF. Methods: We included patients with HF,
LVEF < 40%, under optimized clinical therapy, and randomized into three groups: interval
exercise, continuous exercise and control. We performed cardiopulmonary exercise testing
(CPET) and determined the serum levels of adiponectin, IL-6, TNF-alpha, galectina-3,
microRNAs miR-423-5p, -221 and -155 before and after the intervention, which lasted 12
weeks. Results: Forty patients, 49+7 years old, 53% men, LVEF 30+£6%, 25% with
ischemic cardiomyopathy were included in the analysis (interval-12, continuous-14,
control-14). The exercise, particularly the interval training, increased the CPET exercise
time, when compared with the control group (interval - 1343 min vs continuous - 12+3 min
vs control - 11£2 min, p = 0.034), but had no effect on peak VO,. Both modalities of
exercise, interval and continuous, had neutral effect on all analyzed serum biomarkers,
including the microRNAs. Baseline parameters associated with change in functional
capacity with exercise were CPET exercise time and IL-6 serum level. In multivariate
analysis, only IL-6 serum level (log-transformed) was significantly associated with
modification in peak VO, with exercise [ coefficient =-0.35 + 0.11, p = 0.005].

Conclusions: Twelve weeks of aerobic exercise, both interval and continuous, had neutral
effect on the serum biomarkers of inflammation and fibrosis and the circulant microRNAs
miR-423-5p, -221 e -155 in patients with HF. Besides, increased IL-6 serum levels at

baseline were independently associated with lack of response to exercise training.



Descriptors: exercise, inflammation, interleukin-6, tumor necrosis factor-alpha,

galectin 3, adiponectin, MicroRNAs, heart failure, exercise tolerance.
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1. INTRODUCAO

A insuficiéncia cardiaca (IC) ¢ uma sindrome clinica complexa que envolve o

2 ¢ resulta em

sistema cardiovascular, neuroenddécrino, musculoesquelético e imune,l’
intolerancia ao esfor¢o. Embora tenha havido avangos no tratamento, muitos pacientes

ainda persistem com estes sintomas e evoluem com morte precoce.’

O exercicio fisico pode reverter parte do prejuizo funcional causado pela IC*,
resultando em melhor qualidade de vida.” Além disso, a melhora da capacidade funcional
com exercicio esta associada a maior sobrevida nestes pacientes. Foi demonstrado que um
aumento em 6% no consumo pico de oxigénio (VO; pico) com o treinamento fisico ¢

preditor independente de melhor sobrevida na IC.°

Hé diversos mecanismos implicados na melhora funcional, como alteragdes na
fun¢do endotelial, na fungdo autondmica, na fungao cardiaca e na expressao genética. Com
relagdo a este ultimo, o exercicio pode modificar a expressao do acido ribonucleico (RNA)
mensageiro através de silenciamento génico por microRNAs, uma variedade de RNA nao
codificador de proteina. Os microRNAs se ligam ao RNA mensageiro (RNAm)-alvo,

causando sua degradacio ou inibindo sua codificagdo proteica.’

Diversos microRNAs sdo secretados normalmente na circulagdo, e podem variar
em resposta a injuria ou outras condi¢des patologicas.® Estes microRNAs circulantes sdo
especialmente relevantes porque sua liberacdo no plasma nao reflete apenas a eliminagao
do contetido celular causado por lesdo inespecifica, mas representa um mecanismo chave

pelo qual diversas fungdes celulares sdo moduladas em resposta ao estresse tecidual.”

Em individuos saudaveis, o exercicio pode modificar os niveis de microRNAs
circulantes, sendo potenciais mediadores fisiologicos da adaptacao cardiovascular induzida
pelo exercicio.'™"" Em pacientes com IC, alguns microRNAs circulantes tem sua expressdo
aumentada em comparagdo com controles saudaveis. O microRNA miR-423-5p esta
elevado no plasma destes pacientes, sendo um candidato atrativo na investigagao

diagnostica de IC.'? Além disso, os niveis plasmaticos do miR-423-5p podem indicar
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gravidade ja que se associaram positivamente com o peptideo natriurético tipo B (BNP) e
com a classe funcional.'*" Enquanto os microRNAs circulantes vem sendo estudados
como potenciais biomarcadores de IC, ndo hd dados que o exercicio possa modificar sua

expressao, fazendo retornar a niveis mais proximos dos individuos saudaveis.

A inflamacao também pode estar implicada na resposta ao treinamento fisico na
IC, ja que ela tem um papel importante na fisiopatologia ¢ progressio da doenca.'*"" Os
niveis plasmaticos de citocinas pro-inflamatorias estdo diretamente associados com a classe
funcional, e a ativacdo imune parece contribuir para este prejuizo funcional.'®' O efeito do
exercicio fisico na inflamacdo ¢ ainda pouco compreendido. Estudos mostraram que o
exercicio fisico agudo aumenta os niveis plasmaticos do fator de necrose tumoral alfa
(TNF-alfa) e da interleucina-6 (IL-6).%° Por outro lado, as consequéncias a longo prazo de
um programa de exercicio fisico (exercicio fisico cronico) sdo variadas, podendo manter ou
até reduzir seus niveis circulantes.’”? Recentemente, foi demonstrado que o treinamento
fisico também reduz a adiponectina,”> horménio secretado pelo tecido adiposo que estd

envolvido na inflamacdo e associado a pior prognéstico na IC.**

Outro biomarcador que pode ajudar a compreender os mecanismos de resposta ao
treinamento de pacientes com IC ¢ a galectina-3, uma lecitina ligada a B-galactosideo
envolvida no desenvolvimento da fibrose cardiaca.”> Além de ser marcador progndstico,*®”
¥ a galectina-3 parece predizer resposta a algumas modalidades de tratamento na IC.*%!
Em uma analise do estudo “Heart Failure: A Controlled Trial Investigating Outcomes of
Exercise Training” (HE-ACTION),* os pacientes que apresentaram o maior aumento no

VO, pico foram aqueles com menores niveis basais de galectina-3.

Tradicionalmente, o método utilizado para prescrigao de exercicio aerdbico para
pacientes com IC, ¢ de intensidade moderada com carga constante, ou seja, o treinamento
continuo. Alternativamente, o treinamento intervalado, que consiste em alternar a
intensidade da carga em moderada e alta, tem sido demonstrada como método efetivo,
seguro ¢ bem tolerado em pacientes com IC.>>** As repercussdes de diferentes modalidades
e intensidades de exercicio nos niveis sanguineos nos biomarcadores de fibrose e

inflamagao sao ainda indefinidas.
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Haveria algum marcador especifico que identifica pacientes que podem responder
ao exercicio? O VO, pico esta associado a mortalidade ndo apenas quando medido
isoladamente, mas a melhora com exercicio indica maior sobrevida.® Portanto, a
identificacdo de biomarcadores que predizem a melhora do VO, pico pode ajudar a
encontrar subgrupos que potencialmente se beneficiam com o exercicio, com aumento na
sobrevida. Com isto, futuros estudos nesta area podem testar se o treinamento fisico

direcionado a estes subgrupos pode ser mais eficaz.

Além disso, o exercicio fisico, um movimento corporal planejado, estruturado e
repetitivo executado com uma finalidade especifica, pode ter um efeito ainda maior
naqueles pacientes com maior restricdo fisica no dia a dia. A atividade fisica na vida didria
(AFVD) , independentemente da realizagdo formal de exercicio, ¢ fator prognostico na
IC.* O treinamento fisico na IC objetiva interromper um ciclo vicioso: o sintoma
desencadeado pelo esfor¢o leva a uma redugcdo da AFVD, a qual resulta em menor
tolerancia ao esforco. Se seu impacto seria maior naqueles pacientes com menor AFVD,

ainda ¢ uma questao em aberto.

1.1 Justificativa

A evidéncia mais recente indica que o exercicio fisico ndo tem impacto na
sobrevida de pacientes com IC. Enquanto os estudos com poder para avaliar mortalidade
aplicaram exercicio de moderada intensidade no modo continuo, o exercicio intervalado
tem se mostrado promissor por trazer beneficio superior em alguns desfechos substitutos
como a capacidade funcional.”> O estudo do efeito de diferentes modalidades de exercicio
em biomarcadores inflamatérios e microRNAs, associados com a gravidade da doenca, ¢
relevante como precursor de grandes ensaios clinicos randomizados com poder para avaliar

o impacto do exercicio intervalado na sobrevida de pacientes com IC.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos primarios

Avaliar o efeito do exercicio nos niveis séricos do TNF-alfa, da IL-6, da galectina-3, da
adiponectina e dos microRNAs circulantes miR-155, miR-221 e miR-423-5p em pacientes

com IC.

Avaliar a associagdo entre estes biomarcadores ¢ a melhora da capacidade funcional

ap6s 12 semanas de exercicio em pacientes com IC.

2.2 Objetivo secundario

Avaliar o efeito do exercicio intervalado e continuo na qualidade de vida

relacionada a IC.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Populacao

Este estudo foi aprovado pela Fundacao de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao
Paulo (FAPESP), processo nimero 2011/00640-4 ¢ pela Comissio de Etica para Anélise de
Projetos de Pesquisa (CAPPesq) protocolo nimero 0157/10.

Os participantes do estudo foram selecionados a partir do ambulatério de IC do
Instituto do Coragdo (InCor) do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo (HCFMUSP) entre maio de 2011 e abril de 2013. Nos
incluimos pacientes com diagndstico de IC estagio C, fragdo de ejecao do ventriculo
esquerdo (FEVE) menor ou igual a 40%, idade entre 30 e 60 anos e sob terapia clinica
otimizada por um minimo de seis semanas. A func¢do ventricular foi obtida em

ecocardiograma transtoracico até 12 meses prévios a inclusao.

Os critérios de exclusdao foram asma bronquica ou doenga pulmonar obstrutiva
cronica em uso de corticdide e/ou f-agonista inalatorios, IC classe funcional IV (New York
Heart Association - NYHA), fibrilagdo atrial, arritmia ventricular complexa, portadores de
marca-passo ou cardioversor/desfibrilador implantavel, insuficiéncia renal cronica
(creatinina maior que 2,5 mg.dL™), insuficiéncia arterial periférica cronica, obesidade grau
ITI, cirrose hepatica, uso de drogas ilicitas, etilismo atual, pratica regular de exercicios
fisicos, limitacdo fisica ou cognitiva para realizar exercicios, razao de trocas respiratorias
(RER) pico menor que 1,00, procedimento invasivo programado, participacdo em outro
estudo ou ma adesdo persistente ao tratamento. Durante o estudo, aqueles que nado
comparecessem por mais de 5 aulas consecutivas ou ndo cumprissem um minimo de 70%

do total de sessoes previstas foram excluidos da andlise final.
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3.2 Dinamica do estudo

Os pacientes elegiveis eram abordados pelo medico assistente, que perguntava se
eles estariam interessados em participar de um estudo envolvendo treinamento fisico. O
investigador explicava todos os procedimentos, riscos, beneficios do estudo e que sua
participacdo era voluntaria. Subsequentemente, o paciente lia o termo de consentimento

livre e esclarecido e, quando de acordo, fornecia o consentimento escrito (Anexo I).

Em seguida, era realizada uma avaliacdo inicial para registro das caracteristicas
clinicas basais, incluindo medicagdes em uso, classe funcional ¢ fun¢ao ventricular. Os
pacientes também preenchiam o questionario de qualidade de vida Minnesota Living With
Heart Failure (MLWHEF). Subsequentemente, eles eram submetidos a coleta de sangue, a
medida da AFVD e ao teste de esfor¢o cardiopulmonar. Apds uma revisao dos critérios de
inclusdo e exclusao, os participantes eram randomizados em trés grupos: grupo intervalado,
grupo continuo € grupo controle. Apdés 3 meses de intervencdo, os pacientes foram

reavaliados e submetidos aos mesmos procedimentos prévios a randomizagao.

3.3 Randomizacio e alocacio

Foi realizada randomizagao simples, utilizando-se envelopes em um saco plastico.
Cada envelope, selado e opaco, continha o nome de um dos trés grupos. Apos cada
alocacdo, o respectivo envelope era devolvido antes da proxima randomizagdo, de forma

que cada paciente tivesse a mesma chance de ser selecionado a um dos 3 grupos.

3.4 Teste de esfor¢o cardiopulmonar

Os pacientes foram submetidos a teste de esforco cardiopulmonar (TECP) em
cicloergdmetro programavel (Union, Brasil), utilizando protocolo em rampa em ambiente
com temperatura controlada (21°C a 23°C). O incremento da carga a uma razao de 5, 10 ou

15 W.min" foi individualizado a partir da impressdo clinica no TECP pré-intervencio e
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repetida no TECP pos-intervencao. Os pacientes foram orientados a realizar uma refei¢ao
leve pelo menos duas horas antes e a evitar o consumo de bebidas contendo cafeina no dia

do exame.

Apo6s dois minutos em repouso, em posicdo sentada, os pacientes foram
encorajados a realizar exercicio progressivo até limitagao por sintomas. O ritmo cardiaco
foi monitorizado por sistema de 12 derivagdes (Marquette series 2000, Marquette
Electronics, Milwaukee, WI, EUA). A ventilagdo (VE), as concentracdes de oxigénio e de
dioéxido de carbono foram medidas respiragdo a respiracao (SensorMedics, modelo Vmax
229, Yorba linda, CA, EUA). A pressdao arterial foi monitorizada pelo monitor
multiparamétrico HP68S (Hewlett-Packard, EUA), empregando transdutor oscilométrico de
pressao arterial HP M1008B (Hewlett-Packard, EUA). Os critérios de interrup¢ao do

esfor¢o foram as mesmas descritas nas diretrizes brasileiras de teste ergométrico.*

O limiar anaerobico (LA) foi determinado pelo métodos ventilatorio e V-slope. O
método ventilatorio utiliza o menor valor do equivalente ventilatorio de oxigénio
(VE/VO,), acompanhado do menor valor da pressdo parcial de oxigénio no final da
expiragdo (PET O;). O V-slope utiliza o ponto de inflexdo causado pela perda de
linearidade da curva da produ¢do de didéxido de carbono (VCO;) pelo consumo de oxigénio
(VOy). O LA foi definido pela concordancia em pelo menos duas das trés variaveis
(VE/VO,, PET O; e V-slope). O ponto de compensagdo respiratoria foi definido pelo
menor valor do equivalente ventilatoério do dioxido de carbono (VE/VCO,) acompanhado
do maior valor da pressao parcial de didoxido de carbono (PET CO,). O VO, pico foi o
maior valor atingido ao final do periodo de exercicio. Os dados foram tabulados em média
de 30 segundos. O VO, maximo predito foi calculado a partir da idade, sexo, peso e altura
segundo Wasserman et al.*” Os valores do VO, pico sdo apresentados em mL.kg"'.min" e

em % do maximo predito.

O VE-VCO; slope foi determinado a partir da relagao da VE pela VCO, durante
todo o periodo de exercicio, como descrito previamente.*® A relacio do VO, pela carga
(AVO,/ACarga) foi obtida de modo semelhante, utilizando-se o fator multiplicativo da

equacdo de regressdo linear entre VO, (mL.min") e carga (Watts-W) e expressa em
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mL.min.W™. O pulso de oxigénio (pulso O,) foi calculado pela divisdo do VO, (mL.min"

" pela frequéncia cardiaca (FC) em batimentos por minuto (bpm).

A presenca de ventilagio periddica foi determinada conforme Leite et al:*° 1) trés
ou mais oscilagdes regulares (claramente discerniveis de artefato dos dados); 2)
regularidade, dada pelo desvio padrao da duragdo de trés ciclos consecutivos (tempo entre o
nadir de dois ciclos) dentro de 20% da média, 3) amplitude média minima da oscilagdo na

VE de 5 litros (valor pico menos o ponto médio entre o nadir dos dois ciclos adjacentes).

3.5 Avaliacao de atividade fisica na vida diaria

A AFVD foi avaliada a partir de acelerometro triaxial digital Dynaport
MoveMonitor (McRoberts, Holanda), validado previamente.”’ Este dispositivo mede 85 x
58 x 11,5 mm, pesa 55 gramas e possui uma bateria de litio que permite medir até sete dias
consecutivos. Ele possui trés sensores sismicos dispostos ortogonalmente (anteroposterior,
lateral-medial e longitudinal) com uma escala adaptavel de £2 g(resoluc¢ao de 0,001 g) ou
+6 g(resolugdo de 0,003 g). Os dados obtidos eram armazenados em um cartdo de memoria

microSD e enviados para http://www.mcroberts.nl, do qual retornavam em um arquivo .csv

e em dois relatorios: atividade fisica e gasto energético.

O procedimento decorria da seguinte maneira: incialmente, o dispositivo era
programado para iniciar a medida no periodo da manha (entre 8:00 e 11:00) com duragao
de 24 horas. O acelerometro era posicionado na regido lombar, aproximadamente na altura
de L2, e fixo com uma cinta de velcro. Todos os pacientes foram orientados a retirar o

dispositivo apenas para o banho e a manter suas atividades habituais durante a medida.

Foram registrados o nimero de passos por dia, o tempo gasto em minutos € a
intensidade do movimento (IM) em g (I g = 9,82 m.s) durante a caminhada, o tempo
sedentdrio (%) e o gasto energético durante a atividade (GEA). O tempo sedentario se

refere ao percentual de tempo em que o individuo permanece sentado ou deitado durante
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um dia. O GEA foi estimado a partir da IM em cada categoria por método previamente

validado.*'**

3.6 Avaliacao da qualidade de vida

A qualidade de vida relacionada a satde foi avaliada através de questionario
especifico para pacientes com IC, o questionario MLWHEF (anexo II), na versao traduzida
para o portugués, previamente validada.”*** O questionario contém 21 questdes e o paciente
devia responder o quanto a IC impediu que vivesse da maneira como gostaria durante as
quatro semanas anteriores. Os pacientes respondiam em uma escala de 0 a 5, onde 0
indicava que nao impediu ou ndo se aplica e 5 indicava que impediu muitissimo. A
somatoria simples das 21 respostas formavam o escore total, com maiores valores
indicando pior a qualidade de vida. Adicionalmente, um subgrupo de questdes correspondia
a um escore de dimensao fisica (itens 2, 3, 4, 5, 6, 7, 12, 13), por estarem relacionadas a
sintomas como dispnéia e fadiga, e outro subgrupo a um escore de dimensdao emocional

(itens 17, 18, 19, 20, 21).

3.7 Dosagens sanguineas
3.7.1 Coleta de sangue

As amostras de sangue foram obtidas através de venopungao apos 20 minutos de
repouso ¢ jejum de 8 horas. Todos foram orientados a ndo realizar exercicios 24 horas
antes. O sangue periférico foi coletado em trés tubos de 3 mL: dois deles sem
anticoagulante e o outro contendo Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA). Em seguida,
foram submetidos a centrifugagdo sob forca de 2000 g a 4°C durante 10 minutos. O
sobrenadante (plasma ou soro) foi transferido para microtubos RNase/DNase-free de 1,5mL

e armazenado em freezer -70°C até o momento das analises.
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3.7.2 Biomarcadores inflamatorios

Apo6s todos os pacientes completarem o estudo, foram determinados os niveis
séricos do TNF-alfa, da IL-6, da adiponectina e da galectina-3 através de kits Milliplex®
MAP (multi-analyte panels) usando tecnologia Luminex™ xMAP (EMD Millipore

Coorporation, Alemanha).

O principio da tecnologia Luminex™ xMAP utiliza um processo que envolve
microesferas, fundamentado na técnica de imunoensaio. Cada uma destas microesferas €
coberta com um anticorpo especifico e pode ser identificada através de um codigo de cores.
Apos o analito (biomarcador) ser capturado pelos anticorpos localizados na superficie das
microesferas, um anticorpo de detecgao biotinilado ¢ introduzido ligado a uma molécula de
reporte - a ficoeritrina (PE). Processadores de sinal digital de alta velocidade identificam

cada microesfera e fazem a leitura baseado no sinal fluorescente da PE.

Os procedimentos foram realizados de acordo com as instrucdes do fabricante por
um laboratorio externo (Genese Produtos Diagndsticos LTDA), que nao tinha
conhecimento a que grupo o paciente foi alocado. Kits especificos para cada analise foram
usados: Human Circulating Cancer Biomarker Magnetic Bead panel 3 kit (HCCBP3MAG-
58K) para galectina-3 [concentracio minima detectavel (CMD) = 0,005 ng.mL’,
coeficiente de variagdo intra-ensaio (CV intra-ensaio) = 5%, CV inter-ensaio = 13%];
Human Adipokine Magnetic Bead Panel 2 kit (HADK2MAG-61K) para IL-6 [CMD = 0,2
pg.mL”, CV intra-ensaio= 1%, CV inter-ensaio= 10%] e para TNF-alfa [CMD = 0,3
pg.mL", CV intra-ensaio = 3%, CV inter-ensaio = 19%]; Human Adipokine Magnetic Bead
Panel 1 kit (HADK1MAG-61K) para adiponectina [CMD = 11 pg.mL™, CV intra-ensaio =
2%, CV inter-ensaio = 10%]. Os resultados foram calculados, usando o MagPix - Software

xPonent/Analyst versao 4.2.
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3.7.3 MicroRNAs
3.7.3.1 Selecao dos MicroRNAs

Nos selecionamos trés microRNAs circulantes baseado em sua relevancia como
biomarcador na IC, resposta ao exercicio ou que estivessem implicados em processos
celulares adaptativos ao exercicio. Desta maneira, nds escolhemos os microRNAs miR-
423-5p, apontado como potencial biomarcador diagndstico e prognéstico da IC;'*"* o miR-

45,46

221, envolvido na angiogénese, e que aumenta com treinamento fisico em individuos

saudaveis;'’ e o miR-155, implicado na inflamacdo®’ e no sistema renina-angiotensina.**

3.7.3.2 Extracao de RNA

Apo6s retiradas do freezer -70°C, as amostras foram equilibradas a temperatura
ambiente e submetidas a extragdo de RNA extracelular por meio do kit miRNeasy
Serum/Plasma (Qiagen, Alemanha) de acordo com o protocolo descrito pelo fabricante.
Resumidamente, 1 mL da solu¢do QIAZOL foi adicionado a 0,2 mL de plasma sanguineo,
sendo em seguida homogeneizado vigorosamente em vortex por 15s e incubado por 05 min
a temperatura ambiente para promover a dissociacdo dos complexos nucleoproteicos. Apos
incubagao, 3 pl do miR-39 sintético de Caenorhabditis elegans (cel-miR-39; QIAGEN) na
concentracdo de 1,6x10%/uL foram adicionados como controle “spike-in” para eficiéncia da
purificacdo. Em seguida, foram adicionados 200uL de cloroféormio (Merck, Alemanha) e
homogeneizado vigorosamente por 30s seguido por 5 min de incubacdo a temperatura
ambiente. As amostras foram entdo submetidas a centrifugagdo sob forca de 14.000 g a 4°C
por 20 min para a separagdo das fases aquosa (acima) e organica (abaixo). A fase aquosa
foi entdo transferida para outro microtubo de 1,5mL onde foi adicionado 1,5 volumes de
etanol 100% (Merck, Alemanha) para a precipitacdo do RNA total. A purificagdo do RNA
total extraido foi realizado por meio das colunas providas pelo kit miRNeasy
Serum/Plasma. O RNA final foi eluido das colunas em 14uL de dgua RNase-free também
provido pelo kit.
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3.7.33 Reacao de transcricao reversa

Para a técnica da Reagdao em Cadeia da Polimerase (PCR), passivel de analisar
apenas moléculas de DNA, as amostras de RNA extraidas foram convertidas em DNA
complementar (cDNA) por meio da reagdo de transcri¢ao reversa. Para este proposito foi
utilizado o kit TagMan® MicroRNA Reverse Transcription (Life Technologies, USA)
combinado com oligonucleotideos especificos para cada microRNA (miR-155, miR-221 e
miR-423-5p providos pelo kit TagMan® MicroRNA Assays - Life Technologies, USA). Os
oligonucleotideos utilizados foram stem-loop especificos, o que reduz a hibridizacdo com

os pri- e pre-miRNAs, aumentando assim a especificidade do ensaio.

3.7.34 Quantificacao relativa dos niveis plasmaticos de microRNAs

A quantificacao relativa dos niveis de expressao dos microRNAs foi mensurada por
meio da técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (RT-PCR) utilizando
o kit TagMan® MicroRNA Assays. As reagdes foram otimizadas com o auxilio do kit
TagMan® Universal PCR Master Mix, AmpErase® UNG (Life Technologies, USA) e
finalmente processados na plataforma StepOnePlus”™ Real-Time PCR Systems (Life
Technologies, USA). Os dados foram obtidos em Cq (quantification cycle), que € o nimero
de ciclos necessarios para obter-se sinal de fluorescéncia acima do limiar padrao (10
desvios-padrao acima da fluorescéncia média do ciclo basal). Portanto, o nimero de copias
do microRNA e o Cq sdo inversamente relacionados por um fator logaritmico na base 2,
onde a reducdo em 1 Cq representa um aumento em 2 vezes no numero de copias. As
analises foram realizadas em triplicata e a média dos trés resultados foi considerada o Cq
para a respectiva amostra. Subsequentemente, o Cq foi normalizado para o controle
sintético “spike-in” conforme a equacio abaixo™®:

Cdhormalizado = Cqobs — (Cqcontrole— Cmediana)

Onde o Cqeps € 0 obtido para o microRNA em questdo, Cqeontrole refere-se ao
controle sintético cel-miR-39 para a mesma amostra € Cqmediana € @ mediana dos resultados

do controle sintético de todos pacientes em cada periodo (portanto uma mediana para antes
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€ outra para apos a intervencao). Os resultados da expressdo de cada microRNA serao aqui
expressos em Cq, que representa o respectivo Cdnormalizados € €m delta Cq que € o

Cdnormalizado @p0s menos 0 Cqnormalizado antes da intervengao.

3.7.3.5 Medidas para controle de contaminacio

Para a realizacao do estudo, processos que objetivam a minimizagao dos riscos de
contaminagdo foram aplicados: utilizagdo de reagentes de lote controlado e em aliquotas
para evitar diversos ciclos de congelacdo e descongelacao; todos os materiais utilizados
foram de natureza RNase/DNase-free ¢ manipulados em cabines de fluxo laminar livres de
amplicons previamente tratadas com RNase Away (Invitrogen, USA). O uso de Kkits
comerciais foi adotado para reduzir ao maximo o nimero de manipulacdes das amostras e

diminuindo a chance de erro e repetigoes.

3.8. Programa de exercicio supervisionado

Os pacientes randomizados para os grupos intervalado e continuo foram
submetidos a 12 semanas de treinamento aerobico supervisionado, com trés sessdes de
exercicios supervisionados por semana, duracdo de 50 minutos cada. O exercicio foi
realizado em bicicleta estacionaria, iniciando com 5 minutos de aquecimento, 30 minutos
de estimulo e 5 minutos de desaquecimento, completando um total de 40 minutos.
Adicionalmente, os pacientes realizavam 5 minutos de alongamento de membros inferiores
e superiores antes € apos o exercicio. Todos os participantes foram monitorizados com
frequencimetro e escala subjetiva de esfor¢co de Borg (7-20) durante a sessdao. O exercicio
era interrompido caso o paciente apresentasse dor precordial, tonturas, nauseas, bradicardia,

sincope, pré-sincope ou qualquer sintoma/sinal clinicamente relevante.
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3.8.1. Treinamento aerobico intervalado

Pacientes randomizados para o grupo intervalado realizavam a fase de estimulo
aerobico intercalando 1 minuto na FC do ponto de compensagao respiratoria com 2 minutos

na FC do LA.

3.8.2. Treinamento aerobico continuo

Pacientes randomizados para o grupo continuo realizavam a fase de estimulo na
zona alvo. A zona alvo foi determinada pela média aritmética das FC do LA e do ponto de

compensagao respiratoria, podendo variar 4 bpm para mais ou para menos.

3.9. Analise estatistica

O tamanho da amostra foi calculado para detectar uma diferenca de 2,0 mL.kg
" min™ no VO, pico entre 2 dos 3 grupos.®** Assim, assumindo-se erro alfa de 5% ajustado
pelo método de Bonferroni e poder de 80%, o tamanho minimo da amostra foi de 12
pacientes em cada grupo. As analises foram realizadas usando Stata versao 13.1 (Stata

Corp., College Station, Tx, EUA).

A normalidade da distribui¢do das varidveis continuas em cada grupo foi verificada
com o teste de Shapiro-Wilk. Elas foram apresentadas em média + desvio padrao ou
mediana (25 percentil, 75 percentil) conforme aplicavel. A IL-6 apresentou distribui¢ao
normal apds transformagdo logaritmica, sendo por isso testada a partir dos dados
transformados. Os trés grupos foram comparados utilizando analise de variancia
(ANOVA), se distribuicdo normal, ou o teste de Kruskal-Wallis em caso contrario. Se
encontrada diferenca significativa, comparagdes de grupos pareados foi realizada com teste
T, ou Wilcoxon se nao normal, e ajuste pelo método de Bonferroni. O teste do exato de

Fisher foi usado para comparar as proporgdes das variaveis discretas.
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Em seguida, nés verificamos quais variaveis basais (antes da interven¢do) estavam
associados a melhora da capacidade funcional com o treinamento fisico. Para isso, nos
realizamos regressdao linear univariada com a mudanga no VO, pico (% predito) com
exercicio como variavel dependente. A mudanga no VO, pico (% predito) com o exercicio,
excluindo portanto o grupo controle, foi calculada pela diferenca entre o VO, pico (%
predito) p6s menos o pré e apresentava distribuigdo normal. As variaveis cujo valor de p foi
menor que 0,10 foram incluidos em modelo de regressao linear multivariada e considerados

preditores independentes se p menor que 0,05.
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Resultados
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4. RESULTADOS

4.1. Caracteristicas da amostra

Foram avaliados 602 pacientes durante o periodo de inclusdo e 52 foram
randomizados para cada um dos trés grupos. Doze pacientes ndo completaram o estudo:
nove desistiram por razdes ndo relacionadas ao quadro clinico; dois foram internados por
IC descompensada e um paciente do grupo controle ndo foi encontrado para reavaliagdo. O

fluxograma dos pacientes no estudo esta resumido na figura 1.

Um paciente do grupo continuo foi a 6bito por quadro infeccioso e nao foi
submetido a medida da AFVD apds o treinamento. Como tinha realizado todos os outros

exames da reavaliacao, foi incluido na analise.



Avaliados para elegibilidade
(n=602)
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Nao elegiveis (n=550)

« Nao preencheram critérios de
inclusdo e exclusao (n=469)

« Recusaram (n=81)

h 4

Randomizados

(n=52)

\4 \ 4
Exercicio intervalado Exercicio continuo Controle
(n=18) (n=17) (n=17)

Descontinuaram (n=6)
« Desistiram (n=4)
o IC descompensada (n=2)

Descontinuaram (n=3)
« Desistiram (n=3)

Descontinuaram (n=3)
* Desistiram (n=2)
» Perda de seguimento (n=1)

A4

Completaram
(n=12)

v

Completaram
(n=14)

Figura 1: Fluxograma dos pacientes do estudo

* IC - insuficiéncia cardiaca

v

Completaram
(n=14)
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A tabela 1 mostra as caracteristicas basais dos participantes por grupo. Os trés

grupos eram semelhantes quanto a idade, indice de massa corpérea (IMC), sexo, FEVE,

etiologia da IC, fatores de risco cardiovascular e tratamento medicamentoso.

Tabela 1: Caracteristicas basais dos participantes

Intervalado Continuo Controle

Variavel n=12 n=14 n=14 p
Idade, anos 52+5 50+9 47+ 6 0,15
Sexo masculino, n (%) 6 (50) 7 (50) 8 (57) 0,91
Raca branca, n (%) 8 (67) 10 (71) 11 (79) 0,79
Peso, Kg 78+ 16 79+ 17 76 £9 0,84
IMC, Kg.m™ 28+ 4 29+5 28+ 4 0,75
FEVE, % 30+ 7 29+6 29+6 0,81
Hipertensao arterial, n (%) 6 (50) 8 (57) 6 (43) 0,75
Diabete melito, n (%) 0(0) 5(36) 3(21) 0,08
Tabagismo atual, n (%) 2(17) 0(0) 1(7) 0,27
Etiologia isquémica, n (%) 4 (33) 4 (29) 2 (14) 0,50
Classe funcional, n (%) 0,42

| 1(8) 4(29) 3(21)

I 6 (50) 7 (50) 4(29)

111 5(42) 3(21) 7 (50)
PA sistolica, mmHg 102+ 15 114+ 19 102 £ 11 0,06
PA diastélica, mmHg 57+ 11 63+ 14 58+7 0,30
Medicacgdes, n (%)
IECA ou BRA 12 (100) 14 (100) 14 (100) NA
Betabloqueador 12 (100) 14 (100) 14 (100) NA
Carvedilol, dose em mg* 62 [50, 100] 50 1[50, 75 ] 50 [50,100] 0,90
Bloqueador aldosterona 9 (75) 8(57) 10 (71) 0,58
Digital 4 (33) 3 (21) 6 (43) 0,48

IMC - indice de massa corporea; FEVE - fragdo de ejecdo do ventriculo esquerdo, PA — pressdo arterial;
IECA - inibidor da enzima conversora de angiotensina; BRA - bloqueador do receptor da angiotensina II
*Trinta e nove pacientes estavam em uso de carvedilol.
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4.2. Teste de esfor¢co cardiopulmonar

Na avaliagdo basal, os trés grupos nao diferiam quanto aos parametros observados
no TECP (tabela 2). Apo6s a intervencdo, observamos que o exercicio, particularmente o
intervalado, melhorou significativamente o tempo de tolerancia ao esforco no TECP em
relagdo ao grupo controle (tabela 2). Nao houve diferenca significativa nos outros
parametros do TECP, incluindo VO, pico ou carga no pico do esfor¢o, assim como nas
outras variaveis progndsticas, incluindo VO, no LA, o VE-VCO,; slope ¢ a ventilagao

periodica. Vale ressaltar que o RER pico foi semelhante entre os trés grupos.



Tabela 2: Resultados do teste de esfor¢o cardiopulmonar conforme o grupo

Intervalado (n=12)

Continuo (n=14)

Controle (n=14)

Parametro Basal 12 semanas Basal 12 semanas Basal 12 semanas
Tempo, min 10+2 13 + 3% 10+2 12 + 3% 1142 11+ 2%
RER vico 1,09 1,16 1,15 1,18 1,11 1,14
p [1,04, 1,15] [1,10, 1,22] [1,11,1,18] [1,13, 1,42] [1,05,1,20]  [1,09, 1,18]
FC basal, bpm 69+9 71+8 71411 70+ 10 77+9 75+ 10
FC pico, bpm 111+ 18 126 + 21 117 +23 121 + 19 114 + 18 118 +22
, o 12,9 15,4 13,8 15,2 13,8 14,4
VO: pico, mL.kg".min [11,6, 17,4] [13.4,20,0] [12,5, 15,8] [11,8,17,1] [11,8,16,6]  [11,9,159]
56 63 61 64 53 58
3 0
VO, pico, % [50,63 ] [57,80] (47,74 ] [53,78 ] [40,72 ] [43,68 ]
y 10 9 10 10 10 9
Pulso O, mL.bat [7,12] [8,14] [9,11] [8,12] [9,11] [8,12]
Carea pico. W 54 70 62 72 58 57
ga pico, [46 , 89 ] [58 , 109] [50, 89 ] [60, 120] [50,70 ] [54 65 ]
42 8,3 9.4 9,6 9.4 8.3 8,3
V 0:LA, mLkg".min [7.4,9.6] 7.9, 11,2] 6.7, 10,8] 7.7, 10.4] [7.5,9.4] [7.5,9.7]
29 29 35 38 25 25
VE-VCO, slope 35+ 7 33+7 34+8 31+ 4 36+ 8 35+ 7
AVO,/Acarga 10,7 2,1 97433 11,7+3,8 9,1+3,0 98433 10,4+23
VP, n(%) 0 (0 %) 1(8 %) 5(36 %) 3 (21 %) 321 %) 3 (21 %)

RER - razdo de trocas respiratorias; FC - frequéncia cardiaca em batimentos por minuto; VO, pico - consumo pico de oxigénio; Pulso O,— pulso de oxigénio; VO, LA - consumo de
oxigénio no limiar anaerdbico; Carga LA - carga no limiar anaerdbico; VE-VCO, slope - inclinagdo da curva de ventilacdo pela produgdo de didxido de carbono; AVO,/Acarga —

inclinagdo da relagdo do consumo de oxigénio pela carga; VP — ventilagdo periodica

. p < 0,05 para comparagdo entre os trés grupos em 12 semanas; * - Significativamente diferente na comparacdo de grupos pareados: p ajustado (Bonferroni) < 0,05

4]
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4.3. Biomarcadores inflamatorios

A figura 2 mostra os niveis séricos de IL-6 (em escala logaritmica), adiponectina,
TNF-alfa e galectina-3 antes e apds a intervencao de acordo com o grupo. Nao houve
diferenca significativa nos niveis séricos destes biomarcadores em nenhuma das

modalidades de treinamento fisico em relagao ao grupo controle.
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Figura 2: Niveis séricos de interleucina-6 apds conversdao (A), fator de necrose

tumoral-alfa (B), adiponectina (C) e galectina-3 (D) antes e depois da intervengdo de
acordo com o grupo alocado
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4.4. MicroRNAs

A figura 3 mostra a mudanga do Cq de cada microRNA circulante de acordo com a
interven¢do. Como acima descrito, o Cq € inversamente proporcional a expressao, onde a
redugdo em 1 Cq representa um aumento em 2 vezes no numero de copias de microRNA. A
variacdo da expressao dos microRNAs miR-423-5p, -155 e -221 nos pacientes submetidos

a exercicio intervalado e continuo foi semelhante a dos pacientes no grupo controle.

miR-423-5p miR-155
p=028 =1 p=049
<+
-
g 5
8 s
= s o
8 ] 8 -
M A
1 o —
A Intervalado Continuo Controle B Intervalado Continuo Controle

miR-221

w1 p=033

Intervalado Continuo Controle

Figura 3: Mudanga nos niveis séricos dos microRNAs miR-423-5p (A), miR-155 (B) e
miR-221 (C) de acordo com intervencao realizada de acordo com o grupo alocado.
Delta Cq = Cqnormalizado POS — CQnormalizado Pré intervengao



4.5. Qualidade de vida
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As pontuacao basais do questionario de qualidade de vida (MLWHF) nao diferiram

redugdo significativa apenas na dimensao fisica.

entre os grupos (tabela 3). Apés 12 semanas de intervengao, observamos que o exercicio
intervalado e continuo reduziram significativamente o escore total, indicando melhor

qualidade de vida. Quando as subdimensdes foram analisadas separadamente, observamos

Tabela 3: Escore de qualidade de vida de acordo com o questionario Minnesota Living

With Heart Failure

Parimetro Intervalado Continuo Controle »
n=12 n=14 n=14

BASAL
Escore total 46 [20, 58 ] 31[15,45] 34 121,47 ] 0,58
Dimensio fisica 21[7,26] 13[5,20] 18 13,21 ] 0,47
Dimensao emocional 9[5,13] 7[3,12] 4[3,12] 0,44
APOS INTERVENCAO
Escore total 1210, 18] 188,24 ] 37121,47] 0,012
Dimensio fisica 6[4,9] 8[2,11] 16 [10,27 ] 0,016
Dimensao emocional 3[1,5] 3[1,7] 6[4,9] 0,12
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4.6. Preditores de resposta ao treinamento fisico

A tabela 4 mostra a analise univariada da associagdo entre variaveis basais a
mudanga do VO, pico com o treinamento fisico. Dentre as variaveis do TECP, o tempo de
esforco no teste basal associou-se negativamente com a mudanca do VO, pico. Vale notar
que as outras variaveis do TECP basal, como o VO, pico ¢ o RER pico, ndo foram

significativamente associados a resposta ao treinamento.

Nenhum dos parametros de avaliacdo da AFVD basal, como percentual de tempo
sedentario, nimero de passos, intensidade de movimento ou GEA, foram associados com a

mudanca da capacidade funcional no exercicio.

Quanto aos biomarcadores de inflamagdo ¢ fibrose, os niveis basais de IL-6
correlacionaram-se negativamente com a resposta ao treinamento. Os niveis de galectina-3,
adiponectina e de TNF-alfa ndo tiveram associagao significativa com a mudanga do VO,
pico. Da mesma forma, a expressao sérica basal dos microRNAs miR-423-5p, -155 e -221

nao foi preditor de resposta ao exercicio.

A anélise multivariada, a IL-6 foi independentemente associada com mudanca no

VO, pico apos o treinamento fisico em pacientes com IC (tabela 5).
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Tabela 4: Associagdo entre as caracteristicas basais e a mudanca do consumo pico de
oxigénio com exercicio (n=26)

Variavel R Coeficiente p £ SE D
Idade, anos 0,11 0,01 +0,03 0,61
Sexo masculino -0,09 -0,17+0,40 0,68
IMC, Kg.m™ 0,02 0,01 + 0,05 0,91
Hipertensao arterial - 0,25 -0,50+ 0,39 0,21
Diabete melito -0,24 -0,60 + 0,49 0,23
FEVE, % 0,28 0,05+ 0,03 0,17
Etiologia isquémica 0,08 0,16 +0,43 0,72
Teste de esforco cardiopulmonar
VO, pico, % -0,22 -0,02 +£0,02 0,28
Tempo de exercicio, min -047 -0,21 £0,08 0,015
RER pico 0,15 1,55+2,09 0,46
VO, LA, mL.kg".min” -0,21 -0,07 + 0,07 0,32
VE-VCO,; slope -0,04 -0,01 £0,03 0,85
VP -0,10 -0,24 £0,51 0,64
Atividade fisica na vida diaria
Tempo sedentario, % -0,18 -0,02 +£0,02 0,37
Passos, n - 0,05 - 0,00 £ 0,0001 0,80
IM, g 0,14 4,84+ 7,05 0,50
GEA, Kcal* - 0,01 0,00 £ 0,001 0,95
Biomarcadores
Adiponectina, mcg.mL'l -0,04 -0,00 £ 0,02 0,84
Galectina-3, ng.mL'l -0,34 -0,17+0,09 0,087
Log-IL-6, pg.mL"' -0,56 -0,41 0,12 0,003
TNF-alfa, pg.mL" -0,19 - 0,09 + 0,09 0,35
miR-423-5p, Cq 0,16 0,12+0,15 0,44
miR-155, Cq 0,28 0,08 + 0,06 0,17
miR-221, Cq 0,11 0,08 £0,15 0,60
Grupo intervalado -0,20 0,40+ 0,39 0,32
Coeficiente B representa a variagdo do preditor para cada 1 desvio padrio na variavel dependente (mudanga
no VO, pico).

IMC - indice de massa corporea; FEVE - fragdo de ejecdo do ventriculo esquerdo; VO, pico - consumo pico
de oxigénio; RER — razio de trocas respiratdrias; VO, LA - consumo de oxigénio no limiar anaerdbico; VE-
VCO, slope - inclinagdo da curva de ventilagdo pela produgdo de dioxido de carbono; VP — ventilagdo
periddica; IM — intensidade de movimento em g; GEA — gasto energético durante atividade em quilocalorias;
Carga LA - carga no limiar anaerdbico; Log-IL-6 —interleucina-6 apds conversdo logaritmica; TNF-alfa —
fator de necrose tumoral alfa; miR — microRNA; Cq - cycle quantification



Tabela 5: Analise de regressao
de oxigénio com exercicio (n=26)
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multivariada predizendo a mudanga do consumo pico

Variavel R parcial Coeficiente p £ SE D

Tempo de exercicio, min -0,39 -0,14 £ 0,07 0,066
Galectina-3, ng.mL'1 -0,38 -0,14 £ 0,07 0,069
Log IL-6, pg.mL"’ -0,55 -0,35+0,11 0,005

Coeficiente B representa a variagdo do preditor para cada 1 desvio padrio na variavel dependente (mudanga
no VO2 pico) ajustada as demais variaveis do modelo
Log-IL-6 — interleucina-6 ap6s conversao logaritmica
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5. DISCUSSAO

Nosso estudo demostrou que o exercicio fisico, tanto no modo intervalado como
continuo, tem efeito neutro nos biomarcadores séricos de inflamacao e fibrose ¢ nos
microRNAs circulantes em pacientes com IC. Além disso, nds observamos que os niveis
séricos de IL-6 se associam negativamente a melhora do VO, pico com exercicio nesta
populagdo. Este ¢ o primeiro estudo a associar inflamagao sistémica com auséncia de
melhora na capacidade aerodbica com exercicio. Estes resultados foram observados em

pacientes ja recebendo terapia otimizada para IC, conforme as diretrizes atuais.

5.1. Efeitos do exercicio nos biomarcadores inflamatorios

Estudos prévios exploraram a influencia do exercicio nos biomarcadores
inflamatérios em individuos saudaveis. Parece haver uma “resposta de fase aguda” em
que biomarcadores inflamatoérios, incluindo a proteina C reativa e IL-6, aumentam logo
apos o exercicio extenuante e retornam ao basal ap6s alguns dias.”® O musculo exercitado
¢ uma das fontes de IL-6, a qual acumula no sangue em proporcao a intensidade, duracao
e massa de musculo recrutado no exercicio. Ao contrario do que seria esperado, os
mecanismos de produgdo de citocina sao independentes da existéncia de injiria muscular,

1°° Quanto ao exercicio fisico cronico,

conforme andlise da expressao genética loca
estudos prospectivos observaram que os niveis circulantes de biomarcadores
inflamatérios reduzem apo6s trés meses de treinamento fisico em individuos saudaveis e

em pacientes com claudicagdo intermitente e diabetes.”' ™

Em pacientes com IC, estudos prévios observaram auséncia de mudanca nestes
biomarcadores em concordancia com nossos achados. Ahmad et al mostrou que niveis
sanguineos de proteina C reativa permanecem estaveis apos exercicio de intensidade
moderada, mesmo levando em consideracdo o volume de treinamento.”* Gielen et al
demonstrou que o treinamento fisico ndo alterou os niveis sé€ricos de IL-6 ¢ TNF-alfa,

embora tenha reduzido sua expressio muscular.? O que ainda era desconhecido ¢ se o
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exercicio mais intenso poderia aumentar a inflamagao a longo prazo, ja que a intensidade
esta positivamente associada a quantidade de liberagdo aguda de citocina na circulagao.
Nossos resultados demonstraram que 12 semanas de exercicio intervalado, com curtos
periodos de alta intensidade de maneira intermitente, tem efeito neutro nos biomarcadores

inflamatorios.

5.2. Efeito do exercicio na qualidade de vida

O exercicio fisico, independentemente da modalidade do treino, melhorou a
qualidade de vida em trés meses de interven¢dao. Em concordancia, no estudo HF-ACTION,
o exercicio melhorou o estado de saude medido pelo Kansas City Cardiomyopathy
Questionnaire, apesar do efeito discreto no VO, pico.” Todas as subescalas deste
questionario melhoraram com exercicio, incluindo qualidade de vida e limitacao fisica. Da
mesma forma, observamos melhora na dimensdo fisica do questiondrio MLWHEF. Os
grupos intervalado e continuo também apresentaram melhora (redugdo) na dimensdo
emocional da qualidade de vida, mas este resultado nao foi estatisticamente significativo

possivelmente pelo menor nimero de questdes neste dominio.

E intrigante o fato de termos encontrado melhora na qualidade de vida na auséncia
de melhora de parametros do teste cardiopulmonar associadas com a sensacao de dispnéia
para as atividades habituais, como VO,LA, o VE-VCO, slope ¢ a ventilagio periddica. E
possivel que os pacientes tenham adquirido maior eficiéncia biomecanica com o
treinamento, resultando em menor VO, para realizar a mesma atividade. Isto ¢ reforcado
pelo maior tempo de tolerancia ao exercicio no TECP no grupo intervalado, embora a carga
pico ndo tenha apresentado diferenga estatisticamente significativa. Outra possiblidade ¢
que a percepcdo de melhor qualidade de vida possa ter vindo de beneficios além do

exercicio em si, como engajamento em grupo e maior suporte social.”
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5.3. MicroRNASs

Em nosso conhecimento, nosso estudo ¢ o primeiro a avaliar o efeito do exercicio
fisico em microRNAs circulantes em pacientes com IC. Dentre suas propriedades, os
microRNAs sdo secretados na circulagdo em exosomos, sendo capazes de agir em outras
células, em tecido receptor distante de onde ¢ produzido, ¢ modificar a expressao
proteica.”®>® Com isso, os microRNAs circulantes podem ajudar a compreender os

processos adaptativos ao exercicio.’

O miR-423-5p ¢ um biomarcador de IC, estando elevado no sangue periférico em
comparacao com individuos saudaveis. Seus niveis circulantes podem indicar gravidade,
ja que se associam com a classe funcional e niveis séricos de BNP.'*"**° Estudos tem
sugerido que os altos niveis circulantes do miR-423-5p provenham do miocéardio.
Goldraich et al observaram que o gradiente transcorondrio do miR-423-5p ¢
significativamente maior em pacientes com IC em comparagao com individuos controle,
sugerindo que o coragdo aumenta sua producdo na IC sistolica.®® De fato, Thum et al
observaram que a expressao de miR-423-5p estd aumentada no miocardio do coragao
explantado de pacientes submetidos a transplante cardiaco.”’ Em conjunto com outros
microRNAs também superexpressos, postula-se que ele possa contribuir para a

reprogramagao genética do coracdo em faléncia resultando em um padrao de expressao

semelhante ao coragao fetal.

Se assumirmos que os niveis circulantes referem a expressao miocardica local,
nossos resultados sugerem que o exercicio nao modifica a superexpressao de miR-423-5p
e potencialmente ndo reverteria este padrao anormal de expressdao genética no coragao.
Podendo estar de acordo com estes achados, o exercicio intervalado nao parece melhorar
a FEVE em pacientes com IC.>* Por outro lado, o mecanismo de liberagio do miR-423-5p
na circulagdo ainda ¢ incerto, ndo sendo possivel afirmar se decorre da expressao
miocardica aumentada e consequente liberacdo na corrente sanguinea ou se ha outros
mecanismos envolvidos, como injuria do miocardio. Ainda, desconhece-se a razdo pela

qual os outros microRNAs altamente expressos no coragdo em faléncia ndo estdo também

elevados no sangue.*’
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O miR-155 estd envolvido na regulagdo imune e supressdao da oncogénese, embora
estes efeitos ndo tenham sido demonstrados especificamente em pacientes com IC.*
Entre diversas vias de sinalizagdo envolvidas, o miR-155 regula positivamente citocinas
pro-inflamatorias em macréfagos e células dendriticas. Nossos achados reforgam que o

exercicio tem impacto neutro na inflamag¢ado, como ja discutido acima.

Em pacientes com IC, também foi demonstrado que o miR-155 pode suprimir a
expressdo do gene relacionado ao receptor da angiotensina II do tipo 1.** Como a hiper-
expressao deste gene estd associada com piora da fungdo endotelial, a agdo do miR-155
poderia mitiga-la. Embora estudos prévios tenham mostrado efeitos benéficos do
exercicio na fungdo endotelial na I1C,%* a varia¢do da expressao do miR-155 circulante
com exercicio foi indiferente do controle em nosso estudo. Isto ndo indica ou afasta,

entretanto, que o miR-155 esteja diretamente implicado na fun¢ao endotelial.

Em contraste com o que encontramos em pacientes com IC, Baggish et al
observaram aumento do miR-221 circulante ap6s 90 dias de “treinamento sustentado” em
atletas jovens.'’ Diferencas no desenho e na popula¢io estudada podem explicar esta
discrepancia. Em vista da auséncia de grupo controle no estudo de Baggish et al, fatores
outros que nao o exercicio podem ter influenciado seus resultados. Por outro lado, pode ser
que processos adaptativos que ocorrem em individuos saudaveis ndo incidem da mesma
maneira em pacientes com IC. O miR-221 ¢ altamente expresso nas cé€lulas endoteliais e
pode afetar as propriedades angiogénicas do endotélio.”*® Enquanto ha evidéncia
consistente de que o exercicio tem efeitos benéficos nas células angiogénicas circulantes
(CAC) em individuos saudaveis, ha poucos estudos em outras populacdes.” Van
Craenenbroeck et al demonstraram que uma sessdao de exercicio reverte a disfuncdo de
CAC em pacientes com IC.** Eleuteri et al observaram aumento dos niveis sanguineos de
células progenitoras endoteliais apdés 3 meses de treinamento em pacientes com IC.*
Futuros estudos devem avaliar se o0 miR-221 esta implicado no processo adaptativo que

envolve o estimulo da angiogénese em pacientes com IC.
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5.4. Preditores de resposta ao exercicio

Estudos prévios encontraram associagdo entre alguns biomarcadores séricos e
melhora na capacidade funcional com exercicio. Ahmad et al classificou pacientes com
IC em quatro diferentes fenotipos, através de cluster analysis no estudo HF-ACTION.?*
Tais fendtipos diferiram entre si em relacdo ao efeito do exercicio na mortalidade e
hospitalizagao por IC. Nesse estudo, o subgrupo que apresentou o maior aumento no VO,
pico tinha os menores niveis basais de galectina-3. Embora ndo significativa
estatisticamente, nds também encontramos uma associacao inversa entre niveis séricos de
galectina-3 e resposta ao exercicio. Por outro lado, a IL-6 foi o unico biomarcador
independentemente associado com resposta ao exercicio. Embora intrinsicamente
relacionadas, inflamagdo precede fibrose biologicamente e a primeira pode ser mais
intimamente relacionada as alteracdes fisiopatologicas que impedem o incremento no

transporte e utilizacao de oxigénio durante o exercicio.

Os mecanismos responsaveis pela associagdo entre niveis de IL-6 e resposta ao
exercicio ¢ desconhecida. E concebivel que IL-6 seja apenas um marcador de gravidade
sem participacdo direta na inibicdo do aumento do VO, pico. Estudos anteriores
revelaram que niveis circulantes elevados de IL-6, entre outros marcadores de
inflamagao, estao associados com reduzida capacidade funcional e maior mortalidade em
[C.17346586 Embora ainda assunto em debate, anormalidades da mucosa intestinal,
ativacdo do sistema renina-angiotensina-aldosterona e atividade simpatica elevada foram
implicadas na causa da inflamacdo em pacientes com IC.°*®” Ativa¢io neuro-hormonal
excessiva, que ocorrem em pacientes com IC mais avancada, poderia neutralizar as
alteracdes dependentes do endotélio no fluxo sanguineo periférico, inibindo o aumento no
VO, pico. No entanto, os resultados do estudo HF-ACTION enfraquecem esta hipdtese,
ja que os pacientes com doenga mais avancada se beneficiaram mais com exercicio do

que aqueles com formas mais leves.*

Outra teoria € que os efeitos da IL-6 poderiam causar diretamente as anormalidades
que impedem a melhora no VO, pico com exercicio. A IL-6 age através de transducao de

sinal por unidade receptora transmembrana da glicoproteina 130, causando efeitos no
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sistema cardiovascular.®® Estes incluem hipertrofia e apoptose do cardiomiocito,
alteracdes na expressdo da matrix metaloproteinase, anormalidades na homeostase de
calcio intracelular do miocardio, disfuncao endotelial, redugdo na atividade mitocondrial
e apoptose do musculo esquelético. Estas consequéncias poderiam ser tdo extremas, que
se tornariam irreversiveis com exercicio. Além disso, a atividade pro-inflamatoria aguda
induzida por cada sessdo de exercicio poderia ser prejudicial naqueles pacientes com um

grau elevado de inflamagao cronica.

A auséncia de impacto na mortalidade no contexto da terapia moderna para IC tem
estimulado a procura de subgrupos que possam ter beneficio. Como j& apontado, a
auséncia de melhora no VO, pico com treinamento fisico é relacionada a sobrevida.’®
Mesmo embora causalidade reversa possa estar implicada nesta relagdo, isto ¢é, os
pacientes mais graves sao menos aderentes e consequentemente exibiriam menor ganho
no VO, pico, parece que intensidade e volume de treinamento ndo explicam totalmente
esta resposta. Nos demonstramos que niveis de IL-6 prediz resposta ao exercicio entre os
pacientes que completaram 12 semanas de um programa de supervisao direta, com um
minimo de 70% de aderéncia. Além disso, treinamento aerdbico intervalado ndo
influenciou a melhora do VO, pico. Nossos resultados indicam que fatores relacionados
ao paciente estao associados a resposta ao exercicio, além do volume e intensidade de

treinamento.

5.5. Limitacoes

A taxa de desisténcia em nosso estudo foi elevada, o que pode ter mitigado a
comparabilidade entre os grupos. Embora a anélise do tipo “intencao de tratar” seria ideal
para preservar os principios da randomizagdo, o tipo de desfecho neste estudo requer a
analise somente dos pacientes que fossem capazes de completar o estudo, ou pelo menos
submetidos ao um segundo TECP. Além disso, ndo houve diferenca significativa nas

caracteristicas basais entre os trés grupos, indicando que eles permaneceram semelhantes.
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No6s observamos que o tempo de exercicio no TECP basal foi inversamente
associado a resposta ao treinamento. E possivel que este fendmeno tenha subestimado o
VO, pico, amplificando a diferenca entre as avaliagdes pré e pos na auséncia de real
melhora fisioldgica. No entanto, cada participante foi submetido ao mesmo incremento de
carga em ambas avaliacdes e o RER pico foi semelhante entre os respondedores e os nao

respondedores, sugerindo nivel de esfor¢o semelhante.
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6. CONCLUSOES

Nos concluimos que:

>

O exercicio aerobico, seja intervalado ou continuo, por 12 semanas teve
efeito neutro nos biomarcadores de inflamacdo ¢ fibrose e nos niveis

circulantes dos microRNAs miR-423-5p, -221 e -155 em pacientes com IC.

O nivel sérico de IL-6 ¢ preditor independente de resposta ao treinamento
fisico em IC. Niveis elevados deste biomarcador estdo associados auséncia

de melhora da capacidade funcional com o exercicio.

Em pacientes com IC, o exercicio fisico, particularmente intervalado,
resultou em melhor qualidade de vida, apesar da auséncia de efeito na

capacidade funcional.



69

Anexos




70

7. ANEXOS

7.1. Anexol

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE
SAO PAULO-HCFMUSP
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL
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1.

Os médicos diagnosticaram que seu coracdo aumentou de tamanho, com isso o senhor (a)
passou a ter uma doenga cardiaca. Essa doenca deixa de oxigenar bem o corpo ¢ também os
musculos, principalmente durante algumas atividades diarias. Para o senhor (a) que faz parte
desse ambulatorio, que segue as recomendagdes dos médicos que o atendem, estamos também
disponibilizando um programa de atividade fisica para melhorar sua condigdo fisica, resultando
em melhor qualidade de vida. Estudos demonstraram os beneficios que a atividade fisica traz ao
seu problema. Estamos iniciando um estudo para mensurar os efeitos do exercicio com
intensidade variada, avaliando a circula¢do sanguinea, oxigenagdo muscular e examinar as
células musculares. Desse modo, o exercicio a ser realizado podera também trazer beneficios a
sua satde, melhorando sua qualidade de vida.

Caso aceite participar do estudo, sera feito sorteio para designar qual atividade fisica o senhor
(a) realizara: exercicios com intensidade variada, isto é, vai caminhar em velocidade lenta e um
pouco mais rapida de forma alternada, ou continua sempre na mesma velocidade. O treino sera
realizado em esteira rolante por até 60 (sessenta minutos), 3 (trés) vezes por semana por um
periodo de 3 (trés) meses. Sera feita uma avaliacdo antes e outra apos o treinamento. O senhor
(a) fara os seguintes exames: 1. Teste cardiopulmonar ¢ utilizado para avaliarmos como esta a
sua capacidade fisica. Nesse teste vocé ira pedalar em uma bicicleta estacionaria e sera
observado como se comporta seu coracdo e respiracdo. Em quaisquer sinais de cansago,
tonturas, palpita¢des e falta de ar, o teste sera interrompido; 2. Medi¢do do fluxo sanguineo e
oxigenacdo muscular através de uma luz apontada para tua coxa; 3 Num outro dia que vocé vier
ao hospital, sera realizado o exame do musculo da coxa. Primeiro sera feita a limpeza
cuidadosa do local para prevenir infecgdo, depois o local sera anestesiado para que vocé ndo
sinta nenhuma dor e finalmente sera feito um pequeno corte na parte lateral da sua coxa e
colocada uma agulha apropriada para retirada de um pedaco bem pequeno de musculo, o senhor
ndo ficara com a forca prejudicada. Depois disso, sera feito um curativo no local. Esse exame
sera feito por um médico bem treinado nessa técnica. Esse exame ¢ muito importante para saber
se o exercicio melhora a quantidade de musculo na sua perna. 4. Sera feita através de uma fina
agulha a analise da condu¢do nervosa, de um nervo superficial, ou seja, proximo a pele, que
passa abaixo do joelho do lado de fora. Sera feita a limpeza local € o procedimento ndo causara
dor, podera apenas ter a sensagdo momentinea de um leve choque. 5. Vocé ira utilizar um
aparelho chamado acelerometro durante vinte e quatro horas durante suas atividades habituais
antes e apos o programa de treinamento. Este aparelho ¢ uma espécie de cinta de tecido que
vocé vestira, e nela ha um pequeno dispositivo (menor que um aparelho celular). 6. Vocé sera
submetido a duas coletas de sangue, através da pun¢do de uma veia periférica, onde serdo
retirados aproximadamente 8 mL cada vez. A primeira coleta sera realizada antes e a segunda
apoés o treinamento fisico.

Este tratamento esta associado a um risco muito baixo de complicagdes e desconfortos, uma vez
que o senhor realizard exames para podermos indicar com seguranga a atividade fisica. E
provavel que o senhor (a) se canse um pouco quando realizar o teste cardiopulmonar, caso sinta
muito desconforto o teste sera interrompido, assim que o teste terminar o desconforto também
cessara. No inicio do programa de treinamento fisico, pode ser que o senhor (a) se sinta um
pouco mais cansado (a), como qualquer individuo que inicie atividade fisica, pois o corpo nao
estava acostumado, mas apds alguns dias essa sensacdo deve melhorar, pois ja se iniciam os
beneficios da pratica de atividade fisica. Outro procedimento que pode causar algum
desconforto, é a puncdo venosa para coleta de sangue em que vocé pode sentir dor provocada
pela picada da agulha. Embora seja pequena a probabilidade, podem ocorrer formagdo de
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hematomas e infec¢do no local da pungdo. Vale salientar que todos os cuidados serdo
tomados para evita-los.

4. Com a realizagdo do programa de exercicios fisicos, poderemos melhorar sua capacidade fisica,
baixar os niveis da tua pressdo arterial e conhecer bem a irrigagdo sanguinea muscular ¢ a
integridade de seu musculo. Somente no final do estudo é que poderemos concluir a presenca
de algum beneficio esperado ou ndo. Todos os exames realizados serdo usufruidos para melhor
ajuste de drogas ou outras terapéuticas necessarias.

5. Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa para
esclarecimento de eventuais duvidas. O principal investigador é o Dr Guilherme Veiga
Guimaraes, que pode ser encontrado no enderego Av. Dr Enéas de Carvalho Aguiar, 44 — 1°
andar, bloco 1 — tel: 3069-5419. Se vocé tiver alguma consideragdo ou duvida sobre a ética da
pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de
Campos, 225 — 5° andar — tel: 3069-6442 ramais 16, 17, 18 ou 20, FAX: 3069-6442 ramal 26 —
E-mail:cappesq@hcnet.usp.br

6. E garantida a liberdade da sua retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de
participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na Instituicdo
(InCor);

7. As informagdes obtidas serdo analisadas em conjunto com a de outros pacientes, ndo sendo
divulgado a identificagcdo de nenhum de vocés;

8. Quem participar da pesquisa sera atualizado sobre os resultados parciais das pesquisas, ou seja,
dos achados antes do término da pesquisa.

9. Nao ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo, incluindo testes,
exames ¢ o treinamento. Também ndo ha compensagdo financeira relacionada a sua
participacdo, havera se necessario, uma ajuda de custo para o transporte (deslocamento) até a
institui¢do, apenas nos dias de testes ¢ treinamento, sendo a quantia de duas condugdes
(metr6/6nibus) por dia. Se existir qualquer despesa adicional, ela sera absorvida pelo or¢amento
da pesquisa.

10. O material coletado sera acondicionado no banco de materiais bioldgico da unidade e servira
para futuras pesquisas.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes que li ou que foram
lidas para mim, descrevendo o estudo “Treinamento Intervalado Versus Treinamento Continuo na
Atividade Simpatica e Perfusdo Periféricas em Pacientes Portadores de Insuficiéncia Cardiaca”.
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Eu discuti com o Dr. Guilherme Veiga Guimaraes sobre a minha decisdo em participar nesse
estudo. Ficaram claros para mim quais s@o os propositos do estudo, os procedimentos a serem
realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos
permanentes. Ficou claro também que minha participagdo € isenta de despesas ¢ que tenho garantia
do acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste
estudo e poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante 0 mesmo, sem
penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu
atendimento neste Servigo.

Data /]
Assinatura do paciente/representante legal

Data / /
Assinatura da testemunha

para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de
deficiéncia auditiva ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste
paciente ou representante legal para a participagdo neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data /]

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, versdo nimero 4, de 20 de setembro de 2011.



7.2. Anexo II

QUESTIONARIO MINNESOTA LIVING WITH HEART FAILURE*

Nome:
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As seguintes questdes perguntam o quanto a insuficiéncia cardiaca (sua condi¢do cardiaca) afetou a sua
vida durante o ultimo més (nas ultimas 4 semanas). Em cada questao, circule o numero 0, 1, 2, 3, 4 ou 5 para
mostrar o quanto a sua vida foi afetada. Se a questdo ndo se aplica a vocé, circule o 0 nesta questao.

Durante o ultimo més seu problema cardiaco o impediu

. A . A Ndo  Muito Pouco Muitissimo
de viver como vocé queria por qué?
1. Causou inchago em seus tornozelos e pernas 0 4 5
2. Obrigando vocé a se sentar ou deitar para descansar

. 0 4 5

durante o dia
3. Tornando sua caminhada e subida de escadas dificil 0 4 5
4. Tornando seu trabalho doméstico dificil 0 4 5
5. Tornando suas saidas de casa dificil 0 4 5
6. Tornando dificil dormir bem a noite 0 4 5
7. Tornando seus relacionamentos ou atividades com

o . v - 0 4 5
familiares e amigos dificil
8. Tornando seu trabalho para ganhar a vida dificil 0 4 5
9. Tornando seus passatempos, esportes e diversdo dificil 0 4 5
10. Tornando sua atividade sexual dificil 0 4 5
11. Fazendo vocé comer menos as comidas que vocé gosta 0 4 5
12. Causando falta de ar 0 4 5
13. Deixando vocé cansado, fatigado ou com pouca energia 0 4 5
14. Obrigando vocé a ficar hospitalizado 0 4 5
15. Fazendo vocé gastar dinheiro com cuidados médicos 0 4 5
16. Causando a vocé efeitos colaterais das medicagoes 0 4 5
17. Fazendo vocé sentir-se um peso para familiares e amigos 0 4 5
18. Fazendo vocé sentir uma falta de auto controle na sua 0 4 5
vida
19. Fazendo vocé se preocupar 0 4 5
20. Tornando dificil vocé concentrar-se ou lembrar-se das 0 4 5
coisas
21. Fazendo vocé sentir-se deprimido 0 4 5

* Adaptado de Carvalho et al ®”.
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